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OZET

HAVA YOLU EPiTEL HUCRELERINDE ALERJEN PROTEAZLARIN
MATRIKS PROTEAZLARIN SALIMI UZERINE OLAN ETKILERI

Dilara KARAGUZEL

Yiiksek Lisans, BIYOLOJI Béliimii
Tez Danismani: Dog. Dr. ibrahim Cagatay KARAASLAN

Haziran 2019, 86 sayfa

Astim, ¢cocuklarda daha yiiksek siklikta olmakla birlikte tiim yas gruplarinda goriilen, son
yillarda tilkemizde de goriilme siklig1 artmis olan 6nemli bir solunum yolu hastaligidir.
Astimi tetikleyen ¢evresel etkenlerin baginda alerjenler gelmektedir. Alerjenlerin proteaz
Ozellikte olanlar1 6 ana gruba (serin, sistein, treonin, aspartat, glutamat ve metalloproteaz)

ayrilirken, proteaz 6zellikte olmayanlar1 da mevcuttur.

Alerjenlerin epitel hiicre bariyerindeki reseptorler araciligi ile veya meydana gelen hasar
sonucu epitel bariyeri gecip viicuda girmesiyle baslayan inflamasyon durumu, epitel
hiicre hiperplazisi, epitel alt1 fibrosizi ve diiz kas hiicre hiperplazisi gibi g¢esitli
mekanizmalar1 aktiflestirerek hava yolu yeniden yapilanmasia (airway remodeling)

neden olmaktadir.

Hava yolu yeniden yapilanmasinda, epitel hiicre, fibroblast ve diiz kas hiicresinde goriilen
degisikliklerin yansira ekstraseliiler matriksin iceriginde ve yapisinda da bozulmalar

meydana gelir. Bu bozulmalar kolajen, fibronektin, laminin ve agrekan gibi molekiillerin



yikimi ile gerceklesir. Hava yolu yeniden yapilanmasinda bu molekiillerin kesiminde rol

alan proteaz grubu matriks metalloproteazlardir.

Cinko 1ile aktiflesen endopeptidazlar olan matriks metalloproteazlar (MMP’ler),
ekstraseliiler matriks elemanlarinin iizerindeki parcalama etkilerinin yaninda sitokin ve
biiyiime faktorleri gibi hiicresel aktiviteyi diizenleyen molekiiller lizerinde de etkilidir.
Bu nedenle epitel hiicre, fibroblast ve diiz kas hiicresi gibi farkli hiicrelerde gergeklesen
metabolik olaylarda gorev almaktadirlar. Giliniimiize kadar tanimlanan 28 matriks
metalloproteaz arasindan jelatin molekiiliinii kesen MMP-2 ve MMP-9’un ve kolajen
molekiiliinii kesen MMP-12"nin astimda 6nemli rol oynadig1 kanitlanmistir. MMP’lerin
kaynak hiicreler tarafindan yeterli diizeyde ifade olmamas1 veya molekiilleri parcalayarak
gergeklestirdikleri proteaz etkinliklerini tam olarak yerine getirememesi, ekstraseliiler
matriks tiretimi ve akciger fibrillerinin pargalanmasi arasindaki dengenin bozulmasina ve
akcigerde yapisal bozulmalarin goriilmesine neden olur. Literatiirde brons epitel hiicreleri
ve MMP-9 iliskisini gosteren yayinlar bulunmakla birlikte alerjen ile karsilagsma sonrasi
hava yolu epitel hiicrelerinden salinan MMP-2 ve MMP-12 ile ilgili bilgiler son derece

yetersizdir.

Bu tez ¢alismasinda BEAS-2B brons epitel hiicreleri, Dermatophagoides pteronyssinus
kaynakl1 sistein proteaz 6zellikteki Der p 1, serin proteaz 6zellikteki Der p 6 ve proteaz
ozellikte olmayan Der p 2 alerjenleri ile ayr1 ayr1 uyarilmis ve uyarilma sonucu degisen
MMP-2, MMP-9 ve MMP-12 seviyelerinde meydana gelen ifade farkliliklar1 gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kullanilarak RNA diizeyinde ve ELISA

yontemi kullanilarak protein diizeyinde arastirilmistir.

Sistein proteaz olan Der p 1’in, proteaz 6zellikte olmayan Der p 2’ninve serin proteaz
ozellikteki Der p 6’nin brons epitel hiicrelerine 24 saat uyarimi sonucunda MMP-2,
MMP-9 ve MMP-12 gen ifadesini etkilendigi gosterilmistir. Ayrica 1s1 ile denatiirasyona
ugrayan alerjenlerin de MMP genleri iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir. Der p 1 ve Der
p 2 alerjenlerinin 24 saat uyarimi sonrasinda hiicre dismna salinan MMP-9 protein
miktarint konsantrasyona bagl olarak arttirdifi ancak Der p 6 alerjeninin diislirdiigii

gorilmistiir. Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda brons epitel hiicrelerin maruz kaldigi

il



alerjenlerin, proteaz aktiviteleri ve/veya epitel hiicre reseptor etkilesimleri vasitasiyla
MMPlerin salimi lizerine etkili olarak hava yolu yeniden yapilanmasinda rol oynadiklari

sonucunu ¢ikarmak miimkiindiir.

Anahtar Kelimeler: Alerjen proteaz, alerji, astim, brong epitel hiicresi, matriks

metalloproteaz (MMP)
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ABSTRACT

THE EFFECT OF ALLERGEN PROTEASES ON MATRIX PROTEASES
RELEASE IN AIRWAY EPITHELIAL CELLS

Dilara KARAGUZEL

Master of Science, Department of MOLECULAR BIOLOGY
Supervisor: Assos. Prof. Ibrahim Cagatay KARASLAN

June 2019, 86 pages

Asthma is an important respiratory disease that has a higher incidence in children and has
increased in recent years in our country. Allergens are the main environmental factors
which trigger asthma. While allergens with protease activity are categorized to 6 main
groups (serine, cysteine, threonine, aspartate, glutamate, and metalloprotease), there also

allergens with no proteolytic activity.

Inflammation, which begins when allergens enter the body through the receptors on
epithelial cells or disrupted epithelial barrier, leads to airway remodelling by activating
various mechanisms such as epithelial cell hyperplasia, sub-epithelial fibrosis and smooth

muscle cell hyperplasia.

In airway remodeling, in addition to changes is epithelial cell, fibroblast and smooth

muscle cell, there are also deteriorations in the content and structure of extracellular



matrix. These deteriorations occur by degradation of molecules such as collagen,
fibronectin, laminin, and aggrecan. The protease group responsible for the cleavage of

these molecules in airway remodeling is matrix metalloproteases.

Matrix metalloproteases (MMPs), zinc-activated endopeptidases, are effective on
molecules that regulate cellular activity such as cytokines and growth factors, as well as
exerting destructive effects on extracellular matrix components. Thus, they participate in
metabolic events taking place in different cells such as epithelial cells, fibroblasts and
smooth muscle cells. Of the 28 matrix metalloproteases identified to date, MMP-2 and
MMP-9, which breaks the gelatin molecule, and MMP-12, which breaks the collagen
molecule, have been shown to play an important role in asthma. Inadequate expression of
MMPs by the source cells or failure to fully perform protease activity by degrading
molecules leads to disruption of the balance between extracellular matrix production and
lung fibrillation breakdown and eventually causes structural disruption in the lung.
Although there are publications in the literature indicating the association between
bronchial epithelial cells and MMP-9, information on MMP-2 and MMP-12 released by

airway epithelial cells in response to allergen exposure is extremely inadequate.

In this study, BEAS-2B bronchial epithelial cells were stimulated seperately with cysteine
protease allergen Der p 1, serine protease allergen Der p 6, and Der p 2 allergen with no
protease activity, allergens derived from Dermatophagoides pteronyssinus. Changes in
expression of MMP-2, MMP-9, and MMP-12 levels occuring after allergen stimulation
were investigated at RNA level by using PCR and at protein level by using ELISA
method.

It has been established that cysteine protease Der p 1 is effective on MMP-2 and MMP-9
gene expression, while non-proteolytic Der p 2 have an impact on MMP-2, only. Also,
Der p 6 has been shown to be effective on MMP-2, MMP-9, and MMP-12 after 24 hour
allergen exposure. Besides, heat inactivated allerges are also shown to be effective on
MMP genes. Amount of MMP-9 protein released from cells are shown to be increased
after both Der p 1 and Der p 2 stimulation, whereas stimulation with Der p 6 decreased

release of MMP-9. According to these results, it can be concluded that allergens exposed



to bronchial cells play a role in airway remodeling by affecting MMP release through

their protease activities and/or epithelial cell receptor interactions.

Keywords: Allergen protease, allergy, asthma, bronchial epithelial cell, matrix

metalloproteases (MMP)
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1. GIRIS

Astim, solunum yolu inflamasyonu ve bronsiyal hiperreaktivite sonucunda akcigerde
goriilen patofizyolojik degisiklerle tanimlanan kronik bir hastaliktir. Hastaliga bagl
olarak goriilen inflamasyon durumunda bir¢ok hiicre ve mediatdr yer alir. Havayollarinin
inflamasyonu, akcigerde doku hasarina yol agarak hava akimi kisitlanmasi, havayolu asir1
duyarhilig1 ve kalic1 yapisal degisiklikleri kapsayan havayolu yeniden yapilanmasinin
(airway remodeling) ortaya ¢ikmasina neden olur. Buna bagl olarak da astimli kisilerde
oksiiriik nobetleri, hirilti, nefes darligi, gogiis sikismasi, ac1 veya baski gibi semptomlar

goruliir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) giincel verilerine gére diinyada astimdan etkilenen kisi
sayist 330 milyondan fazladir. Diinya genelinde astimla ilgili yapilan caligmalarda
cocuklarda goriilen astim sikhigi (%9,4) yetiskinlere gore (%7,7) daha fazladir.
Tirkiye’de ise yetiskin ve ¢ocuklar iizerine yapilan ¢alismalar yaklasik 4 milyon kisinin
bu hastaliktan etkilendigi gostermektedir. Tiirkiye’de astim goriilme siklig1 erigkinlerde

%4,0 -4,8 iken bu oran ¢ocuklarda %2,8-9,8 olarak goriilmektedir.

Alerjenlerin, egzersizin, iklim faktorlerinin, sigara dumaninin, hava kirliliginin,
psikolojik faktorlerin ve cesitli kimyasal maddelerin astim semptomlarinin ortaya
cikmasinda etkili oldugu literatiirde gosterilmistir. Semptomlarin ortaya ¢ikisi, solunan
alerjenlerin akcigerdeki epitel hiicrelere temas etmesi ile baslar. Alerjenin epitel hiicreler
tarafindan ve bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan taninmasi, cevap mekanizmasini
olusturacak mediatorlerin  salimin1 tetikler. Olusturulan cevap, bireyde astim

semptomlarinin goriilmesinde etkili olur.

Ev tozu akari [House dust mite (HDM)] kaynakli alerjenler, giinliik yasamda en c¢ok
maruz kalinan aeroalerjen tipidir. Atopik dermatit, alerjik rinit ve astim gibi alerjen
kaynakli rahatsizliklarm en temel kaynagidir. En c¢ok bilinen HDM tiirii
Dermatophagoides pteronyssinus olup bugine kadar 31 farkli alerjen grubu
tanimlanmistir. Bu alerjenlerin ¢ogu proteaz 6zelligine sahip iken proteolitik etkiye sahip

olmayan gruplar1 da mevcuttur.



Proteazlar (peptidazlar ya da proteinazlar) peptit baglarini hidrolizini gergeklestiren
enzimlerdir. Proteaz ailesinin tiiyeleri, birbirlerinden farkli katabolik mekanizmalara
sahiptirler. Proteaz Ozellikteki alerjenlerin epitel hiicreler arasindaki siki baglantilar
bozarak bu hiicrelerin bariyer fonksiyonlarini azalttigi bulunmustur. Proteazlar, aktive
eden molekiil ve sahip olduklari aminoasitlere gore gruplandirilmislardir. Sistein proteaz
grubundan olan HDM kaynakli Der p 1, epitel hiicreler arasindaki siki baglantilari
bozarak gegirgenligini arttirirken IL-6 ve IL-8 gibi sitokinlerin salintmindaki artista da
etkilidir. Serin proteaz 6zellikteki Der p 6 ise PAR2 reseptoriinii etkileyerek farkl
molekiiler basamaklarin aktivasyonunu saglar. Proteaz aktiviteleri olmayan Der p 2 gibi
HDM kaynakl1 alerjenlerin de epitel hiicreden graniilosit koloni stimiile edici factor (G-
CSF), IL-6, IL-8, monosit kemotaktik protein 1(MCP-1) ve intraseliiller adhezyon

molekiilii olan sSICAM-1 saliminda etkili olduklar1 belirlenmistir.

Metalloproteaz grubundan olan matriks metalloproteazlar (MMP) 28 iiyeden olusan ve
esas gorevi ekstraseliiler matriksi pargalamak olan endopeptidazlardir. Zimojen adi
verilen inaktif formda iiretilen bu proteazlar, katalitik bolgesine baglanan bir ¢inko iyonu
ile aktiflesir. Yap1 ve substrat 6zelliklerine gore arketipik (MMP-1, -3, -8, -10, -12, -13, -
18), jelatinazlar (MMP-2, -9), matrilisin (MMP-7, -26) ve furin-bagli MMP’ler (MMP-
14, -15, -16, -17, -23, -24, -25) olmak iizere 4’e ayrilmistir. Bu proteaz ailesi, insan

viicudunun pek ¢ok bolgesinde gorev alir ve ¢esitli hastaliklarda rol oynarlar.

Genis pargalama yetenekleri nedeniyle MMP’ler, hiicreden ¢ok diisiik miktarda iiretilip
salinir ve aktiviteleri pozitif veya negatif olacak sekilde hem transkripsiyon sirasinda hem
de sonrasinda kontrol edilir. Basta ekstraseliiler matriks pargcalanmasi olmak iizere
inflamasyona, damar olusumuna ve havayolu yeniden yapilanmasina katkida bulunurlar.
Alerjik astim durumunda viicuttaki MMP’lerin sayisinin artmasit hava yolu tamir
mekanizmasinin iglevsizligine ve alerjene verilen cevabin yetersiz kalmasina neden olur.
Ortamda bulunan IL-17, IL-4, IL-13, IFN-y ve TGF-B gibi sitokinlerin yogunlugu, MMP
ifadesini etkiler.

MMP’ler makrofaj, eozinofil, nétrofil ve T hiicre gibi inflamatuar hiicreler ile fibroblast,
epitel hiicre ve solunum yolu diiz kas hiicreleri gibi yapisal hiicreler tarafindan
sentezlenir. MMP-2 ve MMP-9 cesitli hiicreler tarafindan ifade olur ancak MMP-12’nin
ifadesi makrofaj ve epitel hiicreler ile snirlidir. Astimli bireylerde MMP-2, MMP-9 ve

MMP-12 ile bu proteazlarin inhibitérii olan TIMP-1 arasindaki dengenin bozulmasi



sonucunda hava yolu yeniden yapilanmasi goriiliir. Bu durum, fibroz amfizem,

trakeobronkomalazi gibi rahatsizliklarin goriilmesine neden olur.

Sonug olarak, literatiirde epitel hiicreden salgilanan MMP’ler ve astim mekanizmasindaki
rolleri ile ilgili bilgiler son derece kisithidir. Hava yolu epitel hiicrelerinin alerjen
proteazlarla karsilagsma sonucunda, MMP’lerin salimindaki degisikligin alerjenin proteaz
Ozelligine bagl olup olmadiginin bulunmasi, 6zellikle epitel hiicre harabiyeti ve hava
yolu yeniden yapilanmasmin goriildiigii astim hastaligi i¢in yeni tedavi yaklasimlari

yoniiyle son derece degerlidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Astim
Astim, ilk kez 19. ylizyilin baslarinda tanimlanan ve giiniimiizde yaklagik 330
milyondan fazla kiside goriilen en 6nemli akciger hastaliklarindan biridir [1]. Hava
yollarinda goriilen kronik inflamatuar hastalik olarak da tanimlanan astimda, ¢evreden
gelen alerjenlere (polen, hayvan tiiyleri, virlis vb.) karst hava yollarindaki asiri
duyarlilik sonucu hirilti, nefes alamama, gogiiste sikisma ya da Oksiiriik gibi

semptomlarin biri ya da birgogu gorilir [2].

Astimda olusturulan inflamatuar cevabin ilk adimi epitel hiicreler tarafindan
gerceklestirilir. Alerjenler, enfeksiyon, sitokinler ve kemokinler tarafindan uyarilan
epitel hiicrelerinden sonra immiin sistem hiicreleri olan T hiicreleri, mast hiicreler,
makrofajlar, eozinofiller ve nétrofiller de inflamatuar cevap olusturulmasina dahil
olurlar. Olusturulan cevap sonucunda hava yolu bazal membraninda kalinlagsma,

kolajen birikimi ve diiz kas hiicrelerinin hipertrofisi/hiperplazisi goriilebilir [3].

2.2. Astimin Diinyada ve Tiirkiye’de Goriilme Siklig:

Astim goriilme siklig1 son 50 yil igerisinde artmis ve mekanizmasi giinlimiize kadar tam
olarak aciklanamamistir. Bunun nedeni astimin belirli bir yas, cinsiyet, irk ve etnik koken
gbzetmeksizin her bireyde farkli siddette kendini gostermesidir [2]. Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezi [Centers for Disease Control and Prevention (CDC)]’nin verilerine gore
diinyada her 13 kisiden 1’inde astim semptomlar1 goriilmektedir. Sadece Amerika’da 7
milyonu ¢ocuk olmak {izere 25 milyon kiside bu hastalia rastlanmaktadir. Astimin
goriilme sikligr erkeklerde 96,5 iken, kadinlarda bu oran %9,1°dir. Bu durum
hormonlara, stres kosullarina ve farkli inflamatuar cevaba bagl olarak gerceklesmektedir

(Sekil 2.1) [4, 5].
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goriilen hiicrelerin ve ifadesi artan sitokin, kemokin ve mediatorlerin

gosterimi (K:Kadin, E:Erkek) [6]

GINA 2018 raporuna gore 13 ve 14 yasindaki ¢cocuklarda astim prevelansinin diinyada
en yiiksek goriildiigii bolgelerin basinda Amerika, Avusturalya ve Ingiltere gibi ekonomik
acidan geligsmis llkeler gelmektedir. Bu iilkeleri Rusya, Kanada ve Avrupa iilkelerinin
cogu takip etmektedir [7]. Gelismis iilkelerde sehirlesmeye bagli olarak yasam tarzinin
ve beslenme aligkanliklarinin degismesi, ¢ocuklarin daha az alerjenle karsilasmalarina
neden olur. Bu nedenle karsilasilan farkli alerjenler, inflamatuar yaniti tetikler ve

cocuklarda alerjiye bagl astim durumu goriiliir (Sekil 2.2) [8, 9].
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Sekil 2.2. Diinyada 13-14 yasindaki ¢ocuklarda goriilen astim prevelansi [7]

Tiirkiye’de 4 milyona yakin bireyde astim bulgularina rastlandigi rapor edilmistir.
Epidemiyolojik ¢alisma sonuglari iilkemizde ¢ocukluk caginda astimin gériilme oraninin
%?2,8-9.8, erigkinlerde ise %4,0-4,8 oldugunu gostermektedir [10]. Saglik Bakanligi’nin
2017 yil1 verilerine gore biiyiik sehirlerde ve sahil kesimlerinde astim prevelans: daha

yiiksektir [11].

2.3. Astim Tiirleri ve Patogenezi

Astimin, patolojik ve fizyolojik etkilerinin ortaya ¢ikmasinda g¢evresel etkenler ve
hastanin astima genetik olarak yatkinlig: etkilidir. Cevresel etken olarak aeroalerjenler,
gida kaynakli alerjenler, mikroorganizma kaynakli alerjenler, hava kirliligi ve sigara
dumani gibi etkenler gosterilmektedir [12]. Hastanin genetik yatkinligina, alerjenlere
kars1 iirettigi yanita, cevresel etkenlere maruz kalma siiresine ve yogunluguna gore
astimin siddeti degismekte ve kronik hava yolu inflamasyonu ile sonuglanan

basamaklarin aktivasyonu goriilmektedir [13].

Astimin atopik ve non-atopik ayrimi disinda hastaligin sikligi, goriilme yast ve
semptomlar1 gibi kosullar goz Oniine alindiginda bir¢ok fenotip belirlenmistir [14, 15].

Yeni tanimlanan fenotipler ise hastalarin kanlarinda veya bronkoalveolar sivilarinda



(BAL) bulunan T hiicrelerinin farklilagmalarina gore “T2-yliksek™ ve “T2-diislik” olmak
tizere iki endotip altinda toplanmistir [16, 17].

2.3.1. T2-Yiiksek Endotip

Havayolu Tip 2 immiin cevapta bazofil, eozinofil, mast hiicre, Tip 2 yardimci1 T hiicre
(Th2), grup 2 dogal bagisiklik hiicreleri-2 (ILC2) ve IgE iiretiminde etkili olan B hiicreler
goriiliir [18]. Alerjenin epitel hiicreye temasi sonrasinda alarmin olarak da adlandirilan
timik stromal lenfopoietin (TSLP), IL-25 ve IL-33 sitokinleri salinir. Cevresel etkenlerin
epitel hiicre ile temas1 ve hiicrede olusturduklar1 hasar sonucu salinan bu sitokinlerden
IL-33 ve IL-25, ILC’leri aktive ederken, TSLP salimi ise dendritik hiicrelerin alerjeni
tanimast i¢in Onciil molekiil olarak gorev alir [19, 20]. Dendritik hiicreler, alerjeni
farklilasmamis CD4" T hiicrelere sunar ve tip 2 yardimci T hiicre farklilasmasi goriiliir.
Th2 ve ILC iizerinden ilerleyen aktivasyon yolaklarinda IL-4, IL-5 ve IL-13 sitokinlerinin
saliminda goriilen artig, eozinofilik havayolu inflamasyonunun belirteci olarak kabul
edilmistir [21]. Aynu sitokinler, B hiicre aktivasyonunda ve IgE doniistimiinde de etkilidir.
IgE salimi, histamin ve sisteinil 16kotrienler gibi inflamatuar mediatdrlerin goriilmesine
neden olur. Bu durum, bronkospazm, 6dem, mukus tretimi gibi astima spesifik

semptomlarin goriilmesi ile sonuglanir (Sekil 2.3) [22].
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olusturan basamaklarin ilerleyisi [23]



T2-yiiksek endotip, kendi i¢inde 2 gruba ayrilmistir;

2.3.1.1. Erken Donem Alerjik Astim

Diinyada astim hastalarmin yaklasik %95°1 ilk alerjik reaksiyonlarini 6 yasindan once
gostermektedir [24]. Bu donemdeki ¢ocuklarda alerjik astim semptomlarinin gériilmesi
aile gecmisinde alerjik astim goriilmesi, bakteri veya viral kaynakli solunum yolu
enfeksiyonu gecirilmesi ve sigara dumanina maruz kalinmasi gibi kosullara baghdir [25,
26]. Ayrica alerjik rinit ve atopik dermatit ile iligkilendirilen bu astim fenotipinde, Th2
kaynakli egzama da goriilmektedir [27]. 6 yasindaki ¢ocuklarda yapilan bir ¢alismada
rinovirus enfeksiyonu sonucunda goriilen kuvvetli hirilti  (wheezing), astimla
iligkilendirilmistir, ancak viral enfeksiyonlar ve astim arasindaki iliski net olarak

aciklanamamistir [28, 29].

2.3.1.2. Ge¢ Donem Alerjik Astim

Erken donemde goriilen alerjik reaksiyonlarin yetigkinlik dénemlerinde baslamasi, geg
donem alerjik astim fenotipi olarak adlandirilir. Literatiirde ‘yetiskinlik donemi’ni, 12
yasindan 65 yasina kadar ya da 40 yas iistii olarak tanimlayan ¢aligmalar mevcuttur [30,
31]. Erken donem alerjik astimli bireylere gore semptomlari ¢cok az bilinse de genel olarak
zayif prognoz, akciger fonksiyonlarindaki diisiisiin hizli olmasi ve nefes alim

kapasitesinde azalma gibi semptomlarla karakterize edilir [32, 33].

2.3.2. T2-Diisiik Endotip

T2-diisiik astim endotipi, CD4" hiicrelerinin Th1 veya Th17 hiicrelerine farklilagmas ile
tanimlanirken diisiik eozinofil sayisi ile de belirlenmektedir.Yapilan caligmalarda,
cocukluk doneminde alerjik reaksiyonlara sahip olmayan ve yetigskinlik donemlerinde
orta dereceli astim semptomlarina sahip kisilerde astim tedavisi amaciyla verilen yiiksek
dozda kortikosteroidlere cevap alinamadig goriilmiistir [34]. Yapilan baska bir
caligmaya dahil edilen 378 hastanin BAL ve kan degerlerine bakildiginda 112 hastada
yiiksek notrofil sayis1 ve ekshale nitrik oksit (FeNO) tespit edilmistir [35]. Bu durumun,

kortikosteroid kullanimima bagli oldugu diisiiniilse de tedavi siirecinde olmayan



hastalarda da notrofil sayisinda artis tespit edilmistir [36, 37]. Bu sonuglara bagl olarak
T2-diisiik endotip, notrofil sayisindaki artiga bagli olarak da tespit edilebilmektedir.
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Sekil 2.4. T2-diisiik astim mekanizmasi [36]

2.3.2.1. Notrofilik Astim

Notrofilik havayolu inflamasyonu genellikle agir astim, steroid direngli astim ve is
kaynakli astim durumlarinda goriilmektedir. Uyarilan epitel hiicre yiizeyinde bulunan
TLR4 ve CDI14 reseptorleri niiklear faktor (NF)-xB aktivasyonunu gergeklestirir.
Ortamda sayilar1 artan monosit ve makrofajlar, dis cevreden etkilenen ve apoptoza
ugrayan hiicreleri fagosite eder ve bunun sonucunda salinan IL-8 kemokini, notrofillerin

gelmesini saglar (Sekil 2.4) [38].

Notrofilik astimda goriilen Th17 inflamasyonu, epitel hiicrede IL-17 salimini uyarir ve
hava yolu yeniden yapilanmasi, diiz kas hipertrofisi ve mukusun asir1 iiretimi ile

iliskilendirilir. Ancak Th17 hiicrelerin varligina ragmen T2-yiiksek astim sitokinleri



salmabilir ve IL-8 ifadesi engellenerek nétrofillerin ortama gelmesi engellenebilir [39,
40]. Bu nedenle Th17’nin ortamda bulunmasi, ndtrofilik astim i¢in tek basina bir belirteg
olarak sayilmamaktadir. Daha ¢ok bakteriyel ve fungal enfeksiyon sonucunda ifadesinin
arttig1 tespit edilen ve notrofilik asttmda Th1 ve Th17’den saliman IFN-y’nin, T2 yiiksek
astima gore daha fazla ifade oldugu bulunmustur [41, 42]. Ayrica astim, KOAH ve
akciger kanserine sahip 900’e yakin hastada yapilan ¢aligmada HDM gibi kapali ortam

alerjenlerinin de nétrofilik inflamazomu tetikledigi tespit edilmistir [43, 44].

2.3.2.2. Obezite iliskili Astim

Obezite iliski astim, kadinlarda daha sik goriilen bir astim fenotipidir [45]. Obezite iliskili
astimda rol oynayan mekanizmalara bakildiginda CD4" T hiicrelerden Th1 farklilasmasi
goriilmiistiir ancak aynm1 zamanda az miktarda eozinofile de rastlanmistir[46]. Yag
dokusundaki inflamasyon sonucunda ifade olan ve IL-6 benzeri protein olan leptin, obez
astimli farelerde akciger biitiinliiglinlin bozulmasina ve agir alerjik havayolu
inflamasyonunun goriilmesine neden olmustur [47, 48]. HDM alerjeni ile uyarilan
farelerde yapilan bir ¢alismada yliksek miktarda leptine bagli goriilen hava yolu
reaktivitesinin kilo kaybi ile tersine ¢evrilebildigi gosterilmistir [49]. Obezite iliskili
astimin mekanizmasinda inflamasyonun kilo ile iligskisi olmadigi tespit edilmistir.
Alerjenlere kars1 obez hastalarin verdigi tepkinin obez olmayanlara gore kuvvetli olmasi,

alerjenlere duyarliligin daha fazla olmasi ile agiklanmaktadir [50].

2.4. Astim ve IgE

IgE antikorunun, ilk olarak solucan, kurt (helmint) gibi patojenlere karsi iiretildigi
diistiniilmiistiir. Glinimiizde ise alerjenleri taniyarak alerjik reaksiyonlari baslattig
bilinmektedir [51, 52]. Viicuttaki epitel tabakalar1 altinda bulunarak besin, hava ya da
temas ile maruz kalinan alerjenlere kars1 savunma gorevi goriir [53]. Dendritik hiicrelerce
alerjenin taninmasi Th2 hiicre farklilasmasinda etkili olur. Salinan IL-4, IL-5 ve IL-13
sitokinlerinin yaninda B hiicreler tarafindan alerjene spesifik IgE’lerin tiretildigi goriiliir.
IgE, ortamdaki mast hiicreler tarafindan hiicre ylizeyinde ifade olan FcERI’e yiiksek
afinite ile tutunur. Tutunma sonucunda nétrofil proteaz, histamin ve proteoglikanlar gibi
graniiler mediatorlerin salimi1 gerceklesir ve farkli sinyal yolaklar aktiflesir [54, 55].
IgE’nin mast hiicrelerin yaninda bazofillerde de bulunan FcERI’e tutunmasi, FcERI

ifadesini arttirirken monositlere ve dendritik hiicrelere tutunmasi sonucunda ise IgE-
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FcERI bagi hiicrelerdeki endozomal igerikle kirilir [56, 57]. Bu iki durumla bireydeki IgE
seviyesi ve hiicre ylizeyinde bulunan reseptoriin ifadesi dengelenerek bireyin alerjene

kars1 hiperreaktivite géstermesi engellenir.

2.5. Astim ve Havayolu Epitelinin Tliskisi

Havayolu epitel hiicreleri akcigerde hava ile dig ortamdan gelen alerjen, mikroorganizma,
kimyasallar ve toksinler gibi ¢esitli maddelerle karsilasan ve bu maddelere kars1 koruyucu
rol istlenen ilk hiicrelerdir. Bu hiicreler olusturduklar fiziksel bariyerle birlikte
yiizeylerinde bulunan patern tanima reseptorleri (PRR) vasitasiyla kimyasal bir bariyer
rolii de iistlenirler [58]. PRR’lerin aktivasyonu ile bagisiklik sistemi hiicrelerini harekete
gecirecek mediyatdrlerin salimmin yani sira dogal bagisiklikta etkili olan lizozim ve
mukus salimi gerceklesir. Bu sayede PRR’ler tarafindan taninan molekiillerin
havayolunda epitel dokuya zarar vermesi engellenir [59, 60]. Dendritik hiicreler, epitel
hiicrelerin arasindaki siki baglantilar arasindan uzanarak epitel hiicrelerle temas eden
alerjeni tanir ve bagisiklik sistemini bu alerjene karsi harekete gecirir [61]. Yapilan
caligmalarda epitel hiicreler iizerinde de bulunan PRR’lerin ev tozu akar1 (HDM) alerjeni
ile uyarilmasi sonucunda alarminleri salgiladig1 ve dendritik hiicreleri ortama ¢agirdiklari

bulunmustur [62].

Inflamatuar, mezenkimal ve epitel hiicreler gibi cesitli hiicrelerde bulunan PRR’ler, hem
ekzojen hem de endojen uyaranlari tanimaya yonelik 6zellesmislerdir. Hasarli, stres
durumundaki veya 6lim yolagina girmis hiicrelerden salinan hasar-iliskili molekiiler
kaliplar1 (Damage-associated molecular pattern-DAMP) ve mikrobiyal enfeksiyon
durumunda patojen iliskili mikrobiyal kaliplar1 (pathogen-associated molecular pattern-
PAMP) taniyan PRR’ler, immiin sistemin uyarici sinyal basamaklarini harekete gegirirler
[63, 64]. Reseptor kinazlar, Toll-benzeri reseptorler (TLR) ve C-tip lektin reseptorleri
(CLR) membrana bagli bulunan PRR’ler iken NOD-benzeri reseptorler (NLR) ve RIG-I-
benzeri reseptorler (RLR) ise sitoplazmada serbest halde bulunmaktadirlar.

Ekstraseliiler ve intraseliiler patojen kaliplarini taniyan TLR’ler dogal ve adaptif immiin
basamaklarini harekete gegirecek olan sitokin sentezini ve salimini baslatir. Epitel hiicre
membraninda bulunan TLR4, gram-negatif bakteriler lizerindeki lipopolisakkarit (LPS)
yapilarini taniyarak NF-kB yolagi {izerinden hiicresel savunma mekanizmalarini harekete
gecirir. Ayrica son yillarda yapilan ¢alismalar TLR4’lerin hasarli dokudan ya da nekrotik

hiicrelerden salinan endojen molekiilleri de tanidigini gostermektedir [65]. TLR4,
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miyeloid farklilagma faktorii-2 (MD-2) ile kompleks olusturur ve bu kompleks, TLR4’{in
LPS ile indiiklenen cevabr i¢in gereklidir [66]. MD-2’nin molekiiler yapisina benzerlik
gosteren Der p 2 alerjeni de TLR4 ile kompleks olusturabilmektedir. MD-2-eksik
farelerde yapilan ¢alismada Der p 2’nin tek basina dogal bagisiklik sistemini uyardigi
goriilmiistiir [67]. Der p 2 alerjeni ile uyarilan epitel hiicrelerde NF-kxB ve MAPK
yolaklar1 iizerinden Th2 alerjik cevabi indiiklenmektedir [68]. Yapilan caligmalar, bu
yolaklarin Der p 2’nin TLR4 ile olusturdugu kompleks iizerinden gergeklestigini
gostermektedir [69].

Epitel hiicrelerden salinan ve alerjik cevapta etkili oldugu bilinen 6nemli sitokinler TSLP,
GM-CSF, IL-25 ve IL-33’tiir. TSLP sitokini, dendritik, mast ve CD34" progenitor
hiicrelerin aktivasyonunu saglar ve alerjinin siddetine gore Th2 tip inflamatuar cevapta
etkili olur [70]. IL17E olarak da bilinen IL-25 sitokini, IL-4, IL-5 ve IL-13 salimini uyarir
ve serumda yiiksek IgE konsantrasyonu ile havayolu asir1 duyarlilig goriiliir [71] . IL-
25’in seviyesinin epitel hiicreden salinan MMP-7 tarafindan kontrol edildigi MMP7" fare
modelinde gosterilmistir [72]. IL-33, astimli kisilerin brons epitel hiicrelerinde yiiksek
miktarda bulunur ve akcigerdeki dendritik hiicreleri harekete gecirerek Th2 tip hiicresel
cevabin olusmasina katki saglar [73]. GM-CSF ise epitel hiicreler de dahil olmak {izere
farkli hiicre tiplerinden salinir ve alerjik inflamasyonun diizenlenmesinde etkilidir. HDM
ile uyarilan astimli fare modeli ¢alismalarinda GM-CSF’in akciger eozinofil sayisi

tizerinde etkili oldugu bulunmustur [74].

Immiin cevabin erken evrelerinde salman kemokin ve sitokinlerin hava yolu
inflamasyonuna ve bronsiyal asir1 duyarliligmma neden oldugu bilinmektedir. Saglikli
bireylerde hava yolu epitel dokuda meydana gelen hasar onarilabilir. Astiml1 bireylerde
ise astim sikliginin artmasi ve kronik inflamasyon durumunun goriilmesi, akciger
fonksiyonunu normalin altina disiiriir. Silli epitel hiicre sayist azalirken apoptoza yatkin
bazal epitel hiicreler yiizeyde kalir [75]. Fibroblastlar ve miyofibroblastlarca iiretilen
kolajen ve proteoglikan gibi ESM elemanlarinin sayis1 artar [76]. Goriilen bu bozulmalar
hava yolu yeniden yapilanmasi (airway remodeling) olarak adlandirilmaktadir [77, 78].
Hava yolu yeniden yapilanmasinin ortaya ¢ikisi, sigara dumani veya havadaki partikiiller
gibi farkli uyaranlara maruz kalma siiresine ve pro-inflamatuar molekiillerin iiretilme
sikligima baglidir. Bu durum kisiden kisiye degismekle birlikte, her inflamatuar siire¢

sonunda goriilmemektedir [79]. Hava yolu yeniden yapilanmasi sirasinda astimli
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bireylerin akciger epitel hiicrelerinde siki baglantilari meydana getiren E-kadherin ve
Kaveolin-1 molekiiliiniin bozuldugu goriilmistir [80]. Bunun yaninda diiz kas
hiicrelerinde biiyiime ve hiicre gocii, liretilen ESM elemanlarinin fazlaligi nedeniyle su
kapasitesinin artmasi ve buna bagli olarak bronslarda kalinlasma tespit edilmistir [81].
Yapilan farkli ¢caligmalarda steroid tedavisi goren astimli ¢ocuklarda ve metakolin ile
gerceklestirilen bronko-konstriksiiyon sonucunda havayolu yeniden yapilanmasi
gorilmistiir ancak elde edilen bu farkli sonuglara neden olan mekanizma tam olarak

agiklanamamustir [82, 83].
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Sekil 2.5. Epitel hiicreler arasindaki baglantilar ve alerjen gegisi [84]

Hiicreler arasindaki siki baglanti molekiilleri ile alerjenin dokuyu ge¢mesi engellenir
ancak astimli kisilerdeki epitel hiicre bariyeri hassastir (Sekil 2.5). Adhezyon
elemanlarindan biri olan E-kadherin ekstraseliiler bolgede bulunan ve hiicreler arasindaki
baglantiy1 Ca** ile kuran bir molekiildiir [85]. E-kadherinin ifadesinde meydana gelen bir
azalma, dendritik hiicreler tarafindan tonik inhibitor sinyal yolu ile algilanir ve bunun
sonucunda aktiflesen dendritik hiicrelerin alerjene hassasiyeti artar [86]. Epitel hiicrelerde
TSLP ifadesinin artig1 da alerjene olan duyarlilig: arttirir [87]. Zonula occludens-1 (ZO-
1) molekiilii ise epitel hiicre polarizasyonu i¢in 6nemli bir sik1 baglant1 elemanidir. Hava

yolu epitel hiicre hatt1 olan Calu-3 hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, 1L-4 ve IL-13



sitokinlerinin ZO-1 molekiilii ilizerinden epitel hiicreler arasindaki siki baglantilari
bozdugu bulunmustur [88]. Ayrica hiicre-hiicre baglantilar1 arasinda gergeklesen
kirilmalar HDM, polen veya mantar kaynakli alerjenlerin proteolitik etkileri nedeniyle de

gergeklesebilir [89, 90].

2.6. Astim ve HDM

Astimin en bilinen etkenlerinden biri olan ev tozu akarlar1 (HDM) bireyin kapali
ortamlarda en ¢ok maruz kaldig: alerjenlerin kaynagidir [91]. Yasamlar1 i¢in sicak ve
tozlu ortamlar1 kullanmalar1 nedeniyle 1liman iklime sahip yerlerde goriilme yiizdeleri
fazladir [92]. Genel olarak yiizden dokiilen deri parcalarim1 ve diger canli kaynakl
biyolojik atiklar1 yiyerek yasarlar [93]. Diinya popiilasyonunun %1-2’1lik kism1 HDM
kaynakli alerjenlerden etkilenmektedir ve bu alerjenler farkli 6zelliklere sahiptir. HDM
grubunu olusturan Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) kaynakli 31 alerjen, D.
farinae (Der f) kaynakli 20 alerjen, Blomia tropicalis (Blo t) kaynakli 14 alerjen ve
Euroglyphus maynei (Eur m) kaynakli 5 alerjen bulunmaktadir [94]. Bu canlilarin
bagirsaklarinda bulunan sindirime yardimci enzimler, canlinin atiklariyla disariya verilir.
Alerjik reaksiyonu baslatan asil alerjenler olarak kabul edilen bu proteolitik aktiviteye
sahip molekiiller, genellikle solunum yoluyla alinir [95]. Kiiclik molekiiller olmalari
nedeniyle akcigerde kolaylikla ilerlerler ve Th2 polarizasyonunu uyararak alerjik

reaksiyonu baglatirlar [96, 97].

HDM iliskili alerjik reaksiyonlarin goriilmesinde farkli kosullar etkilidir. Ornegin, 0-3
yas arasi ¢ocuklar ile yapilan klinik bir calismada HDM kaynakli alerjik reaksiyonlarin,
erken yaslarda bu alerjenlere maruz kalinmasiyla iliskili oldugu gosterilmistir [92].
Yapilan bir bagka ¢alismada ise 0-5 yas arasindaki ¢ocuklarda yiiksek veya diisiik dozda
HDM alerjenlerine maruz kalma sonucunda ileriki yillarda HDM’ye kars1 gosterdikleri
alerjik reaksiyon tepkisi diismiistiir [98]. Son yillarda yapilan mikrobiyata ¢alismalarinda
da bu konu iizerinde durulmustur. In vivo ve in vitro kosullarda intranazal bolgenin ve
dalak hiicrelerinin Lactobacillus plantarum bakterisi ve HDM alerjeni ile uyarimi
sonucunda HDM’ye kars1 alerjik yanit diigsmiistiir. Bunun yaninda eozinofil hiicrelerinin
sayisinda diisiis ve dalaktaki CD4+ hiicrelerin Th1 hiicrelere farklilastig1 tespit edilmistir
[99].
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Cizelge 2.1

HDM alerjenlerinin gruplandirilmasi[100]

Grup | Fonksiyon Grup | Fonksiyon
1 Sistein proteaz 12 Kitinaz
2 MD-2-benzeri lipit baglayic1 | 13 Lipokalin
protein
3 Tripsin - benzeri serin proteaz 14 Vitellogenin /Apolipoforin-benzeri
4 Amilaz 15 Kitinaz
5 Lipit baglayici protein 16 Gelsolin
6 Kimotripsin-benzeri serin proteaz | 17 EF-Ca*"-baglayici protein
7 Lipit baglayic1 protein 18 Kitinaz
8 Glutatyon-S-transferaz 19 Antimikrobiyal peptit
9 Kollajenolitik-benzeri serin | 20 Arjinin kinaz
proteaz
10 Tropomiyozin 21 Lipit baglayici protein
11 Paramiyozin 22 Lipit baglayici protein

HDM alerjenleri, sahip olduklar1 6zelliklerine gore gruplandirilmistir (Cizelge 2.1). Grup

1 olarak adlandirilan sistein proteaz grubu alerjenler incelendiginde Der p 1 ve Der f 1’in

molekiiler yapilarinda benzerlik tespit edilmistir [91]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda

Der p 1 alerjeninin serin proteaz 6zelligi oldugu da bulunmustur. Zimojen formu olan

pro-Derpl olarak tiretilmektedir ancak pro kismi kesilip aktif duruma geldiginde alerjik

reaksiyonlarda daha etkili olmaktadir [101]. Genellikle proteaz aktivitesine sahip Der p

alerjenleri epitel bariyerdeki siki baglantilar1 bozarak hiicre yikimina neden olurlar.

Proteaz 6zellige sahip olmayan ve MD-2 molekiiliine molekiiler olarak benzerlik gosteren

Der p 2 ve Der f2 gibi grup 2 alerjenleri ise TLR4 iizerinden alerjik reaksiyonlar1 baslatir.
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2.7. Proteazlar

Proteazlar, proteinleri pargalayan enzimlerdir. Viris, bakteri ve parazit gibi diisiik yapili
organizmalardan memeliler gibi gelismis sistemlere sahip yiiksek yapili organizmalara
kadar farkli canlilarda bulunurlar. Proliferasyon, biiylime, inflamasyon ve yara iyilesmesi
gibi bir¢ok biyolojik yolak i¢cin 6neme sahiptirler [102, 103]. Proteazlar, parcalama
mekanizmalarina ve aminoasit dizilerine gore MEROPS (Proteaz, substrat ve proteaz
inhibitorlerinin databazi) veri tabaninda 6 temel gruba ayrilmis durumdadir. Bunlar;

aspartik, glutamik, metallo, serin, sistein ve treonin proteazlardir [104].

Alerjenler iizerine yapilan c¢alismalar, mantar, bitki, hamambdcegi ve HDM kaynakli
farkli alerjenlerin proteaz 6zellige sahip olduklarini gostermistir [105-108]. Bu alerjenler,
sahip olduklar1 katalitik aktivite ile yiizey proteinlerini ve endojen proteaz inhibitorlerini
parcalayarak alerjik duyarlilasma durumunda etkili olabilirler [109, 110]. Epitel hiicre
yiizeyiyle karsilasan proteaz alerjenler, PAR-2’gibi reseptorleri aktiflestirerek ve hiicreler
arasindaki siki baglantilar1 bozarak dogal bagisiklik cevabini baslatirlar  [111].
Proteazlarin aktivitesi, epitel hiicreden ve dogal bagisiklik hiicrelerinden salinan proteaz

inhibitorleri ile dengelenir.

2.7.1. Sistein Proteazlar

Hem oOkaryotlarda hem de prokaryotlarda bulunan sistein proteazlar, 20 familyadan
olugmaktadir [112]. Parazitlerde bulunan sistein proteazlar hemoglobin hidrolizinde,
yiizey proteinlerinin islenmesinde ve kan hiicresi etkinliklerinde rol oynar. Memelilerde
sistein proteazlar genelde lizozomal katepsinler olarak bilinir ve osteoporoz, AIDS,
malarya, Afrika uyku hastalig1 gibi bagisiklik sistemiyle iliskili hastaliklarin tedavisinde
hedef olarak belirlenmislerdir [113]. Zimojen formunda ifade olan sisteinler, oto-kataliz
yolu ile aktiflesirler. Der p 1 alerjeninde de goriilen oto-kataliz durumunun, ortamin pH
degerine gore degistigi ve asidik pH degerlerinde katalitik aktivitesinin arttig1 tespit
edilmistir [114, 115].

Grup 1 HDM alerjenleri olarak adlandirilan Der p 1, Der f 1, Blo t I, Eur m 1 ve Der m

1 alerjenleri sistein proteaz 6zelligine sahiptir. Bu proteazlar epitel hiicreler arasindaki
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sik1 baglantilar1 bozarak hiicreler arasindaki gegirgenligi arttirirlar [116]. Bireyde grup 1
alerjenlerine kars1 gergeklesen reaksiyonlarda bagisiklik sistemi hiicrelerinin farkl
cevaplar verdigi bulunmustur. Sistein proteaz 6zelligindeki alerjenler, B-hiicreleri
tizerinde bulunan ve IL-2 saliminda etkili olan CD25 reseptoriinii etkisiz hale getirir. Bu
durumda Thl farklilagmasi yerine alerjik reaksiyonlarin goriilmesinde etkili olan Th2
farklilagsmasi gerceklesir [117]. Bir bagka reseptor olan CD23’iin kesiminde de rol
oynarlar ve IgE reseptoriiniin baskilanmasini inhibe ederek alerjene kars1 daha fazla IgE
iiretilmesinde etkilidirler [118]. Der f 1 ile uyarilan B hiicrelerinde de ROS-ERK ve p38
yolaklari lizerinden IL-8 salinir [119]. T hiicrelerle yapilan bir ¢alismada epitel bariyeri
gecen sistein proteazlarin bu hiicrelerin ylizeyindeki PAR-2’leri aktif hale getirdigi
gosterilmistir [120]. Akciger epitel hiicre hatt1 olan A549 hiicrelerinde yapilan baska bir
caligmada ise sistein proteazlarin epitel hiicre yiizeyindeki PAR-1’leri inaktive ederken
PAR-2’leri aktive ettigi ve buna bagl olarak IL-6 ve IL-8 sitokinlerinin ifadesinde artig
oldugu tespit edilmistir [121]. T2-yiiksek fenotipte rol oynayan bazofiller de sistein
proteaz alerjenler ile aktiflesirler. Kemik iligi bazofilleri kullanilarak yapilan in vitro
deneylerde alerjenlerin proteolitik etkinligi ile IL-4 ve IL-13 sitokinlerinin salindigi

gosterilmistir [122, 123].

2.7.2. Serin Proteazlar

Serin proteazlar endoproteaz 6zelligine sahiptir ve zimojen formunda tretilirler. Tiim
canlilarda bulunurlar ancak miktarlar tiirden tiire farklilik gosterir [124]. Pankreastan
salinan kimotripsin, tripsin ve elastaz enzimleri; pihtilasmada rol oynayan faktor 10 (X),
11 (XI) ve 12 (XII) ile trombin ve plazmin enzimleri; ve dogal bagisiklik elemanlari olan
Clr, Cls, C4b ve C3b.Bb gibi kompleman molekiilleri serin proteaz 6zelligi tasir [125,
126].

Penicillum, Rhodotorula, Aspergillus, Cladosporium ve Culvularia gibi fungal kaynakli
serin proteaz alerjenler mevcuttur [127-129]. A549 ve 16HBE140- akciger epitel
hiicrelerinde yapilan ¢aligmada Penicillum kaynakli Pen ch 13 alerjeni ile uyarim
sonrasinda okludin kesimi ve immiin cevap olusumunda etkili olan IL-8 ile TGF-18
salimi1 goriilmiistiir [ 130]. Farelerde yapilan bagka bir calismada Aspergillus kaynakli Asp

f 2 alerjeninin kendi basina etkili olmadig1 goriilmiistiir. Asp f 13 alerjeni ile bir araya
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geldiginde ise akcigerde inflamatuar siireci baslattig1 ve kanda eozinofil sayisinin arttig
tespit edilmistir [131]. Hamambdocegi tiirii olan Periplaneta americana’dan elde edilen
Per a 10 alerjeni de serin proteaz Ozellige sahiptir. BEAS-2B hiicrelerinin ve Balb/c
farelerinin Per a 10 alerjeni ile uyarimi sonrasinda siki baglanti molekiilleri olan ZO-1 ve
okludin molekiilleri iizerinde etkili olduklar1 ve Th2 farklilagmasini uyardiklari

bulunmustur [132].

Grup 3 (tripsin-benzeri), 6 (kimotripsin-benzeri) ve 9 (kollajenolitik-benzeri)
alerjenlerinden olan Der p 3, Der p 6 ve Der p 9, D. pteronyssinus’un bagirsaginda
tiretilen alerjenlerdir. Bu alerjenlerin pro/inaktif formunda iiretildikten sonra Der p 1
alerjeni tarafindan aktif forma getirilirler [133, 134]. Bu gruplara dahil alerjenlerle
yapilan ¢aligmalar, Der p 1 ile yapilan ¢alismalara gore sinirlidir. Bunun nedeni, HDM
alerjenlerine duyarli olan alerji hastalarinda serin proteaz alerjenlere verilen IgE
yanitinin, Der p 1’e gore diisiik olmasidir [135, 108]. Akciger epitel hiicrelerine
uygulanan aktif haldeki bu alerjenlerin hiicreler arasindaki siki baglanti molekiilleri olan
Z0-1, okludin ve E-kadherini keserek havayolu yeniden yapilanilmasinda etkili olduklar
goriilmiistiir. Bu etki, epitel hiicre ylizeyindeki PAR-2 reseptoriiniin aktiflesmesi ile
gerceklesir. Etkilesimin devaminda ekstraseliiler matrikse CCL17 ve TSLP salinir ve Th2
hiicre farklilagmas1 goriiliir [136, 137].

Sistein proteaz 6zellige sahip Der p 1 ve Der f | alerjenlerinin yapilan ¢aligmalar ile serin
proteaz 6zelligine de sahip olduklari bulunmustur. Der p 1 ve Der f 1 alerjenlerinin serin
proteaz inhibitorii olan skuamoz hiicre karsinoma antijeni 1 (squanous cell carsinoma
antigens 1, SCCA1, SERPINB3) ve 2 (SCCA2, SERPINB4) varliginda CD25 molekiili
tizerinde etkili olmadig1 gosterilmistir [138]. Serin proteazlarla aktive olan PAR-2
reseptOriiniin, fare ve insanlarla yapilan deneylerde Der p 1 ile aktiflestigi ve meydana

gelen epitel bariyer yikimini bu durumla iligkili oldugu saptanmistir [139].

2.7.3. Treonin Proteazlar

Treonin proteazlar, aktif bolgelerinde bulunan treonin (Thr) rezidiisiine sahip olan

proteazlardir. Serin ve sistein proteazlarla ortak olarak aktif bolgelerindeki belirleyici
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aminoasidin yani sira aktif alan niikleofiline sahiptir [140]. Ancak dogada serin ve sistein
proteazlara gore daha az miktarda bulunduklar tespit edilmistir. Serin proteazlar 176,
sistein proteazlar ise 150 tiyeden olusurken treonin proteazlar sadece 28 iiyeden meydana

gelmektedir [141, 142].

Dogada bulunan treonin proteaz alerjenlerin sayisi ise sinirhdir. Forcimopyia taiwana
(tatarcik) tiirti kaynakli For t 1 alerjeni, sahip oldugu molekiiler dizilimi nedeniyle treonin
Ozelliginin yaninda serin proteaz Ozelligine de sahiptir. 400’e yakin hastada yapilan
calismada For t 1 alerjeni uyarimi sonrasinda deride reaksiyon ve yiiksek miktarda IgE

tespit edilmistir [143].

2.7.4. Aspartik Proteazlar

Aspartik proteazlar, katalitik bolgelerinde 2 aspartat rezidiisiine sahiptir. Aspartik
proteazlara memeli canlilarda bulunan pepsin, HIV proteaz, katepsin-E, renin, kimosin,
gibi proteazlar o6rnek verilebilir [144]. Alzheimer hastaliginda etkili olan ve yara
iyilesmesi, apoptoz, kanser ve tiimor gelisiminde rol alan katepsin D proteini de aspartik

proteaz 6zelligine sahiptir [145-147].

Bla g 2 alerjeni, bagirsak gibi sindirim organlarinda bulunur ve lizozomda bulunan 4.
aegypti kaynakli Aed a 11 aspartik proteaz alerjeninden daha diisiik miktarlarda
bulunmaktadir [148]. Bla g 2 aspartik proteaz alerjeninin kedi ve HDM alerjenlerine
kiyasla 10 ya da 100 kat diisiik miktarlarinin bile IgE {iretimini arttirdig1r bulunmustur
[149]. Aspartik proteazlarla benzer diziye sahip olmasina ragmen enzimatik olarak inaktif
olmasi, Bla g 2 uyarimiyla gerceklesen immiinolojik yaniti diger proteaz etkili
yolaklardan ayirir [150]. Yapilan bir calismada mantar alerjen reseptorii olan CLR’ler
tarafindan taninarak bazofillerde IL-4 {iretimini ve mast hiicrelerden histamin salimini

tetikledigi bulunmustur [151].

Periplaneta americana kaynakli Per a 2 alerjeni de aspartik proteaz 6zelligine sahiptir
[152]. Tayvan’da yapilan bir calismada hamambdcegine alerjisi olan agir astim

hastalarinda IL-8, GM-CSF, CCL-20 ve MCP-1 kemokin degerlerinin alerjik rinitli
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hastalara gore yiiksek oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu veriler dogrultusunda P.
americana kaynakli alerjenler arasinda Per a 2 alerjeninin en yiiksek IgE baglama oranina
sahip oldugu goriilmistiir [153]. Ekmek kiifii kaynakli Rhi o 1 alerjeninin, PBMC
hiicrelerine uygulanmasi sonrasinda serumda bulunan IgE’ler tarafindan tanindigi ve
histamin salimini uyardiklar1 bulunmustur. Ayrica Bla g 2 alerjeni ile de ¢apraz-reaksiyon

gosterdikleri tespit edilmistir [154].

2.7.5. Glutamik Proteazlar

Glutamik proteazlar, asit peptidaz grubuna sahiptir ve asidik pH’da optimum aktiviteye
sahiptirler [155]. Giliniimiize kadar yapilan caligmalarda filamentli mantar tlirlerinde

rastlanan glutamik proteazlar, bu mantarlarin biiylimelerinde etkilidirler [156, 157].

2.7.6 Metalloproteazlar

Metalloproteazlar, morfogenez, metabolizma, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, biyolojik
olarak aktif hormon ve peptitler, hiicre gocii ve adhezyon gibi bir¢ok biyolojik siirecte rol
oynarlar. MEROPS veri tabanina gore kendilerini aktiflestiren iyon sayisina ve sahip
olduklart  molekiiler =~ motife goére 14 klana  ayrilmislardr (MEROPS

database; https://merops.sanger.ac.uk/). Bagl metal olarak en sik ¢inko (Zn*") iyonuna

rastlansa da kobalt, nikel ya da manganaz gibi iyonlarin baglanmasi ile aktiflesen

metalloproteazlar da mevcuttur [158].

Insanlarda en sik rastlanan metalloproteaz grubu olan MA, molekiiler dizilerinde
HEXXH motifine sahiptirler [159]. MA klan1 dahilinde bulunan M3 (Nérolisin), M10
(Matriks metalloproteaz), M12 (Astasin ve ADAM), M13 (Neprilisin), M41 (Paraplegin)
ve M43 (Pappalisin) gibi aileler, insanlarda meydana gelen bir¢ok biyokimyasal olayda
rol almakta ve farkli hastaliklarla iliskilendirilmektedirler [160-163].

Aspergillus fumigatus kaynakl proteaz olan Asp f 5, metalloproteaz 6zelligi bulunan bir
alerjendir. Farelerin Asp f'5 alerjenine maruz kalmasi sonrasinda akciger dokusunda Th2

sitokinlerindeki degisim ELISA testi ile Olciilmiis ve IL-4 ve IL-13 seviyelerinde artig
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tespit edilmistir [164]. Bunun yaninda akciger epitel dokusu altindaki kolajen
miktarindaki farkliliklar da bu alerjenin havayolu yeniden yapilanmasinda rol oynadigin

gostermektedir.

2.8. Matriks Metalloproteazlar

Matriksin olarak da bilinen matriks metalloproteazlar, ekstraseliiler matriks parcalanmasi
basta olmak {izere genis bir fizyopatolojik siirecte dnemli bir géreve sahiptir [165]. Bu
proteaz ailesi 28 iiyeden olugsmaktadir ve bunlarin 23’1 insan kaynakhidir [166]. Epitel
hiicre, fibroblast, diiz kas hiicresi gibi yapisal ve nétrofil, makrofaj gibi inflamatuar
hiicrelerde ifade olan MMP’lerin ¢ok az bir kismi spesifik dokulardan ifade olur [167].
Temel yapilarinda pro-bolge, katalitik bolge, C-terminal hemopeksin-benzeri bdlge ve
baglayict (linker) bolgeye sahiptirler. N-terminal pro-bdlgeleri, MMP nin enzimatik
aktiviteye baslamasin1 dnleyici bir goreve sahiptir. Inaktif halde ifade olan MMP’ler,
katalitik bdlgelerine baglanan ¢inko (Zn?") iyonu ile aktiflesirler ve sahip olduklar ‘pro’
kisimlari, diger proteazlar veya MMP’ler tarafindan kesilir. C-terminal hemopeksin
benzeri bolgelerinin substrati tanimasi ile aktivite gosterirler [168, 169]. Linker bolge ise
katalitik ve C-terminal hemopeksin benzeri bdlgeyi birbirine baglar ve substratin

parcalanmasi i¢in bir bolge olusturur [170].

MMP’ler genellikle ekstraseliiler matrikste bulunmalart ile bilinirler ancak istisna
durumlar da mevcuttur. Endoplazmik retikulumda iiretilen proteazlar, Golgi cisimcigi ve
sonrasinda hiicre disina salinmasi i¢in 6zgiin protein sekans dizilerine sahiptirler. Ancak
MMP-3, bu 6zgiin sekans dizisine sahip olmadig1 i¢in hiicre iginde kalirken, MMP-2 ise
sahip oldugu farkli sekans bolgeleri nedeniyle hiicre icindeki molekiilleri de hedef alabilir
[171, 172]. MMP’lerin hiicre i¢i ve hiicre disindaki aktiviteleri birgok molekiil tarafindan
diizenlenmektedir. IL-1, IL-4 gibi interlokinler, EGF (epidermal biiytime faktorii), HGF
(hepatosit biiyiime faktorii) ve TGF (transforme edici biiylime faktorii) gibi biliylime

faktorleri ve inhibitdrleri sayesinde negatif veya pozitif olarak kontrol edilebilirler [173].

MMP’lerin temel gorevi olan ekstraseliiler matriks pargalanmasi, dokuda meydana gelen

hiicre gocli ve hiicre biiyiimesi gibi olaylarda gerekli ortam sartlarinin yaratilmasinda
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etkilidir. Ancak MMP’lerin aktivitesini uzun siire gostermesi doku harabiyetine neden
olmaktadir. Astim hastalarinda goriilen hava yolu yeniden yapilanmasinin nedenlerinden
biri MMP’lerin yogun aktivitesi sonucu goriilen doku harabiyetidir. [174]. Bu durumun
Onlenmesi i¢in proteazlarin aktivitesi hem transkripsiyon seviyesinde kontrol edilir hem
de Metalloproteazlarin Doku Inhibitorleri (Tissue Inhibitors of Metalloprotease - TIMP)
ifadesi ile ESM pargalanmasi kontrol altina alinir [175]. Giiniimiize kadar 4 farkli TIMP
(TIMP-1, -2, -3, -4) tamimlanmistir. Sahip olduklar1 N-terminal bolgeleri ile MMP’lerin
katalitik bolgelerine baglanarak proteazlarin aktivitelerini durdururlar. TIMP-1,
membran-tip MMP’lerle (MMP-14, -16, -19, -24) zayif baglant1 kurmasi1 diginda biitiin
MMP’leri inhibe edebilir [176]. TIMP-2 ve TIMP-3’lin ise MMP’lerle kurdugu bag
kuvvetleri aynidir ancak TIMP-2 serbest halde bulunurken TIMP-3 matrikse tutunmus
haldedir. Diger TIMP’lerden farkli olarak TIMP-4 kalp, beyin ve iskelet kas1 gibi sinirh
dokularda bulunmaktadir [177]. TIMP’ler, sahip olduklar1 inhibisyon etkilerinin yani sira
pro-MMP-2 ve pro-MMP-9 ile de bag olusturarak bu proteazlarin aktivasyonlarini
diizenlerler [178, 175].

2.8.1. Matriks Metalloproteazlarin Gorevleri

Ekstraseliiler matriks, kolajen, jelatin, elastin, proteoglikan ve glikoproten gibi
molekiillerden olusur. Yapisal olarak 6nemli olan kolajen ve elastin, MMP’lerin tanidig1
temel substratlardandir. Bu molekiilleri tanimasi ile gerceklestirdikleri proteolitik aktivite
sonucunda bir¢ok fizyolojik olay i¢in ortam hazirlanmis olur. Dokuda meydana gelen
yaralanma sorasinda hiicre gogii, aktivasyonu, c¢ogalmasi ve etkinligi, MMP’lerin
ortamdaki miktarina bagli olarak degisiklik gostermektedir. Bu nedenle MMP’ler

inflamatuar siire¢ i¢in de 6nem teskil eder [179].
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Sekil 2.6. Inflamasyon durumunda MMP’ler [180]

Inflamasyon ve hiicre cevabinda rol oynayan sitokin, kemokin ve biiyiime faktdrii gibi
sinyal molekiillerinin bazilart MMP’ler tarafindan uyarilir veya aktif hale getirilir (Sekil
2.6). CC- ve CXC- motifine sahip kemokinler iizerinde etki gostererek de ifadelerini
diizenler ve inflamatuar siirecin bireye zarar vermeyecek sekilde devam etmesini saglarlar
[181]. Fareler iizerinde yapilan bir calismada jelatinaz ailesinden olan MMP-9’un nétrofil
uyarici sitokin olan IL-8, graniilosit uyarici protein-2 (GCP-2) ve epitel hiicre kaynakl
notrofil aktivasyon peptidi-78 (ENA-78)’in ifadesini arttirdigi bulunmustur. MMP-8’in
IL-8 iizerindeki etkisinin ise MMP-9 ile ayn1 ancak GCP-2 ve ENA-78 iizerindeki
etkisinin daha diisiik oldugu ayn1 ¢alismada gosterilmistir [182].

Sitokinlerin kesiminde rol oynadiklar1 gibi sitokinlerin baglandig reseptdrleri de keserek
diizenleyici etki gosterirler. Pro-inflammatuvar sitokin olan IL-18, hiicreden pro-I1L-18
seklinde salinir. MMP-2,-3 ve -9 bu sitokinin pro kismini keserek aktif hale getirebilir.
Ayni zamanda MMP-1, -2, -3 ve -9 aktif olan IL-18’y1 keserek inaktif fragmentler haline
getirebilir [181]. T hiicrelerin devamlilig1 i¢in hiicre yiizeyinde bulunan reseptér CD25
molekiiliiniin IL-2 ile baglanmasi gerekmektedir ancak kanserli dokuda yapilan bir
calismada MMP-9’un CD25’1 kestigi ve T hiicre aktivasyonunun 6nlendigi gosterilmistir

[183].
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Yara iyilesmesi sirasinda meydana gelen silirecte de MMP’lerin etkili oldugu
bulunmustur. ESM molekiilleri iizerinde gergeklestirdikleri etki ile hiicrelerin hasarli
bolgeye hareketini kolaylastirirlar. Epitel hiicrelerde bulunan Gelactin-3 molekiili
hiicreler arasindaki baglantiy1r bozabilir ve yara iyilesmesi iizerinde etkilidir. Retinal
epitel hiicrelerde Gelactin-3 molekiilii lizerinden ger¢eklesen MMP-9 ifadesinde diisiis
gbzlenmis ve yara iyilesmesinin tam olarak gerceklesmedigi tespit edilmistir [184].
MMP-3, eklem bélgelerinde baglayict doku biliyiime faktorii (CTGF) tizerindeki etki ile
eklem rahatsizlig1 sonucu meydana gelen doku hasarmin diizenlenmesini gerceklestirir

[185].

2.8.2. Matriks Metalloproteazlarin Gruplandirilmasi

MMP’lerin ilk gruplandirilmasi, sahip olduklar1 molekiiler yapilari, substrat 6zellikleri ve
aktivasyon mekanizmalarina gore yapilmistir. Buna gore temelde 4 ana gruptan
olusmaktadirlar. Bunlar: arketipik MMP’ler, matrilisinler, jelatinazlar ve furin-bagh

MMP’lerdir (Cizelge 2.2) [168, 186].
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Cizelge 2.2. Sahip olduklar1 bolgelere ve

gruplandirilmasi

Grup Alt grup

substratlarina  gére MMP’lerin

MMP
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MMP’ler qﬁm
|

Stromelisinler

Diger MMP’ler

—

Jelatinazlar Jelatinazlar

‘&W

== 4

25

13

18

10

12

19
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Kolajen tip-1, 11, III, VII,
VIII, X, jelatin, agrekan,
serpin, tenaskin-C
Kolajen tip-I, II, III, V,
VII, VI, X, jelatin,
agrekan, elastin, laminin
Kolajen tip-I, II, III, 1V,
jelatin, agrekan,
fibronektin, laminin
Kolajen tip-I, II, III,
jelatin

Kolajen tip-II, 111, IV, IX,
X, XI, jelatin, agrekan,
elastin, dekorin, laminin,

proteoglikan

Kolajen tip-1II, IV, V,
jelatin, agrekan, elastin,
laminin

Kolajen tip-IV, jelatin,
fibronektin, elastin,
laminin

Kolajen tip-I, 1V, jelatin,
fibronektin, agrekan,
nidojen, laminin, tenaskin
Kolajen tip-V, kikirdak
oligomerik protein,
amelojenin

Kolajen tip-I, II, III, IV,
V, VII, X, IX, jelatin,
elastin, agrekan, laminin,
fibronektin, proteoglikan
baglayict protein,
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versikan, nidojen,
proteoglikan

Kolajen tip-I, II, IIL, IV,
V, VII, X, IX, jelatin,
elastin, agrekan, laminin,
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Agrekan,
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vitronektin,
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agrekan, laminin,
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laminin, perlekan,
fibronektin

Jelatin, dermatin siilfat,
kondroitin  siilfat, N-
kadherin, fibrin

Jelatin, fibrin

Kolajen tip-1V, jelatin
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2.8.2.1. Arketipik MMP’ler

Arketipik MMP’ler i¢erisinde bulunan kolajenazlar grubu, MMP-1, MMP-8 ve MMP-13
proteazlarindan olusur ve substratlar; interstitiyal kolajen tip I, II ve III’tiir. Yara
iyilesmesi sirasinda kolajenazlarin da i¢inde bulundugu birgok MMP’nin ifadesinin
arttig tespit edilmistir [187]. Genis substrat tanima kapasitesine sahip olan MMP-1’in
akciger epitel hiicrelerinde sigara dumani kosullarina karst hassas oldugu ve bunun
ERK1/2-bagli mekanizma ile ger¢eklestigi bulunmustur [188]. Astimli hastalardan alinan
fibroblastlarda yapilan bir baska calismada da artan MMP-1 ifadesine rastlanmis ancak
bu durum hastalarin FEV ve metakolin degerleri ile uyum gostermemistir [189]. MMP-
8, bazi kemokinler ve serin proteaz inhibitorleri gibi kolajen olmayan substratlar
kesmeleri ile 6zellesmistir. Notrofillerin matiirasyonu sirasinda graniillerden salinarak
inflamasyon siirecinde diizenleyici olarak davranir [190]. MMP-8" farelerde yapilan
caligmada, deride meydana gelen yaranin iyilesmesinin uzun siirdiigii ve inflamatuar
cevabin normale gore daha fazla oldugu bulunmustur [191]. MMP-13, ekstraseliiler
matrikste bulunan temel kolajenleri kesmesi nedeniyle tiimor gelisimi ¢alismalarinda
incelenmektedir ve meme kanseri olusumu sirasinda ifadesinin artmasi nedeniyle meme
kanser markir1 olarak belirlenmistir [192]. 16HbE140~ ve NHBE hiicrelerinde yapilan
caligmada epitel bariyeri etkileyen poliinosinik:polistidilik asit uyarimi sonrasinda epitel
hiicre kaynakli MMP-13’iin yara iyilesmesini sinirlayan faktor oldugu bulunmustur
[193].

MMP-3 ve MMP-10 ise stromelisinler grubunu olusturur ve laminin, fibronektin, elastin
kolajen tip II, III, IV ve V molekiillerini tanirlar. MMP-3, inaktif haldeki kolajenazlari
(pro-MMP-1, pro-MMP-8 ve pro-MMP-13) ve pro-MMP-9’u tanir ve pro bolgelerini
keserek aktif hale getirir [194, 195]. Pro-IL-18 sitokini ve sik1 baglant1 molekiillerinden
olan E-kadherinler iizerinde de etkilidir. MMP-3"" fareler kullanilarak yapilan bir calisma
sonucunda MMP-3’lin LPS-etkili kan-beyin bariyerinin gecirgenligini diizenleyerek
notrofil ve ve monositlerin inflamasyon bolgesine ge¢mesini sagladigi bulunmustur
[196]. MMP-10, Huntington Hastaligi’nda etkili olan Huntingtin proteinini (HTT)
substrat olarak tanimasi 6zelligi ile 6ne ¢ikmaktadir ve yapilan ¢alismalar kisithdir [197].
Stromelisinlerle benzer yapisal Ozellikleri tasiyan MMP-11, stromelisin-3 olarak da
adlandirilmasina ragmen molekiiler 06zellikleri bakimindan furin-baglh MMP’ler

grubunda bulunmaktadir.
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MMP-12, -19, -20 ve -27, sahip olduklar1 protein sekansi ve substrat 6zellikler nedeniyle
herhangi bir alt gruba dahil edilememislerdir. MMP-12, siklikla makrofaj ve epitel
hiicrelerde ifade oldugu goriilmekte ve elastolitik enzim olarak bilinmektedir. Molekiiler
yapisi itibari ile hiicre membranina tutunmasini saglayacak bir kisma sahip degildir ancak
hem pro-MMP-12’nin hem de aktif haldeki MMP-12’nin membrana tutunarak hiicre i¢ine
girdigi HeLa hiicrelerinde gosterilmistir [198, 199]. Makrofaj kaynakli MMP-12’nin
enfekte edilmemis HelLa ve IHAEo™ insan akciger hiicrelerinin i¢ginde ¢ekirdege girerek
DNA iizerinde proteozom aktivator kompleks altbirim 3 (PSME3)’e tutundugu
gosterilmistir [200]. Makrofaj kaynakli bir proteaz olmasi1 nedeniyle literatiirde siklikla
enfeksiyon iliskili caligmalara rastlanmaktadir. MMP-12 eksik farelerde yapilan
caligmada bakteriyel enfeksiyon sonrasinda akciger hiicrelerinde o6liim goriilmesi,
makrofajlarin antibakteriyel etkisinde MMP-12"nin rolii oldugunu gostermektedir [201].
MMP-19, fraktalkin olarak adlandirilan ve epitelyal hasara neden olan dekstran siilfat
sodyum (DSS) etkisini engelleyen CX3CL1 kemokinini de tanir. MMP-19-eksik
farelerde yapilan calismada, fraktalkin kemokininin aktif hale getirilmemesi, notrofil ve
makrofaj tizerinde bulunan CX3CL1 reseptoriiniin bos kalmasina ve immiin hiicrelerin
etkinliginin azalmasina neden olmustur [202]. MMP-20, dis olusumu sirasinda dental
papilanin ameloblast ve odentoblastlarinda ifade olur ve ilk olarak domuz dental
organinda bulunmustur. MMP-27 ise tavuk embriyosunda tespit edilmis ve jelatin ve
kazeini substrat olarak kullandig1 bulunmustur. Insan B-lenfositlerinde yiiksek oranda

bulunan MMP-27 hakkinda literatiir bilgileri kisithdir [168].

2.8.2.2. Matrilisinler

Matrilisinler, C-terminal hemopeksin bolgeleri olmamalar1 nedeniyle molekiiler olarak
daha basit bir yapiya sahiptirler. Laminin, fibronektin, tip IV kolajen, elastin entaktin gibi
ESM molekiillerinin kesimini gerceklestirirler. Baz1 durumlarda kazein ve jelatini de

tanidiklar1 bulunmustur [203].

Akciger, bagirsak, bobrek ve kornea gibi epitel hiicrelerden olusan mukozal yapiya sahip
dokularda 6zellikle de hasar durumunda ifadesi artan MMP-7, epitel hiicre dokusunun
yeniden olugmasi (re-epitelizasyon) asamasinda etkilidir [204]. Epitel hiicre yiizeyinde

bulunan sindekan-1 ve e-kadherin molekiillerini taniyip proteolitik etkisini
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gerceklestirmesi ve bunun sonucunda hasarli hiicrelerin uzaklastirilip hiicre gogiiniin
meydana gelmesi, re-epitelizasyon arastirmalarinda MMP-7’nin roliine dair bulunan
onemli sonuclardandir [205, 206]. Ayrica dokuda meydana gelen hasar sonucunda
ortamdaki CXCLI1(IL-8) kemokini ile bag kuran sindekan-1 molekiiliinin MMP-7
tarafindan kesimi, notrofillerin hasarli dokuya gecisini kolaylastirmaktadir [181]. Timor
gelisimi sirasinda ESM molekdillerinin {izerinde olan etkisini arttirarak normalden fazla
molekiiliin kesimine neden olur. Bu durum, hiicrelerden pro-MMP-2 ve pro-MMP-9

salimiyla ve tiimor gelisimi i¢in uygun ortamin hazirlanmasiyla sonuglanir [207].

MMP-26’nin, insanlarda uterus, plasenta, bdbrek, gastrointestinal bdlge ve epitelyal
kornea bdlgelerinde goriilen kanserli dokularda ifade oldugu bulunmustur [208-210].
Sahip oldugu farkli molekiiler yapisi ile diger MMP’lerden ayrilir. Linker ve hemopeksin
benzeri bolgesi bulunmayan MMP-26, pro-enzim halinin diizenlenmesinde etkili olan

sistein bolgesine de sahip degildir [211].

2.8.2.3. Jelatinazlar

Denatiire olmus kolajenler olarak da bilinen jelatinler, MMP-2 ve MMP-9 tarafindan
substrat olarak taniir ve kesilirler. Molekiiler yapilarinda sahip olduklar1 kolajen
baglayicit bolge (CBD) ile substratlar1 iizerinde etkileri artmis olur. Fibroblastlarda
lipoprotein reseptor-iligkili protein-1’in diisiik seviyede olmasi, MMP-2 ve MMP-9’un
diizenlenmesinde etkilidir ve ayn1 zamanda ekstraseliiler matrikste bulunmalarina ragmen
endositoz mekanizmasi ile hiicre i¢ine geri donmelerinde de rolii oldugu gosterilmistir
[212, 213]. Solli ve ark. yaptigi calismada bu durum goéz Oniine alinarak akciger
hiicrelerinin de dahil oldugu bir¢ok farkli dokuda zimografi yontemi kullanilarak MMP-
2’nin konumu belirlenmeye c¢alisilmistir. Buna gore hepatosit, bobrek tiibiil hiicreleri,
kardiyak miyositler ve agiz epitel hiicrelerinde MMP-2’nin hem hiicre i¢cinde hem de
hiicre disinda oldugu bulunmustur [214]. MMP-9 ise fare lokositlerinde ve insan
noroblastoma hiicrelerinde tespit edilmistir ancak hiicre i¢ine nasil ulagtig1 tam olarak
aciklanamamistir [215, 216]. Jelatinazlar, re-epitalizasyon ve hiicre go¢ii ¢calismalarinda

en sik aragtirilan proteazlardir.
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MMP-2, tiimor gelisiminin erken fazlarinda tespit edilmesi nedeniyle genellikle timor
olusumu ile iligkilendirilmigtir. Meme kanseri, 0zafagus kanseri ve beyin kanseri
caligmalarinda incelenen MMP-2’nin timd6r yayilmasinda 6nemli bir roli oldugu ve bu
nedenle yayilmaci tiimorlerde ifadesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir [217, 218].
Kanserli mide hiicre hatt1 olan SNU-5 ile yapilan ¢alismada VEGF (Vaskiiler endotel
biiyiime faktorii) 'nin ifadesinde goriilen degisikliklerin MMP-2 seviyesi ile dogru orantili
oldugu bulunmustur [219]. Aktivator protein-1 transkripsiyon bolgelerinin eksik olmasi
nedeniyle bircok  pro-inflamatuar molekii, MMP-2’nin ifade seviyesini
etkileyememektedir [220]. Fare modellerinde yapilan bir ¢alismada Staphylococcus
aureus kaynakli enfeksiyon durumunda MMP-2 aktivitesinin durdurulmasi, pro-
inflamatuar siiregte rol oynayan TNF-a, IFN-y ve IL-6 sitokinlerinin de ifadesinde diisiise

neden olmustur [221].

Alzheimer ve Parkinson gibi hastaliklarda tespit edilen MMP-9, inflamatuar ve
norodejeneretif hastaliklarla iliskilendirilmistir [222, 223]. Basta makrofaj ve noétrofil
olmak tizere, epitel hiicre, mast hiicre ve fibroblastlar tarafindan ifade edilebilir. Akciger
inflamasyonu ve doku hasarinda gen ifadesinin arttig1 tespit edilen MMP-9, KOAH,
anfizem, pulmoner fibrosis ve astim gibi havayolu hastalilarinin erken teshisinde belirteg
olarak kullanilmaktadir [224-226]. Yaslar1 6 ile 14 arasinda degisen astimli ¢ocuklarda
yapilan bir ¢alismada, hastalardan alinan tiikiiriik, kan ve bronkoalveolar stvilarda MMP-
9 ifadesinin astimin siddetine gore artis gosterdigi tespit edilmistir. MMP-9 ile iliskili
olan IL-8 ve inhibitdrii olan TIMP-1 seviyelerin de de artis bulunmustur [227].

2.8.2.4. Furin-Bagh MMP’ler

Furin-bagli MMP’ler, sahip olduklar1 pro bolgelerini endopeptidaz olan furin
molekiiliiniin baglanmasi ile kaybederler ve bunun sonucunda aktiflesirler. Furin tanima
bolgelerinin yaninda yapilarinda sahip olduklar1 farkli bolgeler ile kendi aralarinda

ayrilirlar.

Sekrete-olan MMP’ler olarak adlandirilan grupta MMP-11, MMP-21 ve MMP-28

proteazlar1 bulunur. MMP-11 insanlarda en fazla plasenta, uterus ve meme dokusunda
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goriiliir. Timor gelisimi, inflamasyon ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik durumlarda ifade
oldugu tespit edilmistir. Embriyogenezin farkli asamalarinda ifade oldugu bilinen MMP-
21 hakkinda kapsamli aragtirma bulunmamaktadir. MMP-28, en son bulunan MMP olup
akciger, beyin, kalp gibi dokularda saglikli bireylerde ifade oldugu bulunmustur. E-
kadherin molekiiliiniin hiicrede azalmas1 MMP-28-etkili-EMT nin goriilmesinde etkilidir
[228]. Inflamatuar siiregte etkili olan makrofajlarm, hem P. aeruginosa ile hem de
bleomisin ile gerceklestirilen epitel hasar1 sonrasinda MMP-28 etkisi ile M2 fenotipe

dontstiigii bulunmustur [229].

MMP’ler genellikle ekstraseliiler matrikste serbest halde bulunmasina ragmen MT-
MMP’ler C-terminal boélgelerinde sahip olduklar1 zengin hidrofobik alan ile hiicre
membranina tutunurlar. Molekiiler yapilarina gore ikiye ayrilirlar. Tip-I Transmembran
MT-MMP’ler uzun hidrofobik kisimlariin devaminda sitoplazmik bir kuyruga sahiptir.
MMP-14, tanidig1 kolajen, fibronektin ve laminin gibi ESM elemanlarinin yaninda CD44,
transglutaminaz ve sindekan-1 gibi molekiilleri taniyarak hiicre gelisim asamalarinin
diizenlenmesinde rol oynar. Fareler iizerinde yapilan bir ¢alisma ile MMP-14"{in, akut
havayolu hasar1 sonrasinda brons epitel hasarinin iyilesmesi ve epitel hiicre ¢ogalmasinda
etkili oldugu gosterilmistir [230]. MMP-14-eksik fare modelinde yapilan c¢alisma
sonucunda inflamatuar siirecin negatif diizenleyicisi oldugu ve MMP-2 aktivasyonunu
diizenleyerek de bagisiklik sistemi hiicrelerinin ortama gelmesini saglayan alarmin

seviyesini kontrol ettigi tespit edilmistir [231].

MMP-15 (MT1-MMP), ilk olarak farelerde tespit edilmistir ve insanlarda da hamileligin
ilk 3 ayinda plasentada ifade oldugu gosterilmisti. Kanser ¢alismalarinda MT1-MMP
etkisini negatif yonde MMP-2 aktivasyonunu ise pozitif yonde kontrol ettigi bulunmustur
[232]. MMP-16, MT1-MMP ile benzer substratlari taniyarak proteolitik aktivite gosterir.
Ancak sindekan-1 molekiilii iizerinde kendi basina etkili olamayan MMP-16, MMP-14
ile bu molekiilii kesebilir. Yapilan ¢calismalarda TIMP-3’iin bu proteaz i¢in asil inhibitor
oldugu bulunmustur [233]. MMP-24, ekstraseliiler matrikse bulunan proteoglikan ve
jelatin substratlarin1 tanimaktadirlar. Siklikla merkezi sinir sisteminde ve beyin gelisimi
sirasinda ifadesinin arttirig1 tespit edilmistir. /n vivo kosullarda pro-MMP-2"yi aktif hale

getirdigi bulunmustur ancak bu mekanizma tam olarak agiklanmamistir [234, 235].
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Glikozilfosfatidilinositol (GPI)-tip MT-MMP’ler, hidrofobik kisimlarinda bulunan GPI
molekiilii ile hiicreye tutunur. MT4-MMP, eozinofil, monosit ve lenfosit gibi immiin
sistem hiicrelerinde ifade olmasi nedeniyle l6kolisin olarak da anilmaktadir. Pro-
inflamatuar sitokinler olan IL-1 ve IL-8 sitokinlerinden sonra ifadesi artmakta ve
l16kositlerden salinan TNF-o molekiiliinii diizenlemektedir [236]. 550’ye yakin astimli ve
KOAH’l1 hastalarda yapilan bir caligmada hastalardan alinan serumlarda MMP-25
seviyesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir [237]. Bu sonug, MMP-25’in akciger

inflamasyon hastaliklarinin markir1 olarak kabul gérmesinde etkili olmustur.

Tip-II Transmembran MT-MMP’ler, terminal bolgelerinde sahip olduklar1 bir kanca ile
integral membrana tutunabilmektedirler. Uzerlerinde gergeklesen tek bir kesim
sonrasinda hem sekrete edilirler hem de aktivasyon gdstermeye baglarlar [238]. MMP-
23’iin lireme organlar1 olan yumurtalik, prostat ve testis gibi bolgelerde ifade olmasinin

sonucu olarak lireme siireci ile iliskilendirilmistir [239].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Malzemeler

Hiicre kiiltiirti caligmalarinda kullanilan BEAS-2B (insan saglikli brong epitel) hiicre hatti
American Type Cultural Collection (katalog numarast CRL-9609, ABD) firmasindan

ticari olarak satin alinmistir.

Hiicre kiiltiirii caligmalari sirasinda kullanilan BEBM brons epitel hiicre biiylime ortamu,
Tripsin/EDTA ¢ozeltisi, tripsin nétralizasyon ¢ozeltisi ve penisilin/streptomisin ¢ozeltisi
Lonza (isvigre), DMEM ortami Gibco (ABD) ve retinoik asit ¢ozeltisi Sigma (ABD)
firmalarindan temin edilmistir. Brong epitel hiicrelerin uyarimi i¢in kullanilan Der p 1
alerjeni Indoor Biotechnologies (katalog no: LTN-DP1-1, ABD), Der p 2 alerjeni Citeq
(katalog 1n0:02.01.72, Hollanda) ve Der p 6 alerjeni MyBioSource (katalog no:
MBS1061377, ABD) firmalarindan satin alinmistir. Farklilastirma i¢in kullanilan 6.5 mm
0,4 um capli pora sahip transwell malzemesi Corning (ABD) firmasindan alinmistir.
Hiicre canliligmin  tespiti i¢ci  kullamilan MTT  (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-
difeniltetrazolyum bromiir) Sigma (ABD) ve Etidyum bromiir/kalsein boyasi BioVision

(ABD) firmalarindan temin edilmistir.

Hiicrelerden RNA elde etmek i¢in kullanilan RNA izolasyon kiti Qiagen (Almanya),
komplementer DNA (cDNA) sentezi ve ger¢ek zamanli PZR deneyleri i¢in kullanilan
kitler Thermo Fisher (ABD) firmalarindan temin edilmistir. Ger¢cek zamanli PZR
deneylerinin analizleri boyunca Applied Biosystems marka 7500 Fast RT-PCR cihaz1

kullantlmistir.

Protein deneyleri sirasinda kullanilan Human MMP-2 ELISA kiti (Katalog No: DY902)
ile Human MMP-9 ELISA Kiti (Katalog No: DY911) R&D (ABD) ve Human MMP-12
ELISA Kiti (Katalog No: DDXK-E-MMP12-1) Novus Biologicals (Ingiltere)
firmalarindan satin alinmistir. ELISA analizleri i¢in Perkin Elmer firmasimin (ABD)

Multimode Plate Reader cihazi kullanilmistir.
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3.2. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri
3.2.1. BEAS-2B Hiicrelerinin Cogaltilmasi

Hiicre kiiltiiri deneyleri sirasinda saglikli brons epitel hiicre hatt1i (BEAS-2B)
kullamlmistir. 75 cm? lik flasklarda cogaltilmistir. Brons epitel biiyiime besiyerinde
(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), EFG (epidermal growth factor, 0,5 ng/mL
human recombinant), 100 U/mL penisilin, 5% FBS, 100 pg/mL streptomisin igeren) 2-3
giin siireyle inkiibe edilmistir. Hiicrelerin flaski kaplama orant %70-80’e ulastiginda

tripsinize edilmistir.

3.2.2. Hiicre Canhlilik ve Sitotoksisite Deneyleri

3.2.2.1 Canly/Olii Hiicrelerin Boyanmasi

Derp 1, Der p 2 ve Der p 6 alerjenlerinin farkli konsantrasyonlari ile uyarilan brons epitel
hiicrelerinde canli/6lii hiicre boyamasi etidyum homodimer-1 ve kalsein-AM boyalar ile
yapilmustir. Flaskta biiyiitiilen hiicreler tripsin ile kaldirildiktan sonra hiicre canlilif
deneyleri i¢in 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir.
Ertesi giin Der p 1, Der p 2 ve Der p 6 alerjenleri ile belirlenen konsantrasyonlarda
uyarilmistir;

-Derplicin2,5 ve 10 ug/mL

-Derp2igin 2, 5, 10, 20 ve 40 pg/mL

-Derp 6i¢in 2, 5, 10, 20 ve 40 png/mL

24 saat sonunda 1 ml PBS icinde 0,5 pl kalsein-AM ve 2 ul etidyum homodimer-1
karistirilarak her kuyuya 50 ul olacak sekilde paylastiriimistir. 30 dakika oda sicakliginda
ve karanlikta bekletildikten sonra kirmizi ve yesil 151k dalgalarinda (Ex/Em = 485-
495/530-635 nm) florasan mikroskop ile goriintiilleme yapilmistir. Canli hiicreler yesil

renkte, 01U hiicreler ise kirmizi renkte goriintiilenmistir.
3.2.2.2. Sitotoksisite Deneyleri

Brons epitel hiicrelerin farkli konsantrasyonlardaki alerjenler ile uyarimi sonrasinda

hiicrelerdeki  sitotoksisite ~ Slgiimii  MTT  (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil

34



tetrazolyum bromit) yontemi ile gergeklestirilmistir. Bu yontem ile canli hiicre orani nicel
olarak kolorimetrik yontem kullanilarak saptanmstir. Tripsin ile kaldirilan hiicreler 1x10*
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir. 24 saat sonra Der p 1,
Der p 2 ve Der p 6 alerjenleri belirlenen miktarlarda hiicre besiyerine eklenerek 24 saat
boyunca uyarilmistir;

-Derplicin2,5 ve 10 ug/mL

-Derp2igin 2, 5, 10, 20 ve 40 png/mL

-Derp 6i¢in 2, 5, 10, 20 ve 40 png/mL

Siire sonunda besiyeri degistirilmis ve 10 uL MTT solusyonu (5 mg/mL) plakadaki her
kuyucuga eklenmistir. 37°C’de 4 saat inkiibasyona birakilmistir. 4 saat sonunda
kuyucuklardaki besiyeri ve MTT karigimi1 alinmistir. Kuyucuklarda bulunan formazan
kristali 50 uL DMSO eklenerek ¢oziilmiis ve plaka 30 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir.

Cozilinen formazan kristallerinin yogunlugu 550 nm’de ELISA okuyucuda 6l¢lilmiistiir.

3.2.3. Brons Epitel Hiicrelerin Air-Liquid Interface (ALI) Yontemi ile

Farkhilastiriimasi

Tripsin ile kaldirilan brons epitel hiicreleri farklilastirma i¢in 1.5 x 10° hiicre/kuyucuk
olacak sekilde 0,4 um porlar1 olan transwell iizerine ekilmistir. Hiicreler baslangicta
tamamen kaplayincaya kadar BEGM besiyeri icerisinde ¢ogaltilmistir. Hiicreler
transwelli kapladiginda st besiyerleri uzaklastirilarak transwellin alt kismima 25 uM
retinoik asit igeren 1:1 oraninda BEGM:DMEM besiyeri konulmustur. 21 giin siireyle
hiicreler 37 °C ‘de %5 CO: ortaminda inkiibe edilmis ve transwell in alt kismindaki
besiyeri 2 gilinde bir degistirilmistir. 7 giinde bir TEER (Transepitelyal Elektriksel
Rezistant) ol¢iimii gerceklestirilmis ve degeri 100 Ohm {izerinde olan hiicreler, deneyde

kullanilmistir. Farklilagtirilan hiicreler alerjen ile uyarilmistir (Sekil 3.1).

5-7 giin 2-4gin . . 21lgin-

hicrelerin
ogaltilmasi

Sekil 3.1. ALI-kiiltlir yontemi ile hiicrelerin farklilagtirilmasi
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3.2.4. Transepitelyal Elektriksel Rezistans (TEER) Ol¢iimii

Millicell ERS-2 voltohmmetre kullanilarak Transepitelyal Elektriksel Rezistans
dl¢iilmiistiir. Olciimden &nce besiyeri ve PBS, su banyosunda 37 °C’ye isitilmistir.
Transwell insertine ekilmis olan hiicrelerin iistiine PBS eklenmis ve 5 dakika boyunca
etiivde inkiibe edilmistir. TEER 6l¢iim cihazinin kisa ucu iist gemberdeki, uzun ucu ise
alt ¢emberdeki sivi igerisine yerlestirilerek iki ¢ember arasindaki elektriksel fark
belirlenmistir. Olgiim sonrasinda iist cember icinde bulunan PBS uzaklastirilmis ve alt

kismina yeni besi yeri eklenerek etiive kaldirilmistir.

L.
i _ohm Meter
gpitnetial Vor© oo

Sekil 3.2. Millicell ERS-2 TER t')lum cihazi ve 61g:iif£1 yontemi

3.2.5. BEAS-2B Hiicrelerinin Alerjenler ile Uyarilmasi ve Kosullarin Belirlenmesi

Proteaz ile uyarim icin Dermatophagoides pteronyssinus kaynakli sistein proteaz
ozellikteki Der p 1, proteaz 6zelligi olmayan Der p 2 ve serin proteaz 6zellikteki Der p 6
alerjenleri kullanilmistir. Transwell i¢ginde 21 giinliik farklilastirma siiresi biten BEAS-
2B hiicreleri, hiicre canlilik ve sitotoksisite deneylerinin sonuglaria bagl olarak 2 ve 10

ng/mL konsantrasyonda alerjenler ile 24 saat boyunca uyarilmaistir.

Alerjenlerin proteaz aktivitesi digindaki yapisal etkilerini gérmek amaciyla protein
yapilari 1s1 ile denatiire edilemistir. Denatiirasyon sonucunda alerjen proteazlarin epitel
hiicre iizerine etkileri incelenmistir. Bunun i¢in Der p 1, Der p 2 ve Der p 6 alerjenleri
95°C’ta 5 dakika tutulmustur. Belirlenen bu siire literatiirdeki yayinlara  gore

belirlenmistir [240]. Deney kosullar1 Sekil 3.3’te gdsterilmistir:
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Sekil 3.3. Deney kosullarinin gosterilmesi; U: Uyarilmamis kosul

Uyarim sonucunda ger¢ek zamanli PZR (q-PCR) calismalar1 i¢in RNA izolasyonu
yapilirken, supernatanlar ise ELISA deneyleri i¢in alikotlanarak -80°C’e kaldirilmistir.

3.3. RNA Izolasyonu

Hiicreler, %1 B-Merkaptoetanol ilave edilmis 300 pL Lizis tamponu ile pipetle ¢ekip
birakmak suretiyle pargalanmistir. Uzerine esit miktarda steril DEPC su ile sulandirilmus
%70 etanol ilave edilmis ve 2 mL’lik toplama tiipii iizerine yerlestirilmis olan kolon
tizerine pipetlenmistir. Tiipler 10.000 rpm’de 15s santrifiij edilmistir. Toplama tiipiindeki
stv1 atilmistir ve kolon iizerine 700 uL. Wash Buffer I (yikama tamponu) ilave edilmistir.
Tiipler 10.000 rpm de 15 s santrifiij edilmistir. Kolon yeni bir toplama tiipiine
yerlestirilmis ve lizerine 500 pL. Wash Buffer II (yikama tamponu II) soliisyonu ilave
edilmistir. 10.000 rpm’de 15s santrifiij edilmistir. Toplama tiiptindeki s1v1 bosaltilmis ve
tizerine yine 500 pul Wash Buffer II soliisyonu ilave edilmistir. Tiipler 12000 rpm de 15 s
santrifiij edilmistir. Toplama tiiplindeki sivi bosaltilmis ve iizerine higbir sey ilave
edilmeden yine 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Kolon steril 1.5 mL ependorf
tiip tizerine alinmis ve lizerine 50 uL RNaz icermeyen su ilave edilerek oda sicakliginda

1 dakika inkiibe edilmistir. Tiipler 12000 rpm de 2 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen
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orneklerdeki RNA miktar1 spektrofotometre ile dl¢iilmiis ve kullanilincaya kadar -80 °C’

de saklanmustir.

3.4. Komplementer DNA (cDNA) Eldesi

Prosediir, 1 pgila 5 pgtoplam RNA veya 1 pgila 500 ng poli (A) + RNA'nin tek iplikeikli
cDNA'ya doniistiiriilmesi i¢in tasarlanmistir. cDNA asamasinda daha spesifik bir sentez
gergeklestirilmesi amaciyla oligo (dT)18 primer kullanilmigtir. Kullanmadan 6nce her
bilesen karistirilmis ve santrifiijlenmistir. 0,2’ mL ’lik PCR tiiplerine 1 pL Oligo (dT)18
Primer (100 pM) eklenmistir. Toplam hacmi 12 pL.’ye tamamlamak i¢in konsantrasyonu
1pg olan total RNA’dan hesaplanan miktarda eklenmistir. Uzerine toplam miktar1 12l
ye tamamlayacak kadar ddH>O ilave edilmistir. 65 °C’de 5 dakika PCR’ da inkiibe
edilmis, ardindan 1 dakika buz iistiinde bekletilmistir. Ardindan 4 pLL 5x Reaction Buffer,
1 uL RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL), 2 uL 10 mM dNTP Mix, 1 uL RevertAid M-
MuLV RT (200 U/uL) eklenmistir. Her RNA / primer karisimina 8 pL cDNA sentez
karisimi eklenmis, hafifce karistirilmistir. Sonra 42 °C’de 60 dakika PZR’de inkiibe
edilmistir. Boylece elde edilen cDNA’lar gercek zamanli PZR’de kullanilmak tizere -80

°C’de saklanmastir.

3.5. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gerceklestirilmis 6rneklerde MMP-2, MMP-9 ve
MMP-12 genlerine 6zgii primerler kullanilarak gercek zamanli PZR yontemi ile
ifadelerine bakilmistir. Ger¢gek zamanli PZR de kullanilacak MMP-2, -9 ve -12 primerleri
Cizelge 3.1°de verilmistir. internal kontrol olarak Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA)
kullanilmistir. Reaksiyon i¢in kullanilan malzemeler ve polimeraz zincir reaksiyon

kosullar Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. PZR reaksiyonunda kullanilmak iizere dizayn edilen primer dizileri
ILERI PRIMER TERS PRIMER
PPIA TCTTTCACTTTGCCAAACACC CATCCTAAAGCATACGGGTCC
MMP-2 | TTGACGGTAAGGACGGACTC CTTGCAGTACTCCCCATCG
MMP-9 | ACATCGTCATCCAGTTTGGTG CGTCGAAATGGGCGTCT
MMP-12 | ACTACACATTCAGGAGGCACA CAGGGACTGAATGCCACGTA
Cizelge 3.2.  Gergek zamanli PZR reaksiyon ve dongti kosullart; * : Asama, 35 dongtide
tamamlanmistir
Malzeme Miktar:
2X SYBR Green PCR Master Mix | 12,5 uL
fleri Primer (10 pM) 0,1 uL
Reaksiyon Kosullart | Ters Primer (10 pM) 0,1 uL
Kalip (50 ng) 1 uL
Niikleazsiz su 11,5 ul
Dongii asamasi Sicaklik Siire
Is1yla aktivasyon 95 °C 5dk
Déngii Kosullar: | Denaturasyon * 95 °C 10s
Primer yapigsma/uzama * 60 °C 30s

3.6. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) Yontemi

RNA izolasyonu Oncesi her bir 6rnekten supernatanlar toplanmis ve hiicre digina salinmig
olan MMP-2, MMP-9 ve MMP-12’nin 6l¢timii ELISA y6ntemi ile belirlenmistir. Kitlerin
hassasiyet araliklart Human MMP-2 i¢in 0,625-20 ng/mL, Human MMP-9 i¢in 31,2-2000
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pg/mL ve Human MMP-12 icin 8-1000 ng/mL olarak belirtilmistir. Deneylerin

optimizasyonu sirasinda elde edilen standart grafiklere gore gerekli sulandirmalar

yapilmistir. Olgiimler igin kitlerin kendi protokolleri uygulanmis olup ilgili protokol

asagida belirtilmistir.

Plaka Hazirlanmasi:

1-

Her bir kit i¢in kendi yakalama antikoru (capture antibody) kitlerde belirtilen ¢calisma
konsantrasyonunda kit igerisinde gelen PBS ile seyreltilip 96-kuyucuklu plakalara
kuyucuk bagina 100 pL olacak sekilde paylastirilmistir. Oda sicakliginda gece boyu
inkiibe edilmistir.

Her bir kuyucuk aspire edilip kuyucuk basina 400 uL olacak sekilde yikama tamponu

ile 3 kez yikanmistir. Kuyucuk i¢indeki biitiin s1vi her yikama sonunda tamamen

uzaklagtirilmistir.

3- Kuyucuk bagina 300 pL olacak sekilde ayirag seyreltme tamponu (reagent diluent)
eklenmistir ve en az 1 saat silireyle oda sicaklifinda inkiibe edilerek plakalar
bloklanmuistir.

4- 2. asamadaki yikama islemi tekrarlanmistir.

Deney Protokolii:

1- Uygun miktarlarda seyreltilen standart ve 6rneklerden kuyucuk bagina 100 pL olacak

4-

sekilde eklenmistir. Plaka kit igerisinde gelen yapiskan bant ile kapatilarak 2 saat oda
sicakliginda inkiibe edilmistir.

Her bir kuyucuk aspire edilip kuyucuk basina 400 pL olacak sekilde yikama tamponu
ile 3 kez yikanmistir. Kuyucuk i¢indeki biitiin s1vi her yikama sonunda tamamen
uzaklastirilmistir.

Her bir kit i¢in kendi belirleyici antikoru (detection antibody) kitlerde belirtilen
calisma konsantrasyonunda kit igerisinde gelen Reagent Diluent ile seyreltilip 96-
kuyucuklu plakalara kuyucuk basina 100 puL olacak sekilde paylastirilmistir. Plaka
yeni bir yapiskan bant ile kapatilarak 2 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

2. asamadaki yikama islemi tekrarlanmistir.
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Kit igerisinde gelen Streptavidin-HRP c¢alisma konsantrasyonunda seyreltilerek
kuyucuk bagina 100 pL olacak sekilde paylastirilmistir. Plaka kapatilarak oda
sicakliginda karanlikta 20 dakika inkiibe edilmistir.

2. asamadaki yikama islemi tekrarlanmstir.

Kit igerisinde gelen Color Reagent A ve Color Reagent B esit hacimde karigtirilarak
taze olarak hazirlanan substrat soliisyonu kuyucuk basina 100 pL olacak sekilde
paylastirilmistir. 20 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmistir.

Kit igerisinde gelen durdurma soliisyonu (stop solution) kuyucuk basina 50 pL olacak
sekilde paylastirilip plakaya nazikg¢e vurularak iyice karigmasi saglanmistir.

450 nm ve 540 nm’ye ayarlanmis mikroplaka okuyucu kullanilarak optik yogunluk
(optical density — O.D.) Ol¢timii gerceklestirilmistir. Spesifik olmayan okumalari
uzaklastirmak ve optik hatalar1 diizeltmek amaci ile 540 nm’de elde edilen okumalar,

450 nm’deki okumalardan ¢ikarilmigtir.

3.7. istatistiksel Analiz

Tez caligmasinda tiim istatistiksel analizler Graph Pad Prism 7.0 programi kullanilarak

yapilmistir. Veriler, £ ortalama standart hata ile gosterilmistir. Genler arasindaki ifade

farkliliklarini tespit etmek amaciyla Kruskal Wallis Test uygulanmis devaminda post hoc

analizleri yapilmistir. p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez calismasinin ilk agamasinda brong epitel hiicreleri artan konsantrasyonlarda Der p 1,
Der p 2 ve Der p 6 alerjenleri ile uyarilmistir. Bu uyarim sonucunda alerjenlerin hiicre
canliligt ve sitotoksisite lizerine olan etkileri gosterilmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda hiicrelere uygulanacak olan uygun konsantrasyon belirlenmistir. Brons
epitel hiicreleri 21 giin siire boyunca ALI kiiltiir teknigi ile farklilagtirilmis ve uygun
konsantrasyondaki alerjenler ile uyarilmistir. Ayrica, buna ek olarak hiicreler 1s1 ile
denatiire edilmis alerjen ile de uyarilmistir. Hiicrelerin uyarimi sonrasinda RNA
izolasyonu gergeklestirilmis ve hiicre silipernatanlar1 daha sonra kullanilmak {izere
alikotlanarak -80°C de saklanmistir. Tezin ikinci asamasinda hiicrelerden elde edilen
RNA’lar komplementer DNA’ya c¢evrilmistir. Bu deney sonrasinda ger¢ek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu deneyleri gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar
verilmigtir. MMP-2, MMP-9 ve MMP-12 gen ifadelerinden alinan sonuglar agiklanmis
ve degerlendirilmistir. Tezin son kisminda ise MMP-2, MMP-9 ve MMP-12 ifadelerini
protein diizeyinde incelemek i¢in hiicrelerden alinan supernatantlar ELISA deneyi i¢in
kullanilmis ve hiicre disinda bulunan MMP-2, MMP-9 ve MMP-12 proteazlarinin
degerleri verilmistir. Sonuglar hiicrelerin gen ifadeleri ile karsilastirilmis ve

yorumlanmustir.

4.1. Brons Epitel Hiicrelerinde Der p 1, Der p 2 ve Der p 6 Alerjeni ile Uyarimin

Hiicre Canlihigina ve Sitotoksisiteye Etkisi

Brong epitel hiicre hattt olan BEAS-2B hiicrelerinin sistein proteaz 6zellikteki Der p 1,
proteaz G6zellige sahip olmayan Der p 2 ve serin proteaz 6zellikteki Der p 6 ile artan
konsantrasyonlarda uyarimi sonrasinda, hiicre canliligi etidyum homodimer-1 ve kalsein-
AM floresan boyma ile incelenmistir. Sitotoksisite analizi ise MTT deneyi ile

gerceklestirilmistir.

4.1.1. Alerjen uyarim sonrasinda Canli ve Olii Hiicrelerin Floresan Mikroskobu ile

Goriintiilenmesi

Brons epitel hiicrelerin Der p 1, Der p 2 ve Der p 6 alerjenlerinin artan

konsantrasyonlarinda uyarimi sonrasinda canli/6lii hiicre boyamasi gergeklestirilmistir.
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Hiicreler Der p 1 alerjeninin 2 pg/mL, 5 pg/mL ve 10 pg/mL konsantrasyonlari ile 24 saat

uyarilmistir. Uyarim sonucunda elde edilen goriintiiler Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1. Der p 1 alerjeni ile uyarilmamis kosulda (A) ve 2 ug/mL (B), 5 pg/mL (C)
ve 10 ug/mL (D) konsantrasyonda uyarilmis kosullarmin canli (yesil) /61i

(kirmizi1) hiicre boyama fotograflari; 20 X, bar 100 um

Alerjenle uyarilan hiicreler uyarilmamis hiicreler ile karsilagtirildiginda 6li hiicre
sayisinda konsantrasyonla dogru orantili bir artma tespit edilmistir. Uyarilmamis
kosuldaki hiicrelerin yogunlugu fazla ve canli olarak goriiniirken Der p 1 ile uyarilan diger
kosullarda konsantrasyona bagli olarak dlen ve tutunmayan hiicreler, yikama asamasinda
alinmistir. Bu nedenle kuyucuktaki hiicreler azalmis ve uyarilmamis hiicrelere kiyasla
daha seyrek bir goriintii elde edilmistir. Der p 1 alerjeni sahip oldugu sistein proteaz
0zelligi nedeniyle epitel hiicrelerde bulunan okludin ve E-cadherin gibi siki baglanti

molekiillerini etkiler ve hiicreler arasindaki baglantilarin zayiflamasina neden olur [241].
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Meydana gelen bu durum epitel hiicre harabiyetine yol agmaktadir. Ayrica Der p 1’in
hiicre yiizeyinde bulunan PAR aracilig1 ile de epitelyal hasara yol ac¢tig1 bilinmektedir
[121, 242]. Literatiirde Der p 1 alerjeninin uygun konsantrasyonunun belirlenmesine
yonelik yapilan ¢alismalarda 1 pg/mL konsantrasyonda etkisinin olmadigi, 10 pg/mL’de
hiicre biiziigmesinin goriildiigii ve daha yliksek konsantrasyonlarda da hiicrelerin 6ldiigii
gosterilmistir [243]. Laboratuvarimizin Der pl alerjen proteaz ve brons epitel hiicrelerle
ilgili deneyim ve calismalar literatiirde vardir [244, 245]. Der pl konsantrasyonunu
belirlemede Onceki deney sonuglarimiz ve literatiir bilgileri goz Oniinde tutularak

konsantrasyona karar verilmistir.

Proteaz o0zellige sahip olmayan Der p 2 alerjeninin 2, 5, 10, 20 ve 40 pg/mL
konsantrasyonlari ile brons epitel hiicreler uyarilmistir. Elde edilen goriintiileme sonuglari

Sekil 4.2.”de verilmistir.
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Sekil 4.2. Brons epitel hiicrelerinin Der p 2 ile uyarilmamis (A), 2 pg/mL (B), 5
pug/mL (C), 10 pg/mL (D), 20 pg/mL (E) ve 40 ug/mL (F) konsantrasyonda
uyarilmis kosullarinin canli (yesil)/6lii(kirmizi) hiicre boyama fotograflari;

20 X, bar 100 um

Goriintiileme sonuglarina bakildiginda epitel hiicreler iizerinde Der p 2 uyariminin, Der
p 1 ile uyarim sonuglarindaki gibi etkili bir 6liime neden olmadig1 goriilmektedir. Der p
2’nin 40 pg/mL konsantrasyonuna ragmen hiicre canliliginin devam etmesi, bu alerjenin
proteolitik aktiviteye sahip olmamasi ile aciklanabilir. Farkli konsantrasyondaki Der p 2
alerjeni ile uyarilan kosullardaki canli/61ii hiicre goriintiileri karsilastirildiginda 6lii hiicre
sayisinda artis goriilmiistiir. Proteolitik aktiviteye sahip olmayan Der p 2 alerjeninin epitel
hiicre ylizeyinde bulunan TLR4 ile etkilesime girdigi bilinmektedir. Bu durum, TLR4
reseptoriiniin aktiflesmesine ve alerjik cevabin baslatilmasina neden olmaktadir [67]. Olii
hiicre sayisinda artig goriilmesinde, TLR4 reseptoriiniin aktiflesmesinin etkili oldugu

diistiniilmiistiir. Literatiirde Der p 2 alerjeninin siki baglanti molekiillerine zarar
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vermedigi, hatta AS549 hiicrelerinde siki baglanti molekiillerinden olan claudin-1
molekiiliinlin ifadesini arttirdig1 gosterilmistir [246]. BEAS-2B hiicrelerinde ise hiicre-
hiicre etkilesiminde ve hava yolu yeniden yapilanmasinda etkili olan Fascin-1
molekiiliiniin ifadesini etkiledigi bilinmektedir [247]. Elde edilen goriintilerde
hiicrelerdeki canliligin devam etmesinde, hiicreler arasindaki baglanti molekiillerinin

ifadesinin Der p 2 uyarim sonrasinda artmasinin etkili oldugu diistiniilmiistiir.

Brons epitel hiicreleri serin proteaz 6zellikteki Der p 6 ile 2, 5, 10, 20 ve 40 pg/mL
konsantrasyonlarda uyarilmistir. Uyarim sonucunda elde edilen canli ve 6lii hiicre

goriintiileri Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Brons epitel hiicrelerinin Der p 6 ile uyarilmamis (A), 2 pug/mL (B), 5
pg/mL (C), 10 ug/mL (D), 20 pg/mL (E) ve 40 pg/mL (F) konsantrasyonda
uyartlmis kosullarinin canli (yesil) /6li (kirmizi) hiicre boyama

fotograflari; 20 X, bar 100 um

Kimotripsin benzeri serin proteaz alerjeni olan Der p 6 uyarimi sonrasinda 6lii hiicre
sayisinin konsantrasyona artigina bagli olarak arttigi goriilmustiir. 2 pg/mL Der p 6 ile
uyarim sonrasinda elde edilen goriintiiler uyarilmamis kosulun goriintiilerine benzerlik
gostermistir. 5 pg/mL konsantrasyondan itibaren 6lii hiicre sayisinda artis gézlenmistir.
40 pg/mL Der p 6 uyarimi sonrasinda ise alerjen hiicrelere toksik etki gostermeye
baslamis ve canlilik azalmistir. Yapilan bir ¢alismada HDM kaynakli serin proteaz
alerjenlerin (Der p 3, Der p 6 ve Der p 9) etkisine Calu-3, MDCK ve 16HBEI140-
hiicrelerinde bakilmis ve siki baglant1 molekiilleri olan ocludin ve ZO-1’e zarar verdigi
gosterilmistir. Sik1 baglantilarin bozulmasi epitelyal hasara neden olmustur [248]. Tez
kapsaminda Der p 6 icin yapilan canli/6lii hiicre boyama deneyinde BEAS-2B
hiicrelerinin Der p 6’nin sahip oldugu proteolitik etki nedeniyle 40 pg/mL ve isti

konsantrasyonlarda epitelyal hasara yol acabilecegi sonucuna ulasilmistir.

4.1.2. Alerjen ile Uyarilan Hiicrelerin Sitotoksisite Degerlerinin Olgiilmesi

Tez kapsaminda brons epitel hiicrelere uygulanan alerjenlerin toksik etkiye sahip olup

olmadigini belirlemek amaciyla MTT Ol¢timii gerceklestirilmistir. Epitel hiicrelerin Der
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p 1 alerjeninin 2 pg/mL, 5 pg/mL ve 10 pg/mL konsantrasyonlar ile uyarimi sonrasinda

elde edilen sitotoksisite sonuglar1 Sekil 4.4°te gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Brons epitel hiicrelerin farkli konsantrasyondaki Der p 1 alerjeni ile

uyarilmast sonrasinda elde edilen MTT sonuglari; n=3; * p<0.05

Der p 1 alerjeni ile brong epitel hiicrelerin uyarimi sonrasinda konsantrasyona bagli olarak
% hiicre canlilig1 oranlarinda azalma bulunmustur. 2 pg/mL Der p 1 ile uyarim sonunda
hiicre canliliginin %87,15 oldugu goriilmiistiir. Bu oran, 5 pg/mL Der p 1 ile uyarim
sonrasinda %74,95 ve 10 ug/mL Der p 1 ile uyarim sonrasinda ise %65,23’e diigmiistiir
(p<0,05). Yapilan sitotoksisite testi sonrasi elde edilen sonuglar ile canli/6lii hiicre
boyama goriintiilerinin uyustugu bulunmustur. Laboratuvarimizda yapilan Onceki
caligmalarda optimize edilen Der p 1’in 10 pg/mL konsantrasyonun iistiinde hiicre
yapisinin tamamen bozuldugu ve 6liime sebebiyet verdigi goriilmiistiir. Bu nedenle 10
pug/mL konsantrasyonun iistline ¢ikilmamis ve Der p 1’in 2 ve 10 pg/mL konsantrasyonda

kullanilmasina karar verilmistir.

Epitel hiicrelerin Der p 2 alerjeninin 2 pg/mL, 5 pug/mL, 10 ug/mL, 20 ug/mL ve 40 pg/mL
konsantrasyonlari ile uyarimi sonrasinda elde edilen sitotoksisite sonuglar1 Sekil 4.5°te

gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Brong epitel hiicrelerin farkli konsantrasyonlardaki Der p 2 alerjeni ile

uyarilmasi sonrasinda elde edilen MTT sonuglari; n=3; * p<0,05

Der p 2 alerjeni ile uyarilan kosularin MTT sonuglari, uyarilmamis kosul ile
karsilagtirilmistir. 2 pg/mL Der p 2 ile uyarilan hiicrelerin canlilik oranlarinda biiyiik bir
farklilik goriilmemis ve %87,3 oldugu goriilmistiir. 5 pg/mL Der p 2 ile uyarilan
hiicrelerde bu oran %77,75’e inmistir. 10 pg/mL konsantrasyonda % hiicre canlilik
degerleri %81,55, 20 pg/mL konsantrasyonda 73,37 ve en yliksek konsantrasyon olan 40
pg/mL Der p 2 ile uyarilan hiicrelerde ise canlilik orant %73,43 olarak tespit edilmistir
(p<0,05). Olii hiicre sayisinda gériilen bu artis Lin ve ark. (2015) tarafindan calisilmis ve
BEAS-2B hiicre hattinda Der p 2 alerjeninin apoptotoik yolaklar1 aktive ettigini
gostermislerdir. Ayni ¢caligma igerisinde yapilan hiicre canliligi sonuglari, tez kapsaminda
yapilan MTT analizi ile uyum gosterdigi tespit edilmistir. MTT analizi sonucunda elde
edilen degerler canli/6lii hiicre boyama sonuglari ile de uyumluluk gostermistir. Der p 1
ve Der p 6 alerjenleri ile dogru bir karsilastirmanin yapilabilmesi i¢in brons epitel

hiicrelerinin 2 ve 10 ug/mL Der p 2 ile uyarilmasina karar verilmistir.
Epitel hiicrelerin Der p 6 alerjeninin 2 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL ve 40

ug/mL konsantrasyonlari ile uyarimi sonrasinda elde edilen sitotoksisite sonuglart Sekil

4.6’te gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Brons epitel hiicrelerin farkli konsantrasyondaki Der p 6 alerjeni ile

uyarilmasi sonrasinda elde edilen MTT sonuglari; n=3; * p<0,05;

Der p 6’nin artan konsantrasyonlar1 ile uyarilan brong epitel hiicrelerin sonuglari
karsilastirilmistir. 2 pg/mL Der p 6 ile uyarim sonucunda hiicre canliliginin %94,15
oldugu goriilmiistiir. 5 pg/mL Der p 6 ile uyarim sonrasinda ise hiicre canliligi degeri
%85°tir. 10 pg/mL ve 20 pg/mL konsantrasyondaki uyarim sonrasinda %74 ve %73
degerleri elde edilmistir. 40 pg/mL Der p 6 uyarimi sonucunda hiicre canliliginin %60°a
diistiigli gozlenmis ve bu diisiisiin anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05). Literatiirde
farkl1 serin proteaz alerjenleri ile yapilan MTT sonuglar1 bulunmaktadir ancak Der p 6
konsantrasyonuna bagli olarak hiicre canliligi gosterilmemistir. Alinan MTT sonuglari
dogrultusunda HDM kaynakli sistein proteaz alerjeni olan Der p 1’in diisiik
konsantrasyonda hiicre canlilig1 izerinde Der p 2 ve Der p 6 alerjenlerine gore daha etkili

oldugu goriilmiistiir.

4.2. Alerjen ile Uyarilan Brons Epitel Hiicrelerin Gercek Zamanh Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (QPCR) Analizi

2 ve 10 pg/mL konsantrasyondaki proteaz ve proteaz olmayan alerjenler ile 24 saat

uyarilan brons epitel hiicrelerinde MMP-2, MMP-9 ve MMP-12 genlerinin ifadelerinin
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belirlenmesi amaciyla gergek zamanli PZR analizi gerceklestirilmistir. Bu kosullarin

yaninda alerjenler 1s1 ile muamele edilmis ve etkileri kontrol edilmistir.

4.2.1. Der p 1 Sistein Proteaz Alerjeninin MMP-2, MMP-9 ve MMP-12 Gen ifadeleri

Uzerine Etkisi

Brons epitel hiicrelerinin 2 ve 10 pug/mL konsantrasyona sahip Der p 1 alerjeni ile uyarimi

sonrast elde edilen qPCR sonuglart Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7.

sonrasinda

Brong epitel hiicrelerinin 24 saat 2 ve 10 ug/mL Der p 1 ile uyarimi

MMP-2 (A), MMP-9 (B) ve MMP-12(C) genlerinin ifadeleri;

I:Is1 ile denatiire edilmis; n=3; *p<0,05; **p<0,01

MMP-2 gen ifadesine bakildiginda 2 ve 10 pg/mL Der p 1 ile uyarilan hiicrelerde anlaml

bir degisiklik gozlenmemistir. MMP-2’nin kanserli dokularda ve hava yolu yeniden
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yapilanmasi sirasinda astimli kisilerin hava yolu epitel hiicrelerinde ifadesinin arttig1
bilinmektedir [249, 250]. Hiicre kiiltlirii deneyleri sirasinda kullandigimiz BEAS-2B
hiicrelerinin saglikli brong epitel hiicreler olmasit MMP-2 ifadesinde anlamli bir degisiklik
goriilmemesinin nedeni olarak diisiiniilmiistiir. Is1 ile denatiire edilmis 2 pg/mL ve 10
pg/mL Der p 1 ile uyarilan hiicrelerde MMP-2 ifadesi artig gostermistir (p<<0,01). Elde
edilen bu sonuglar denatiire olan proteinin 3 boyutlu yapisinin bozulmasi ve alerjen
tizerinde farkli epitoplarin ortaya ¢ikmasi yoniinde yorumlanabilir. Ortaya c¢ikan
epitoplarin da epitel hiicre ylizeyine bulunan bir reseptor tarafindan taninip farkli bir

yolagr aktive ettigi diistinilmistiir.

MMP-9 gen ifadesine baktigimizda 2 pg/mL konsantrasyonda gen ifadesi degismezken
10 ug/mL Der p 1 uyarimi sonrasinda diisiis gozlenmistir. MMP-9 ifadesinin akut astimli
kisilerde arttig1 literatiirde gosterilmistir ancak tez kapsaminda yapilan deneylerde 10
pg/mL Der p 1 uyarimi sonrasinda MMP-9 ifadesinde diislis goriilmiistiir [251]. Bunun
nedeni uyarimdan 24 saat sonra TIMP’ler basta olmak {izere farkli inhibitér genlerin
ifadesinin arttifi ve proteaz-proteaz inhibitdrii dengesinin saglanmaya ¢alisildigi
diisiiniilmistiir. Is1 ile denatiire edilmis her iki kosulda ise literatiirdeki diger sonuglar ile

uyumlu olarak MMP-9’un gen ifadesinde anlamli bir degisiklik gdzlenmemistir.

Epitel hiicre ve makrofaj gibi belirli dokularda iiretilen MMP-12’nin gen ifadesine
baktigimizda alerjenle uyarilan kosullarda anlamli bir degisim gozlenmemistir. Bu durum
alerjen konsantrasyonunun epitel hiicrede etkin bir MMP-12 ifadesini uyarmadigin1 ve
Der p 1’in sistein 6zelliginin MMP-12 gen ifadesi tizerinde etkili olmadigini gostermistir.
Is1 ile inaktive edilmis alerjenlerin uyarimi sonrasinda 10 pg/mL konsantrasyonda MMP-
12 gen ifadesinde azalma goriilmiistiir (p<0,05). Bunun nedeni olarak, MMP-2
sonuglarinda oldugu gibi, bir reseptdr tarafindan tanman denatiire proteinin farkli bir

yolag1 aktive etmis olabilecegi diigiiniilmektedir.

4.2.2. Der p 2 Proteaz-Olmayan Alerjenin MMP-2, MMP-9 ve MMP-12 Gen

ifadeleri Uzerine Etkisi

Brons epitel hiicrelerinin proteaz aktiviteye sahip olmayan Der p 2 alerjeninin 2 ve 10
pg/mL konsantrasyonlari ile uyarimi sonrast elde edilen qPCR sonuglar1 Sekil 4.8’te

verilmigtir.
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Sekil 4.8. Brons epitel hiicrelerinin 24 saat 2 ve 10 pg/mL Der p 2 ile uyarimi
sonrasinda MMP-2 (A), MMP-9 (B) ve MMP-12(C) genlerinin ifadeleri;
LI:Is1 ile denatiire edilmis; n=3; *p<0,05; ***p<0,001; # # # p<0,001

Der p 2 ile 2 ve 10 pg/mL konsantrasyonda uyarilan hiicrelerde MMP-2, MMP-9 ve
MMP-12 ifadesine bakilmistir. MMP-2’nin gen ifadesi 2 pg/mL Der p 2 ile uyarim
sonrasinda uyarilmamis kosula gore degisiklik gostermemistir. 10 pg/mL Der p 2 ile
uyarilan kosulda ise anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0,001). Bu sonug¢, MMP-2
ifadesinin Der p 2 alerjeninin konsantrasyonuna bagli oldugunu gostermistir. BEAS-2B
hiicrelerinde Der p 2 alerjeni ile uyarim sonrasinda NF-kB ve MAPK molekiillerinin
sitokin salimini diizenledikleri bulunmustur [68]. Baska calismalarda ise kanserli akciger
hiicreleri kullanilarak MMP-2’nin NF- B ile iliskili oldugu gosterilmistir [252]. Bu
sonuglar dogrultusunda MMP-2 ifadesinin BEAS-2B hiicrelerinde de benzer bir yolak
tizerinden arttig1 distliniilmektedir. Is1 ile denatiire edilmis Der p 2 alerjeni ile uyarilan
hiicrelerde ise MMP-2 ifadesinde artis goriilmiistiir (p<0,05). Literatiirde Der p 2
kullanilarak yapilan bir calismada bu tez ¢alismasina benzer bir sistem lizerinden gidilmis
ve hiicre 1s1 ile denatiire edilmis Der p 2 ile uyarilmistir. Uyarim sonucunda GM-CSF
ifadesine bakildiginda 1s1 ile denatiirasyon sonrasinda gen ifadesinin tamamiyle

engellenmedigi tespit edilmistir [68]. Bu calisma ve tez kapsaminda yapilan ¢aligmalar
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karsilagtirildiginda MMP-2 ifadesinin sahip oldugu yapisal katlanmalarin gen ifadesinde

etkili oldugu sonucuna ulasilmistir.

MMP-9 ve MMP-12 gen ifadelerinin Der p 2 konsantrasyonuna bagli olarak degismedigi
goriilmiistiir. Is1 ile muamele edilmis Der p 2 kullanilmasi da gen ifadelerinde degisiklige

neden olmamustir.

4.2.3. Der p 6 Serin Proteaz Alerjenin MMP-2, MMP-9 ve MMP-12 Gen ifadeleri
Uzerine Etkisi

Brons epitel hiicrelerin serin proteaz aktivitesine sahip Der p 6 alerjeninin 2 ve 10 pg/mL

konsantrasyonlar1 ile uyarimi sonrasi elde edilen qPCR sonugclar1 Sekil 4.6.’te verilmistir.
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Sekil 4.9. Brons epitel hiicrelerinin 24 saat 2 ve 10 pg/mL Der p 6 ile uyarimi
sonrasinda MMP-2 (A), MMP-9 (B) ve MMP-12(C) genlerinin ifadeleri;
L:Is1 ile denatiire edilmis; n=3; *p<0,05; **p<0,01; # p<0,05

MMP-2 ifadesi Der p 6'nin 2 pg/mL konsantrasyonda artig géstermemistir ancak 10

ug/mL Der p 6 uyarimi sonrasinda anlamli bir artis goriilmiistiir (p<0,001). Yapilan bir
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caligmada serin proteaz olan Per a 10 alerjeninin, epitel hiicre ylizeyinde bulunan PAR-2
reseptoriinii aktiflestirdigi ve Th2 alerjen cevabini STAT3 aktivasyonu iizerinden
baslattig1 gosterilmistir [253]. Aktif olan STAT3 molekiiliiniin ise kanserli cilt dokusunda
MMP-2’nin ifadesini arttirdig1 bilinmektedir [254]. Bu ¢alismalardan yola ¢ikarak MMP-
2’nin PAR-2 fizerinden aktiflestigi yorumunda bulunulabilir. Is1 ile denatiirasyon
isleminin Ara h 1 gibi bazi alerjenlerin proteolitik aktivitesini etkilemedigi bilinmektedir
[255]. Yapilan bagka bir ¢alismada ise 1s1 ile denatiire edilmis hus agaci, ¢cimen ve kedi
tiiyli alerjenlerinin aktivitesinin denatiirasyon i¢in kullanilan sicaklik ve siireye bagl
olarak degistigi gosterilmistir [256]. Elde edilen sonuglara bakildiginda Der p 6

alerjeninin 95°C’de 5 dakika tutulmasinin, alerjenin etkinligini degistirdigi ancak

tamamiyle baskilamadig1 sonucuna ulasilmaktadir.

MMP-9 gen ifadesinin, 2 ve 10 pg/mL Der p 6 uyarimi sonrasinda degismedigi
gbzlenmis, alerjen konsantrasyonunun degismesi, MMP-9 gen ifadesi iizerinde etkili
olmamustir. Is1 ile denatiire edilen Der p 6 uyarimi sonrasinda da MMP-9 gen ifadesinde

anlaml bir degisiklik gézlenmemistir.

Der p 6 alerjeninin 10 pg/mL konsantrasyonu, MMP-12 gen ifadesini anlamli bir sekilde
etkilemistir (p<0.05). Der p 1 ve Der p 2 alerjenlerinin uyarimi sonucunda MMP-12
ifadesinde bir degisim goriilmezken serin proteaz alerjeni olan Der p 6 ile konsantrasyona
bagli olarak bir artig gériilmiistiir. Bu durum serin proteazlarin MMP-12 uyarani oldugunu

distindlirmustiir.

4.3. Alerjen ile Uyarilan Brons Epitel Hiicrelerin ELISA Sonuc¢lar

Brong epitel hiicrelerin 2 ve 10 pg/mL konsantrasyondaki Der p 1, Der p 2 ve Der p 6
alerjenleri ile 24 saat uyarimi sonrasinda hiicre disinda bulunan inaktif ve aktif MMP-2,

MMP-9 ve MMP-12 degerlerine ELISA deneyi ile bakilmistir.

MMP-2 i¢in elde edilen standart grafik Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10. MMP-2 proteininin ELISA deneyi i¢in elde edilen standart grafigi

Ticari olarak satin alinan Human MMP-2 ELISA Kit’i i¢in hassasiyet araligi 0,625-20

ng/mL’dir. Yapilan deneyler sonucunda MMP-2’nin standart grafigi elde edilmis ancak

orneklerden protein tespiti yaptlamamustir. Orneklerden salinan MMP-2 miktarinin 0,625

ng degerinin altinda oldugu diisliniilmiis ve MMP-2 diizeyi 0 kabul edilmistir.

MMP-9 i¢in elde edilen standart grafik Sekil 4.11°de, Der p1, Der p 2 ve Der p 6 alerjeni

ile uyarilan hiicrelerden elde edilen sonuglar Sekil 4.12°te verilmistir.
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Sekil 4.11. MMP-9 proteininin ELISA deneyi i¢in elde edilen standart grafigi
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Sekil 4.12. Der p 1 (A), Der p 2 (B) ve Der p 6 (C) ile uyarilan hiicrelerde MMP-9

proteininin degerleri; I: Is1 ile uyarilmis; n=3; *p<0,05

MMP-9 i¢in hassasiyet araliginin 31,2-2000 pg/mL arasinda oldugu tespit edilmistir.
Buna gore farkli alerjenlerle uyarilan 6rneklerin hiicre disinda bulunan MMP-9 seviyeleri

Olgiilmiistiir.

Hiicre disina salinan MMP-9 protein seviyesinin 2 pg/mL ve 10 pg/mL Der p 1 ile uyarim
sonrasinda konsantrasyona bagli olarak artig goriilmiistiir. 10 pg/mL konsantrasyonda
uyarim sonrasi gozlenen artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Ayni
kosullarda MMP-9’un gen ifadesinde azalma tespit edilmistir. Goriilen bu farklilik
ortamdaki MMP-9 protein miktarina bagli olarak diizenleyici bir mekanizmanin devreye
girdigi ve gen ifadesini azalttig1 distiniilmistiir. Is1 ile uyarilmis alerjenlerin kullanildig

kosullarda da artis gozlenmemistir.

Der p 2 ile uyarilan hiicrelerde MMP-9 protein seviyelerine bakilmistir. 2 pg/mL ve 10
ug/mL Der p 2 ile uyarim sonrasinda goriilen sonuglarda istatistiksel olarak anlamli bir

degisim gozlenmemistir. Is1 ile uyarim sonrasinda da MMP-9 protein seviyesinde anlaml
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bir degisiklik gozlenmemistir. Der p 2 alerjeni ile uyarim sonrasinda MMP-9 gen
ifadesinde bir farklilik goriilmemistir ancak protein seviyelerinde artis mevcuttur. Bu
durum proteaz inhibitor genlerle iliskili oldugu disiiniilmektedir. Ticari olarak satin
alman Human MMP-9 ELISA Kit’i ortamdaki inaktif ve aktif MMP-9’lar1 tespit
etmektedir. Alerjen uyarimi sonrasinda 24 saat igerisinde alerjene cevap olarak MMP-9
gen ifadesi artmig ve 24 saat sonunda gen ifadesi uyarilmamis kosula denk hale gelmis
olabilir. Bunun yani sira artan gen ifadesi ile olusturulan aktif ve inaktif MMP-9’larin bir

kismi ortamda kaldigi ve ELISA deneyi ile tespit edildigi diisiintilmektedir.

Hiicrelerin 2 pg/mL Der p 6 ile uyarimi sonrasinda anlamli bir degisiklik goriilmezken,
10 pg/mL Der p 6 ile uyarimin sonucunda MMP-9 protein seviyesinde diisiis goriilmiistiir
(p<0,05). Is1 ile uyarilan Der p 6 alerjeninin 2 pg/mL konsantrasyonu hiicrelerde MMP-
9 protein miktarinda etkili olmamustir. Is1 ile uyarilan 10 pg/mL Der p 6 alerjeninin
hiicrelere uygulanmasi sonrasinda ise hiicrelerde diisiis gozlenmistir (p<0,05). Der p 6 ile
uyarilan hiicrelerin  MMP-9 gen ifadelerinde konsantrasyona bagli degisiklik
gozlenmemistir ancak protein miktar1 10 pg/mL Der p 6 ile uyarilan kosulda 2 pg/mL
Der p 6 kosuluna goére daha az bulunmustur. Bu durumun nedeni, epitel hiicrelerde Der p
6’e yanit olusturulmasi sirasinda MMP-9 ifadesini ve buna bagli olarak protein miktarini

azaltacak bir molekiiliin varlig ile iliskilendirilebilir.

MMP-12 i¢in elde edilen standart grafik Sekil 4.13’de verilmistir.
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Sekil 4.13. MMP-12 proteininin ELISA deneyi i¢in elde edilen standart grafigi

MMP-12 ELISA Kiti’nin hassasiyet aralig1 8-1000 ng/mL olarak tespit edilmistir. Deney
sirasinda toplanan 6rneklerden MMP-12 protein diizeyi ile ilgili sonu¢ alinmamistir. Bu

nedenle MMP-12 protein diizeyi 0 olarak kabul edilmistir.
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5. YORUM

Yapilan tez calismas1 kapsaminda brong epitel hiicrelerde serin proteaz, sistein proteaz ve
proteaz 6zellikte olmayan alerjenlerin MMP-2, -9 ve -12 iizerine olan etkileri RNA ve
protein  diizeyinde arastirilmistir.  Hiicrelere uygulanacak optimum alerjen
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla artan konsantrasyonlarda alerjen uyarimi
gergeklestirilmistir. Hiicrelerin canli kaldig1 ve sitotoksisitenin goriilmedigi dozu tespit
etmek icin MTT ve EtBr/kalsein boyama yontemleri kullanilmistir. Sonuglar
dogrultusunda Der p 1, 2 ve 6 icin kullanilacak uygun konsantrasyonlar segilmistir. 21
giin siiresince ALI kiiltiirde farklilastirilan BEAS-2B hiicreleri Der p 1, Der p 2 ve Der p
6 alerjenlerinin belirlenen konsantrasyonu ile 24 saat uyarilmistir. Uyarim sonucunda
RNA izolasyonu gerceklestirilmis ve hiicre siipernatanlari toplanmistir. Izole edilen
RNA’lar cDNA c¢evrilmis ve gergek zamanli PZR analizi gergeklestirilmistir. Hiicre
stipernatantlarinda ELIZA yontemi kullanilarak MMP-2, MMP-9 ve MMP-12 protein

diizeylerine bakilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen sonuclar asagida belirtilmistir;

e Der p 1’in farkli konsantrasyonlar1 i¢in yapilan MTT sonuglari, literatiir ile
uyumlu bulunmustur. Konsatrasyonla dogru orantili olarak hiicre canlilig

diigmiistiir. En belirgin diigiis 10 pg/mL konsantrasyonda gbzlenmistir.

e Der p 2 alerjeni ile yliksek konsantrasyonlarda (40 pg/mL) dahi hiicre canliligi
tizerinde diger alerjenlere gore etkisinin diislik oldugu saptanmigtir. En yiiksek
konsantrasyonda (40 pg/mL) uyarim yaptigimiz hiicrelerde canlilik %73,43

olarak tespit edilmistir. Sonuclarimiz literatiirle uyumlu olarak bulunmustur.

e Literatirde Der p 6 alerjeni ile yapilan MTT ve goriintiileme sonucu
bulunmamaktadir. Der p 6 ile hava yolu epitel hiicre ¢calimalar literatiirde sinirl

sayida olup verilerimizin literatiire katki1 saglayacagina inanmaktayiz.

e Serin proteaz 6zellikteki Der p 6 alerjeni ile 40 pg/mL konsantrasyonda uyarilan
hiicrelerde hiicre canlilig1 %60 olarak gozlenmistir. Uygulama sonrast Der p1 ve
Der p2 ile benzer hiicre canlilik oranlarinin gézlendigi Der p 6 konsantrosyonu

MMP deneyleri i¢in secilmistir.

e Hazirlanan deney sisteminde her alerjen i¢in 2 ve 10 pg/mL konsantrasyon

sec¢ilmistir. Bunun yaninda alerjenler 1s1 ile denatiire edilerek bu islem sonrasinda
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degisen gen ve protein ifadeleri de degerlendirilmistir. Bu kosullarin MMP-2,
MMP-9 ve MMP-12 ifadeleri iizerine olan etkileri karsilastirilmistir.

Der p 1 ile 2 ve 10 pg/mL uyarim sonrasinda MMP-2 ifadesinde anlamli bir
degisim gdzlenmemistir ancak 1s1 ile denatiirasyonu sonrasinda MMP-2 ifadesi
artmistir. Der p 1 molekiiliinlin {i¢ boyutlu yapisinin bozulmasinin farkli patern
tanima reseptdrleriyle etkilesime giren yeni epitoplarin ortaya ¢ikmasina yol

acmis olabilecegini diisiinmekteyiz.

MMP-12 ifadesi Der p 1 alerjeninin denatiire edildigi kosulda azalmistir. Bu
durumun molekiiler yapis1 bozulan alerjenin farkli bir molekiiler yolag1 aktive

etmesi sonucunda meydana geldigi diistiniilmektedir.

10 pg/mL Der p 2 alerjeni ile uyarilan hiicrelerde MMP-2 ifadesinde belirgin bir
artis gbzlenmistir. Bu artisin literatiirle uyumlu olarak NF-kB yolag: iizerinden

gerceklesmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Der p 2’nin 2 ve 10 pg/mL konsantrasyonda uyarimi sonrasinda MMP-9 ve MMP-
12 gen ifadelerinin degismedigi gozlenmistir. Der p 2 alerjeninin epitel hiicrede

aktive ettigi yolaklarin bu genler {izerinde etkisi olmadig: diisiiniilmiistiir.

Literatiirde serin proteaz alerjen olan Der p 6 uyarmm sonrasinda matriks
metalloproteaz genlerine bakilan bir calisma bulunmamaktadir. Tez kapsaminda
Der p 6 uyarimi sonrasinda MMP-2, MMP-9 ve MMP-12"nin gen ifadeleri ile

protein verileri, tezin 6zglin degerini olusturmaktadir.

Der p 6 uyarimi sonrasinda konsantrasyona bagli olarak MMP-2 gen ifadesinin
seviyesi artmustir. Is1 ile denatiirasyon sonucunda gen ifadesinde goriilen diisiisiin,

alerjeninin molekiiler yapisinin bozulmas ile iligkili oldugu diistiniilmektedir.

Der p 6 uyarimi sonrasinda MMP-9 ifadesinde konsantrasyona bagli olarak
anlaml bir fark gézlenmemistir. Der p 6’nin epitel hiicrede etkiledigi yolaklarin

MMP-9 ifadesini degistirmedigi sonucuna ulasiimigtir.

Der p 6 alerjeni uyarimi sonrasinda MMP-12 gen ifadesinin 10 pg/mL
konsantrasyonda arttig1 tespit edilmistir. Buradan yola ¢ikarak MMP-12
ifadesinde Der p 6 alerjeninin etkili oldugu diisiiniilmektedir. Is1 ile denatiire

edilen hiicrelerde anlamli olarak degisim gozlenmemistir.
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MMP-2 ve MMP-12 i¢in yapilan ELISA deneylerinde, hiicre disina salinan
protein miktarlarinin hassasiyet araliklarinin altinda kalmasi nedeniyle sonug

allamamastir.

Der p 1 uyarimi sonrasinda hiicre disina salinan MMP-9 miktar1 2 pg/mL’de 2747
pg/mL, 10 pg/mL’de 3282 pg/mL degerlerinde ¢ikmistir. MMP-9 protein
miktarinda oOlclilen bu artmanin Der p 1 konsantrasyonuna bagli oldugu

gorilmistr.

Der p 1 uyarimi sonrasinda hiicre disina salinan MMP-9 protein diizeyinde artig
gozlemlenirken gen ifadesinde diisme goriilmektedir. Hiicrelerde proteaz-proteaz
inhibitdrleri arasindaki dengenin saglanmasi amaciyla ifade olan genlerin, MMP-

9’un gen ifadesini diisiirerek denge olusturmaya ¢alistig1 diistiniilmektedir.

Der p 2 uyarimi sonrasinda 10 pg/mL konsantrasyonda MMP-9’un protein
miktarinda artig gozlenmis ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig tespit
edilmistir. Alinan bu sonuglar, hiicre disina salinan MMP-9 miktarinin Der p 2’nin

konsantrasyonuna bagli oldugunu gdstermektedir.

Tez galigmasi sirasinda bronsg epitel hiicre hat1 kullanilmistir. BEAS-2B hiicreleri
saglikli bireylerden alinan brons epitel hiicreler olduklar1 i¢in astimli hiicre
genetik alt yapisina ve astimli bireylerden alinan pirmer brons epitel hiicrelerin
mikro c¢evresine sahip degillerdir. Bu ¢alisma temel olarak alerjen proteazlarin
epitel hiicre kdkenli MMP’ler iizerine olan etkilerini gdsteren mekanizmayi
aciklamaya yonelik bir ¢calisma olup astim patogenezinde ve hava yolu yeniden
yapilanmasindaki rolii i¢in saglikli ve astimli bireylerden alinan primer brons

epitel hiicreleriyle daha ileri calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Calismanin diger bir kisitlayic1 yonii BEAS-2B hiicrelerinin primer brong epitel
hiicrelerinden farkli olarak ALI kiiltiirde 21 giin farklilastirma sonucunda TEER
diizeylerinde yiiksek artis gozlenmemsidir. Literatiirde BEAS-2B hiicrelerinde
farklilagma sonrasinda TEER artisinin sinirli oldugu bizim deneylerimize benzer

sekilde gosterilmisgtir.

Protein sonuglartyla RNA sonuglar1 arasinda tam bir korelasyon tespit
edilememistir. RNA ifadesindeki erken donem degisikligin 24 saat uygulama
sonrasinda goriilememis olmast muhtemeldir. Bu durumun uyarim sonrasinda

erken donem RNA cevabindan kaynaklanmis olabilecegi diisiintilmiistiir. 12 - 18
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saat olmak tizere iki farkli uyar1 zamanmi daha segilerek RNA diizeyindeki

farkliligin nedenlerinin arastirilmasi planlanmistir.

Tez kapsaminda yapilan deneyler dogrultusunda ALI-kiiltiir yontemi ile farklilastirilmig
brong epitel hiicrelerinin sistein proteaz alerjen Der p 1, proteaz 6zellige sahip olmayan
alerjen Der p 2 ve serin proteaz alerjen Der p 6 ile uyariminin MMP-2, MMP-9 ve MMP-
12 tizerinde farkh etkileri oldugu gosterilmistir. Astim patogenezinde etkili olan matriks
metalloproteazlarin farkli proteaz alerjen uyarimi sonrasi goriilen gen ve protein
ifadelerindeki degisiklikler ilk defa bu ¢aligma ile gosterilmistir. Is1 ile denatiire edilen
alerjenlerin uyarimi sonrasinda alinan farkli sonuglar, alerjenlerin 3 boyutlu yapilarinin

151 sonucunda degistigi ve bunun da MMP’leri etkiledigi diisiiniilmektedir.
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