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ÖZET 

 

HAVA YOLU EPİTEL HÜCRELERİNDE ALERJEN PROTEAZLARIN 

MATRİKS PROTEAZLARIN SALIMI ÜZERİNE OLAN ETKİLERİ 

 

 

Dilara KARAGÜZEL 

 

 

Yüksek Lisans, BİYOLOJİ Bölümü 

Tez Danışmanı: Doç. Dr. İbrahim Çağatay KARAASLAN 

Haziran 2019, 86 sayfa 

 

Astım, çocuklarda daha yüksek sıklıkta olmakla birlikte tüm yaş gruplarında görülen, son 

yıllarda ülkemizde de görülme sıklığı artmış olan önemli bir solunum yolu hastalığıdır. 

Astımı tetikleyen çevresel etkenlerin başında alerjenler gelmektedir. Alerjenlerin proteaz 

özellikte olanları 6 ana gruba (serin, sistein, treonin, aspartat, glutamat ve metalloproteaz) 

ayrılırken, proteaz özellikte olmayanları da mevcuttur. 

 

Alerjenlerin epitel hücre bariyerindeki reseptörler aracılığı ile veya meydana gelen hasar 

sonucu epitel bariyeri geçip vücuda girmesiyle başlayan inflamasyon durumu, epitel 

hücre hiperplazisi, epitel altı fibrosizi ve düz kas hücre hiperplazisi gibi çeşitli 

mekanizmaları aktifleştirerek hava yolu yeniden yapılanmasına (airway remodeling) 

neden olmaktadır.  

 

Hava yolu yeniden yapılanmasında, epitel hücre, fibroblast ve düz kas hücresinde görülen 

değişikliklerin yansıra ekstraselüler matriksin içeriğinde ve yapısında da bozulmalar 

meydana gelir. Bu bozulmalar kolajen, fibronektin, laminin ve agrekan gibi moleküllerin 
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yıkımı ile gerçekleşir. Hava yolu yeniden yapılanmasında bu moleküllerin kesiminde rol 

alan proteaz grubu matriks metalloproteazlardır. 

 

Çinko ile aktifleşen endopeptidazlar olan matriks metalloproteazlar (MMP’ler), 

ekstraselüler matriks elemanlarının üzerindeki parçalama etkilerinin yanında sitokin ve 

büyüme faktörleri gibi hücresel aktiviteyi düzenleyen moleküller üzerinde de etkilidir. 

Bu nedenle epitel hücre, fibroblast ve düz kas hücresi gibi farklı hücrelerde gerçekleşen 

metabolik olaylarda görev almaktadırlar. Günümüze kadar tanımlanan 28 matriks 

metalloproteaz arasından jelatin molekülünü kesen MMP-2 ve MMP-9’un ve kolajen 

molekülünü kesen MMP-12’nin astımda önemli rol oynadığı kanıtlanmıştır. MMP’lerin 

kaynak hücreler tarafından yeterli düzeyde ifade olmaması veya molekülleri parçalayarak 

gerçekleştirdikleri proteaz etkinliklerini tam olarak yerine getirememesi, ekstraselüler 

matriks üretimi ve akciğer fibrillerinin parçalanması arasındaki dengenin bozulmasına ve 

akciğerde yapısal bozulmaların görülmesine neden olur. Literatürde bronş epitel hücreleri 

ve MMP-9 ilişkisini gösteren yayınlar bulunmakla birlikte alerjen ile karşılaşma sonrası 

hava yolu epitel hücrelerinden salınan MMP-2 ve MMP-12 ile ilgili bilgiler son derece 

yetersizdir.  

 

Bu tez çalışmasında BEAS-2B bronş epitel hücreleri, Dermatophagoides pteronyssinus 

kaynaklı sistein proteaz özellikteki Der p 1, serin proteaz özellikteki Der p 6 ve proteaz 

özellikte olmayan Der p 2 alerjenleri ile ayrı ayrı uyarılmış ve uyarılma sonucu değişen 

MMP-2, MMP-9 ve MMP-12 seviyelerinde meydana gelen ifade farklılıkları gerçek 

zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kullanılarak RNA düzeyinde ve ELISA 

yöntemi kullanılarak protein düzeyinde araştırılmıştır. 

 

Sistein proteaz olan Der p 1’in, proteaz özellikte olmayan Der p 2’ninve serin proteaz 

özellikteki Der p 6’nın bronş epitel hücrelerine 24 saat uyarımı sonucunda MMP-2, 

MMP-9 ve MMP-12 gen ifadesini etkilendiği gösterilmiştir. Ayrıca ısı ile denatürasyona 

uğrayan alerjenlerin de MMP genleri üzerinde etkili olduğu görülmüştür. Der p 1 ve Der 

p 2 alerjenlerinin 24 saat uyarımı sonrasında hücre dışına salınan MMP-9 protein 

miktarını konsantrasyona bağlı olarak arttırdığı ancak Der p 6 alerjeninin düşürdüğü 

görülmüştür. Elde edilen bu sonuçlar doğrultusunda bronş epitel hücrelerin maruz kaldığı 
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alerjenlerin, proteaz aktiviteleri ve/veya epitel hücre reseptör etkileşimleri vasıtasıyla 

MMPlerin salımı üzerine etkili olarak hava yolu yeniden yapılanmasında rol oynadıkları 

sonucunu çıkarmak mümkündür.   

 

 

Anahtar Kelimeler: Alerjen proteaz, alerji, astım, bronş epitel hücresi, matriks 

metalloproteaz (MMP) 
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ABSTRACT 

 

 

THE EFFECT OF ALLERGEN PROTEASES ON MATRIX PROTEASES 

RELEASE IN AIRWAY EPITHELIAL CELLS 

 

 

Dilara KARAGÜZEL 

 

 

Master of Science, Department of MOLECULAR BIOLOGY 

Supervisor: Assos. Prof. İbrahim Çağatay 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 
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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 
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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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MIP-2   Makrofaj İnflamatuar proteini-2 

MMP   Matriks metalloproteazlar 

MTT   3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid 

NF-κB   Nüklear faktör kappa B 

NHBE   Normal insan bronş epitel hücresi 

NLR   Nod-benzeri reseptörler 

PAMP   Patojen ilişkili moleküler kalıplar 

PAR   Proteazla aktive olan reseptörler 

PBS   Fosfat tamponlu salin 

Per a    Periplaneta americana alerjeni  

PRR   Kalıp tanıma reseptörü 

PSME3  Proteazom aktivatör alt birimi 3 

RLR   Rig-benzeri reseptör 

RNA   Ribonükleik asit 

RNaz   Ribonükleaz 

RT-PCR  Geri transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu 
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qPCR   Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu 

SCCA   Skuamoz hücre karsinoma antijeni 

sICAM-1  Çözünebilir hücre içi adhezyon molekülü - 1 

TGF-ß   Transforme edici büyüme faktörü - ß 

Th   Yardımcı T hücre 

TIMP   Doku İnhibitörü Metalloroteaz 

TLR   Toll-benzeri reseptör 

TSLP   Timik stromal lenfopoietin 

VEGF   Vasküler endotel büyüme faktörü 

WHO   Dünya Sağlık Örgütü 

Zea m   Zea mays alerjeni  
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1. GİRİŞ 

Astım, solunum yolu inflamasyonu ve bronşiyal hiperreaktivite sonucunda akciğerde 

görülen patofizyolojik değişiklerle tanımlanan kronik bir hastalıktır. Hastalığa bağlı 

olarak görülen inflamasyon durumunda birçok hücre ve mediatör yer alır. Havayollarının 

inflamasyonu, akciğerde doku hasarına yol açarak hava akımı kısıtlanması, havayolu aşırı 

duyarlılığı ve kalıcı yapısal değişiklikleri kapsayan havayolu yeniden yapılanmasının 

(airway remodeling) ortaya çıkmasına neden olur. Buna bağlı olarak da astımlı kişilerde 

öksürük nöbetleri, hırıltı, nefes darlığı, göğüs sıkışması, acı veya baskı gibi semptomlar 

görülür. 

 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) güncel verilerine göre dünyada astımdan etkilenen kişi 

sayısı 330 milyondan fazladır.  Dünya genelinde astımla ilgili yapılan çalışmalarda 

çocuklarda görülen astım sıklığı (%9,4) yetişkinlere göre (%7,7) daha fazladır. 

Türkiye’de ise yetişkin ve çocuklar üzerine yapılan çalışmalar yaklaşık 4 milyon kişinin 

bu hastalıktan etkilendiği göstermektedir. Türkiye’de astım görülme sıklığı erişkinlerde 

%4,0 -4,8 iken bu oran çocuklarda %2,8-9,8 olarak görülmektedir. 

 

Alerjenlerin, egzersizin, iklim faktörlerinin, sigara dumanının, hava kirliliğinin, 

psikolojik faktörlerin ve çeşitli kimyasal maddelerin astım semptomlarının ortaya 

çıkmasında etkili olduğu literatürde gösterilmiştir. Semptomların ortaya çıkışı, solunan 

alerjenlerin akciğerdeki epitel hücrelere temas etmesi ile başlar. Alerjenin epitel hücreler 

tarafından ve bağışıklık sistemi hücreleri tarafından tanınması, cevap mekanizmasını 

oluşturacak mediatörlerin salımını tetikler. Oluşturulan cevap, bireyde astım 

semptomlarının görülmesinde etkili olur.  

 

Ev tozu akarı [House dust mite (HDM)] kaynaklı alerjenler, günlük yaşamda en çok 

maruz kalınan aeroalerjen tipidir. Atopik dermatit, alerjik rinit ve astım gibi alerjen 

kaynaklı rahatsızlıkların en temel kaynağıdır. En çok bilinen HDM türü 

Dermatophagoides pteronyssinus olup bugüne kadar 31 farklı alerjen grubu 

tanımlanmıştır. Bu alerjenlerin çoğu proteaz özelliğine sahip iken proteolitik etkiye sahip 

olmayan grupları da mevcuttur.  
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Proteazlar (peptidazlar ya da proteinazlar) peptit bağlarını hidrolizini gerçekleştiren 

enzimlerdir. Proteaz ailesinin üyeleri, birbirlerinden farklı katabolik mekanizmalara 

sahiptirler. Proteaz özellikteki alerjenlerin epitel hücreler arasındaki sıkı bağlantıları 

bozarak bu hücrelerin bariyer fonksiyonlarını azalttığı bulunmuştur. Proteazlar, aktive 

eden molekül ve sahip oldukları aminoasitlere göre gruplandırılmışlardır. Sistein proteaz 

grubundan olan HDM kaynaklı Der p 1, epitel hücreler arasındaki sıkı bağlantıları 

bozarak geçirgenliğini arttırırken IL-6 ve IL-8 gibi sitokinlerin salınımındaki artışta da 

etkilidir. Serin proteaz özellikteki Der p 6 ise PAR2 reseptörünü etkileyerek farklı 

moleküler basamakların aktivasyonunu sağlar. Proteaz aktiviteleri olmayan Der p 2 gibi 

HDM kaynaklı alerjenlerin de epitel hücreden granülosit koloni stimüle edici factör (G-

CSF), IL-6, IL-8, monosit kemotaktik protein 1(MCP-1) ve intraselüler adhezyon 

molekülü olan sICAM-1 salımında etkili oldukları belirlenmiştir. 

 

Metalloproteaz grubundan olan matriks metalloproteazlar (MMP) 28 üyeden oluşan ve 

esas görevi ekstraselüler matriksi parçalamak olan endopeptidazlardır. Zimojen adı 

verilen inaktif formda üretilen bu proteazlar, katalitik bölgesine bağlanan bir çinko iyonu 

ile aktifleşir. Yapı ve substrat özelliklerine göre arketipik (MMP-1, -3, -8, -10, -12, -13, -

18), jelatinazlar (MMP-2, -9), matrilisin (MMP-7, -26) ve furin-bağlı MMP’ler (MMP-

14, -15, -16, -17, -23, -24, -25) olmak üzere 4’e ayrılmıştır. Bu proteaz ailesi, insan 

vücudunun pek çok bölgesinde görev alır ve çeşitli hastalıklarda rol oynarlar.  

 

Geniş parçalama yetenekleri nedeniyle MMP’ler, hücreden çok düşük miktarda üretilip 

salınır ve aktiviteleri pozitif veya negatif olacak şekilde hem transkripsiyon sırasında hem 

de sonrasında kontrol edilir. Başta ekstraselüler matriks parçalanması olmak üzere 

inflamasyona, damar oluşumuna ve havayolu yeniden yapılanmasına katkıda bulunurlar. 

Alerjik astım durumunda vücuttaki MMP’lerin sayısının artması hava yolu tamir 

mekanizmasının işlevsizliğine ve alerjene verilen cevabın yetersiz kalmasına neden olur. 

Ortamda bulunan IL-17, IL-4, IL-13, IFN-γ ve TGF-ß gibi sitokinlerin yoğunluğu, MMP 

ifadesini etkiler.   

MMP’ler makrofaj, eozinofil, nötrofil ve T hücre gibi inflamatuar hücreler ile fibroblast, 

epitel hücre ve solunum yolu düz kas hücreleri gibi yapısal hücreler tarafından 

sentezlenir. MMP-2 ve MMP-9 çeşitli hücreler tarafından ifade olur ancak MMP-12’nin 

ifadesi makrofaj ve epitel hücreler ile sınırlıdır.  Astımlı bireylerde MMP-2, MMP-9 ve 

MMP-12 ile bu proteazların inhibitörü olan TIMP-1 arasındaki dengenin bozulması 
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sonucunda hava yolu yeniden yapılanması görülür. Bu durum, fibroz amfizem, 

trakeobronkomalazi gibi rahatsızlıkların görülmesine neden olur. 

 

Sonuç olarak, literatürde epitel hücreden salgılanan MMP’ler ve astım mekanizmasındaki 

rolleri ile ilgili bilgiler son derece kısıtlıdır. Hava yolu epitel hücrelerinin alerjen 

proteazlarla karşılaşma sonucunda, MMP’lerin salımındaki değişikliğin alerjenin proteaz 

özelliğine bağlı olup olmadığının bulunması, özellikle epitel hücre harabiyeti ve hava 

yolu yeniden yapılanmasının görüldüğü astım hastalığı için yeni tedavi yaklaşımları 

yönüyle son derece değerlidir.   
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2. GENEL BİLGİLER  

2.1. Astım 

Astım, ilk kez 19. yüzyılın başlarında tanımlanan ve günümüzde yaklaşık 330 

milyondan fazla kişide görülen en önemli akciğer hastalıklarından biridir [1]. Hava 

yollarında görülen kronik inflamatuar hastalık olarak da tanımlanan astımda, çevreden 

gelen alerjenlere (polen, hayvan tüyleri, virüs vb.) karşı hava yollarındaki aşırı 

duyarlılık sonucu hırıltı, nefes alamama, göğüste sıkışma ya da öksürük gibi 

semptomların biri ya da birçoğu görülür [2]. 

 

Astımda oluşturulan inflamatuar cevabın ilk adımı epitel hücreler tarafından 

gerçekleştirilir. Alerjenler, enfeksiyon, sitokinler ve kemokinler tarafından uyarılan 

epitel hücrelerinden sonra immün sistem hücreleri olan T hücreleri, mast hücreler, 

makrofajlar, eozinofiller ve nötrofiller de inflamatuar cevap oluşturulmasına dahil 

olurlar.  Oluşturulan cevap sonucunda hava yolu bazal membranında kalınlaşma, 

kolajen birikimi ve düz kas hücrelerinin hipertrofisi/hiperplazisi görülebilir [3].  

 

2.2. Astımın Dünyada ve Türkiye’de Görülme Sıklığı 

Astım görülme sıklığı son 50 yıl içerisinde artmış ve mekanizması günümüze kadar tam 

olarak açıklanamamıştır. Bunun nedeni astımın belirli bir yaş, cinsiyet, ırk ve etnik köken 

gözetmeksizin her bireyde farklı şiddette kendini göstermesidir [2]. Hastalık Kontrol ve 

Önleme Merkezi [Centers for Disease Control and Prevention (CDC)]’nin verilerine göre 

dünyada her 13 kişiden 1’inde astım semptomları görülmektedir. Sadece Amerika’da 7 

milyonu çocuk olmak üzere 25 milyon kişide bu hastalığa rastlanmaktadır. Astımın 

görülme sıklığı erkeklerde %6,5 iken, kadınlarda bu oran %9,1’dir. Bu durum 

hormonlara, stres koşullarına ve farklı inflamatuar cevaba bağlı olarak gerçekleşmektedir 

(Şekil 2.1) [4, 5].  
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Şekil 2.1.  Alerjenin epitel hücreye teması sonrası kadınlarda daha fazla sayıda 

görülen hücrelerin ve ifadesi artan sitokin, kemokin ve mediatörlerin 

gösterimi (K:Kadın, E:Erkek) [6] 

 

GINA 2018 raporuna göre 13 ve 14 yaşındaki çocuklarda astım prevelansının dünyada 

en yüksek görüldüğü bölgelerin başında Amerika, Avusturalya ve İngiltere gibi ekonomik 

açıdan gelişmiş ülkeler gelmektedir. Bu ülkeleri Rusya, Kanada ve Avrupa ülkelerinin 

çoğu takip etmektedir [7]. Gelişmiş ülkelerde şehirleşmeye bağlı olarak yaşam tarzının 

ve beslenme alışkanlıklarının değişmesi, çocukların daha az alerjenle karşılaşmalarına 

neden olur. Bu nedenle karşılaşılan farklı alerjenler, inflamatuar yanıtı tetikler ve 

çocuklarda alerjiye bağlı astım durumu görülür  (Şekil 2.2) [8, 9].  
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Şekil 2.2.    Dünyada 13-14 yaşındaki çocuklarda görülen astım prevelansı [7] 

 

Türkiye’de 4 milyona yakın bireyde astım bulgularına rastlandığı rapor edilmiştir. 

Epidemiyolojik çalışma sonuçları ülkemizde çocukluk çağında astımın görülme oranının 

%2,8-9,8, erişkinlerde ise %4,0-4,8 olduğunu göstermektedir [10]. Sağlık Bakanlığı’nın 

2017 yılı verilerine göre büyük şehirlerde ve sahil kesimlerinde astım prevelansı daha 

yüksektir [11].  

 

2.3. Astım Türleri ve Patogenezi 

Astımın, patolojik ve fizyolojik etkilerinin ortaya çıkmasında çevresel etkenler ve 

hastanın astıma genetik olarak yatkınlığı etkilidir. Çevresel etken olarak aeroalerjenler, 

gıda kaynaklı alerjenler, mikroorganizma kaynaklı alerjenler, hava kirliliği ve sigara 

dumanı gibi etkenler gösterilmektedir [12]. Hastanın genetik yatkınlığına, alerjenlere 

karşı ürettiği yanıta, çevresel etkenlere maruz kalma süresine ve yoğunluğuna göre 

astımın şiddeti değişmekte ve kronik hava yolu inflamasyonu ile sonuçlanan 

basamakların aktivasyonu görülmektedir [13]. 

 

Astımın atopik ve non-atopik ayrımı dışında hastalığın sıklığı, görülme yaşı ve 

semptomları gibi koşullar göz önüne alındığında birçok fenotip belirlenmiştir [14, 15]. 

Yeni tanımlanan fenotipler ise hastaların kanlarında veya bronkoalveolar sıvılarında 
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(BAL) bulunan T hücrelerinin farklılaşmalarına göre “T2-yüksek” ve “T2-düşük” olmak 

üzere iki endotip altında toplanmıştır [16, 17]. 

 

2.3.1. T2-Yüksek Endotip 

Havayolu Tip 2 immün cevapta bazofil, eozinofil, mast hücre, Tip 2 yardımcı T hücre 

(Th2), grup 2 doğal bağışıklık hücreleri-2 (ILC2) ve IgE üretiminde etkili olan B hücreler 

görülür [18]. Alerjenin epitel hücreye teması sonrasında alarmin olarak da adlandırılan 

timik stromal lenfopoietin (TSLP), IL-25 ve IL-33 sitokinleri salınır.  Çevresel etkenlerin 

epitel hücre ile teması ve hücrede oluşturdukları hasar sonucu salınan bu sitokinlerden 

IL-33 ve IL-25, ILC’leri aktive ederken, TSLP salımı ise dendritik hücrelerin alerjeni 

tanıması için öncül molekül olarak görev alır [19, 20].  Dendritik hücreler, alerjeni 

farklılaşmamış CD4+ T hücrelere sunar ve tip 2 yardımcı T hücre farklılaşması görülür. 

Th2 ve ILC üzerinden ilerleyen aktivasyon yolaklarında IL-4, IL-5 ve IL-13 sitokinlerinin 

salımında görülen artış, eozinofilik havayolu inflamasyonunun belirteci olarak kabul 

edilmiştir [21]. Aynı sitokinler, B hücre aktivasyonunda ve IgE dönüşümünde de etkilidir. 

IgE salımı, histamin ve sisteinil lökotrienler gibi inflamatuar mediatörlerin görülmesine 

neden olur. Bu durum, bronkospazm, ödem, mukus üretimi gibi astıma spesifik 

semptomların görülmesi ile sonuçlanır (Şekil 2.3) [22]. 

 

 

Şekil 2.3.     Alerjenin epitel bariyerle karşılaşma sonrasında astım patogenezini 

oluşturan basamakların ilerleyişi [23] 
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T2-yüksek endotip, kendi içinde 2 gruba ayrılmıştır; 

 

2.3.1.1. Erken Dönem Alerjik Astım 

Dünyada astım hastalarının yaklaşık %95’i ilk alerjik reaksiyonlarını 6 yaşından önce 

göstermektedir [24]. Bu dönemdeki çocuklarda alerjik astım semptomlarının görülmesi 

aile geçmişinde alerjik astım görülmesi, bakteri veya viral kaynaklı solunum yolu 

enfeksiyonu geçirilmesi ve sigara dumanına maruz kalınması gibi koşullara bağlıdır [25, 

26]. Ayrıca alerjik rinit ve atopik dermatit ile ilişkilendirilen bu astım fenotipinde, Th2 

kaynaklı egzama da görülmektedir [27]. 6 yaşındaki çocuklarda yapılan bir çalışmada 

rinovirus enfeksiyonu sonucunda görülen kuvvetli hırıltı (wheezing), astımla 

ilişkilendirilmiştir, ancak viral enfeksiyonlar ve astım arasındaki ilişki net olarak 

açıklanamamıştır [28, 29].  

 

2.3.1.2. Geç Dönem Alerjik Astım 

Erken dönemde görülen alerjik reaksiyonların yetişkinlik dönemlerinde başlaması, geç 

dönem alerjik astım fenotipi olarak adlandırılır. Literatürde ‘yetişkinlik dönemi’ni, 12 

yaşından 65 yaşına kadar ya da 40 yaş üstü olarak tanımlayan çalışmalar mevcuttur [30, 

31]. Erken dönem alerjik astımlı bireylere göre semptomları çok az bilinse de genel olarak 

zayıf prognoz, akciğer fonksiyonlarındaki düşüşün hızlı olması ve nefes alım 

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

 

2.3.2. T2-Düşük Endotip 

T2-düşük astım endotipi, CD4+ hücrelerinin Th1 veya Th17 hücrelerine farklılaşması ile 

tanımlanırken düşük eozinofil sayısı ile de belirlenmektedir.Yapılan çalışmalarda, 

çocukluk döneminde alerjik reaksiyonlara sahip olmayan ve yetişkinlik dönemlerinde 

orta dereceli astım semptomlarına sahip kişilerde astım tedavisi amacıyla verilen yüksek 

dozda kortikosteroidlere cevap alınamadığı görülmüştür [34]. Yapılan başka bir 

çalışmaya dahil edilen 378 hastanın BAL ve kan değerlerine bakıldığında 112 hastada 

yüksek nötrofil sayısı ve ekshale nitrik oksit (FeNO) tespit edilmiştir [35]. Bu durumun, 

kortikosteroid kullanımına bağlı olduğu düşünülse de tedavi sürecinde olmayan 
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hastalarda da nötrofil sayısında artış tespit edilmiştir [36, 37]. Bu sonuçlara bağlı olarak 

T2-düşük endotip, nötrofil sayısındaki artışa bağlı olarak da tespit edilebilmektedir.  

 

 

Şekil 2.4.    T2-düşük astım mekanizması [36] 

 

2.3.2.1. Nötrofilik Astım 

Nötrofilik havayolu inflamasyonu genellikle ağır astım, steroid dirençli astım ve iş 

kaynaklı astım durumlarında görülmektedir. Uyarılan epitel hücre yüzeyinde bulunan 

TLR4 ve CD14 reseptörleri nüklear faktör (NF)-κB aktivasyonunu gerçekleştirir. 

Ortamda sayıları artan monosit ve makrofajlar, dış çevreden etkilenen ve apoptoza 

uğrayan hücreleri fagosite eder ve bunun sonucunda salınan IL-8 kemokini, nötrofillerin 

gelmesini sağlar (Şekil 2.4) [38].  

 

Nötrofilik astımda görülen Th17 inflamasyonu, epitel hücrede IL-17 salımını uyarır ve 

hava yolu yeniden yapılanması, düz kas hipertrofisi ve mukusun aşırı üretimi ile 

ilişkilendirilir. Ancak Th17 hücrelerin varlığına rağmen T2-yüksek astım sitokinleri 
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salınabilir ve IL-8 ifadesi engellenerek nötrofillerin ortama gelmesi engellenebilir [39, 

40]. Bu nedenle Th17’nin ortamda bulunması, nötrofilik astım için tek başına bir belirteç 

olarak sayılmamaktadır. Daha çok bakteriyel ve fungal enfeksiyon sonucunda ifadesinin 

arttığı tespit edilen ve nötrofilik astımda Th1 ve Th17’den salınan IFN-γ’nın, T2 yüksek 

astıma göre daha fazla ifade olduğu bulunmuştur [41, 42].  Ayrıca astım, KOAH ve 

akciğer kanserine sahip 900’e yakın hastada yapılan çalışmada HDM gibi kapalı ortam 

alerjenlerinin de nötrofilik inflamazomu tetiklediği tespit edilmiştir [43, 44].  

 

2.3.2.2. Obezite İlişkili Astım 

Obezite ilişki astım, kadınlarda daha sık görülen bir astım fenotipidir [45]. Obezite ilişkili 

astımda rol oynayan mekanizmalara bakıldığında CD4+ T hücrelerden Th1 farklılaşması 

görülmüştür ancak aynı zamanda az miktarda eozinofile de rastlanmıştır[46]. Yağ 

dokusundaki inflamasyon sonucunda ifade olan ve IL-6 benzeri protein olan leptin, obez 

astımlı farelerde akciğer bütünlüğünün bozulmasına ve ağır alerjik havayolu 

inflamasyonunun görülmesine neden olmuştur [47, 48]. HDM alerjeni ile uyarılan 

farelerde yapılan bir çalışmada yüksek miktarda leptine bağlı görülen hava yolu 

reaktivitesinin kilo kaybı ile tersine çevrilebildiği gösterilmiştir [49]. Obezite ilişkili 

astımın mekanizmasında inflamasyonun kilo ile ilişkisi olmadığı tespit edilmiştir. 

Alerjenlere karşı obez hastaların verdiği tepkinin obez olmayanlara göre kuvvetli olması, 

alerjenlere duyarlılığın daha fazla olması ile açıklanmaktadır [50].   

 

2.4. Astım ve IgE  

IgE antikorunun, ilk olarak solucan, kurt (helmint) gibi patojenlere karşı üretildiği 

düşünülmüştür. Günümüzde ise alerjenleri  tanıyarak alerjik reaksiyonları başlattığı 

bilinmektedir [51, 52]. Vücuttaki epitel tabakaları altında bulunarak besin, hava ya da 

temas ile maruz kalınan alerjenlere karşı savunma görevi görür [53]. Dendritik hücrelerce 

alerjenin tanınması Th2 hücre farklılaşmasında etkili olur. Salınan IL-4, IL-5 ve IL-13 

sitokinlerinin yanında B hücreler tarafından alerjene spesifik IgE’lerin üretildiği görülür. 

IgE, ortamdaki mast hücreler tarafından hücre yüzeyinde ifade olan FcƐRI’e yüksek 

afinite ile tutunur. Tutunma sonucunda nötrofil proteaz, histamin ve proteoglikanlar gibi 

granüler mediatörlerin salımı gerçekleşir ve farklı sinyal yolakları aktifleşir [54, 55]. 

IgE’nin mast hücrelerin yanında bazofillerde de bulunan FcƐRI’e tutunması, FcƐRI 

ifadesini arttırırken monositlere ve dendritik hücrelere tutunması sonucunda ise IgE-
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FcƐRI bağı hücrelerdeki endozomal içerikle kırılır [56, 57]. Bu iki durumla bireydeki IgE 

seviyesi ve hücre yüzeyinde bulunan reseptörün ifadesi dengelenerek bireyin alerjene 

karşı hiperreaktivite göstermesi engellenir. 

 

2.5. Astım ve Havayolu Epitelinin İlişkisi  

Havayolu epitel hücreleri akciğerde hava ile dış ortamdan gelen alerjen, mikroorganizma, 

kimyasallar ve toksinler gibi çeşitli maddelerle karşılaşan ve bu maddelere karşı koruyucu 

rol üstlenen ilk hücrelerdir. Bu hücreler oluşturdukları fiziksel bariyerle birlikte 

yüzeylerinde bulunan patern tanıma reseptörleri (PRR) vasıtasıyla kimyasal bir bariyer 

rolü de üstlenirler [58]. PRR’lerin aktivasyonu ile bağışıklık sistemi hücrelerini harekete 

geçirecek mediyatörlerin salımının yanı sıra doğal bağışıklıkta etkili olan lizozim ve 

mukus salımı gerçekleşir.  Bu sayede PRR’ler tarafından tanınan moleküllerin 

havayolunda epitel dokuya zarar vermesi engellenir [59, 60]. Dendritik hücreler, epitel 

hücrelerin arasındaki sıkı bağlantılar arasından uzanarak epitel hücrelerle temas eden 

alerjeni tanır ve bağışıklık sistemini bu alerjene karşı harekete geçirir [61]. Yapılan 

çalışmalarda epitel hücreler üzerinde de bulunan PRR’lerin  ev tozu akarı (HDM) alerjeni 

ile uyarılması sonucunda alarminleri salgıladığı ve dendritik hücreleri ortama çağırdıkları 

bulunmuştur [62].  

 

İnflamatuar, mezenkimal ve epitel hücreler gibi çeşitli hücrelerde bulunan PRR’ler, hem 

ekzojen hem de endojen uyaranları tanımaya yönelik özelleşmişlerdir. Hasarlı, stres 

durumundaki veya ölüm yolağına girmiş hücrelerden salınan hasar-ilişkili moleküler 

kalıpları (Damage-associated molecular pattern-DAMP) ve mikrobiyal enfeksiyon 

durumunda patojen ilişkili mikrobiyal kalıpları (pathogen-associated molecular pattern-

PAMP) tanıyan PRR’ler, immün sistemin uyarıcı sinyal basamaklarını harekete geçirirler 

[63, 64]. Reseptör kinazlar, Toll-benzeri reseptörler (TLR) ve C-tip lektin reseptörleri 

(CLR) membrana bağlı bulunan PRR’ler iken NOD-benzeri reseptörler (NLR) ve RIG-I-

benzeri reseptörler (RLR) ise sitoplazmada serbest halde bulunmaktadırlar.   

Ekstraselüler ve intraselüler patojen kalıplarını tanıyan TLR’ler doğal ve adaptif immün 

basamaklarını harekete geçirecek olan sitokin sentezini ve salımını başlatır. Epitel hücre 

membranında bulunan TLR4, gram-negatif bakteriler üzerindeki lipopolisakkarit (LPS) 

yapılarını tanıyarak NF-κB yolağı üzerinden hücresel savunma mekanizmalarını harekete 

geçirir. Ayrıca son yıllarda yapılan çalışmalar TLR4’lerin hasarlı dokudan ya da nekrotik 

hücrelerden salınan endojen molekülleri de tanıdığını göstermektedir [65]. TLR4, 
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miyeloid farklılaşma faktörü-2 (MD-2) ile kompleks oluşturur ve bu kompleks,  TLR4’ün 

LPS ile indüklenen cevabı için gereklidir [66]. MD-2’nin moleküler yapısına benzerlik 

gösteren Der p 2 alerjeni de TLR4 ile kompleks oluşturabilmektedir. MD-2-eksik 

farelerde yapılan çalışmada Der p 2’nin tek başına doğal bağışıklık sistemini uyardığı 

görülmüştür [67]. Der p 2 alerjeni ile uyarılan epitel hücrelerde NF-κB ve MAPK 

yolakları üzerinden Th2 alerjik cevabı indüklenmektedir [68]. Yapılan çalışmalar, bu 

yolakların Der p 2’nin TLR4 ile oluşturduğu kompleks üzerinden gerçekleştiğini 

göstermektedir [69].  

 

Epitel hücrelerden salınan ve alerjik cevapta etkili olduğu bilinen önemli sitokinler TSLP, 

GM-CSF, IL-25 ve IL-33’tür. TSLP sitokini, dendritik, mast ve CD34+ progenitör 

hücrelerin aktivasyonunu sağlar ve alerjinin şiddetine göre Th2 tip inflamatuar cevapta 

etkili olur [70]. IL17E olarak da bilinen IL-25 sitokini, IL-4, IL-5 ve IL-13 salımını uyarır 

ve serumda yüksek IgE konsantrasyonu ile havayolu aşırı duyarlılığı görülür [71] . IL-

25’in seviyesinin epitel hücreden salınan MMP-7 tarafından kontrol edildiği MMP7-/- fare 

modelinde gösterilmiştir [72]. IL-33, astımlı kişilerin bronş epitel hücrelerinde yüksek 

miktarda bulunur ve akciğerdeki dendritik hücreleri harekete geçirerek Th2 tip hücresel 

cevabın oluşmasına katkı sağlar [73]. GM-CSF ise epitel hücreler de dahil olmak üzere 

farklı hücre tiplerinden salınır ve alerjik inflamasyonun düzenlenmesinde etkilidir.  HDM 

ile uyarılan astımlı fare modeli çalışmalarında GM-CSF’in akciğer eozinofil sayısı 

üzerinde etkili olduğu bulunmuştur [74].  

 

İmmün cevabın erken evrelerinde salınan kemokin ve sitokinlerin hava yolu 

inflamasyonuna ve bronşiyal aşırı duyarlılığına neden olduğu bilinmektedir. Sağlıklı 

bireylerde hava yolu epitel dokuda meydana gelen hasar onarılabilir. Astımlı bireylerde 

ise astım sıklığının artması ve kronik inflamasyon durumunun görülmesi, akciğer 

fonksiyonunu normalin altına düşürür. Silli epitel hücre sayısı azalırken apoptoza yatkın 

bazal epitel hücreler yüzeyde kalır [75]. Fibroblastlar ve miyofibroblastlarca üretilen 

kolajen ve proteoglikan gibi ESM elemanlarının sayısı artar [76]. Görülen bu bozulmalar 

hava yolu yeniden yapılanması (airway remodeling) olarak adlandırılmaktadır [77, 78]. 

Hava yolu yeniden yapılanmasının ortaya çıkışı, sigara dumanı veya havadaki partiküller 

gibi farklı uyaranlara maruz kalma süresine ve pro-inflamatuar moleküllerin üretilme 

sıklığına bağlıdır. Bu durum kişiden kişiye değişmekle birlikte, her inflamatuar süreç 

sonunda görülmemektedir [79]. Hava yolu yeniden yapılanması sırasında astımlı 
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bireylerin akciğer epitel hücrelerinde sıkı bağlantıları meydana getiren E-kadherin ve 

Kaveolin-1 molekülünün bozulduğu görülmüştür [80]. Bunun yanında düz kas 

hücrelerinde büyüme ve hücre göçü, üretilen ESM elemanlarının fazlalığı nedeniyle su 

kapasitesinin artması ve buna bağlı olarak bronşlarda kalınlaşma tespit edilmiştir [81]. 

Yapılan farklı çalışmalarda steroid tedavisi gören astımlı çocuklarda ve metakolin ile 

gerçekleştirilen bronko-konstriksüyon sonucunda havayolu yeniden yapılanması 

görülmüştür ancak elde edilen bu farklı sonuçlara neden olan mekanizma tam olarak 

açıklanamamıştır [82, 83]. 

 

 

Şekil 2.5.      Epitel hücreler arasındaki bağlantılar ve alerjen geçişi [84] 

 

Hücreler arasındaki sıkı bağlantı molekülleri ile alerjenin dokuyu geçmesi engellenir 

ancak astımlı kişilerdeki epitel hücre bariyeri hassastır (Şekil 2.5). Adhezyon 

elemanlarından biri olan E-kadherin ekstraselüler bölgede bulunan ve hücreler arasındaki 

bağlantıyı Ca2+ ile kuran bir moleküldür [85]. E-kadherinin ifadesinde meydana gelen bir 

azalma, dendritik hücreler tarafından tonik inhibitör sinyal yolu ile algılanır ve bunun 

sonucunda aktifleşen dendritik hücrelerin alerjene hassasiyeti artar [86]. Epitel hücrelerde 

TSLP ifadesinin artışı da alerjene olan duyarlılığı arttırır [87]. Zonula occludens-1 (ZO-

1) molekülü ise epitel hücre polarizasyonu için önemli bir sıkı bağlantı elemanıdır. Hava 

yolu epitel hücre hattı olan Calu-3 hücrelerinde yapılan bir çalışmada, IL-4 ve IL-13 
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sitokinlerinin ZO-1 molekülü üzerinden epitel hücreler arasındaki sıkı bağlantıları 

bozduğu bulunmuştur [88]. Ayrıca hücre-hücre bağlantıları arasında gerçekleşen 

kırılmalar HDM, polen veya mantar kaynaklı alerjenlerin proteolitik etkileri nedeniyle de 

gerçekleşebilir [89, 90].  

 

2.6. Astım ve HDM 

Astımın en bilinen etkenlerinden biri olan ev tozu akarları (HDM) bireyin kapalı 

ortamlarda en çok maruz kaldığı alerjenlerin kaynağıdır [91]. Yaşamları için sıcak ve 

tozlu ortamları kullanmaları nedeniyle ılıman iklime sahip yerlerde görülme yüzdeleri 

fazladır [92]. Genel olarak yüzden dökülen deri parçalarını ve diğer canlı kaynaklı 

biyolojik atıkları yiyerek yaşarlar [93]. Dünya popülasyonunun %1-2’lik kısmı HDM 

kaynaklı alerjenlerden etkilenmektedir ve bu alerjenler farklı özelliklere sahiptir.  HDM 

grubunu oluşturan Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) kaynaklı 31 alerjen, D. 

farinae (Der f) kaynaklı 20 alerjen, Blomia tropicalis (Blo t) kaynaklı 14 alerjen ve 

Euroglyphus maynei (Eur m) kaynaklı 5 alerjen bulunmaktadır [94]. Bu canlıların 

bağırsaklarında bulunan sindirime yardımcı enzimler, canlının atıklarıyla dışarıya verilir. 

Alerjik reaksiyonu başlatan asıl alerjenler olarak kabul edilen bu proteolitik aktiviteye 

sahip moleküller, genellikle solunum yoluyla alınır [95]. Küçük moleküller olmaları 

nedeniyle akciğerde kolaylıkla ilerlerler ve Th2 polarizasyonunu uyararak alerjik 

reaksiyonu başlatırlar [96, 97].  

 

HDM ilişkili alerjik reaksiyonların görülmesinde farklı koşullar etkilidir. Örneğin, 0-3 

yaş arası çocuklar ile yapılan klinik bir çalışmada HDM kaynaklı alerjik reaksiyonların, 

erken yaşlarda bu alerjenlere maruz kalınmasıyla ilişkili olduğu gösterilmiştir [92]. 

Yapılan bir başka çalışmada ise 0-5 yaş arasındaki çocuklarda yüksek veya düşük dozda 

HDM alerjenlerine maruz kalma sonucunda ileriki yıllarda HDM’ye karşı gösterdikleri 

alerjik reaksiyon tepkisi  düşmüştür [98]. Son yıllarda yapılan mikrobiyata çalışmalarında 

da bu konu üzerinde durulmuştur. In vivo ve in vitro koşullarda intranazal bölgenin ve 

dalak hücrelerinin Lactobacillus plantarum bakterisi ve HDM alerjeni ile uyarımı 

sonucunda HDM’ye karşı alerjik yanıt düşmüştür. Bunun yanında eozinofil hücrelerinin 

sayısında düşüş ve dalaktaki CD4+ hücrelerin Th1 hücrelere farklılaştığı tespit edilmiştir 

[99].  
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Çizelge 2.1     HDM alerjenlerinin gruplandırılması[100] 

 

HDM alerjenleri, sahip oldukları özelliklerine göre gruplandırılmıştır (Çizelge 2.1). Grup 

1 olarak adlandırılan sistein proteaz grubu alerjenler incelendiğinde Der p 1 ve Der f 1’in 

moleküler yapılarında benzerlik tespit edilmiştir  [91]. Son yıllarda yapılan çalışmalarda 

Der p 1 alerjeninin serin proteaz özelliği olduğu da bulunmuştur. Zimojen formu olan 

pro-Derp1 olarak üretilmektedir ancak pro kısmı kesilip aktif duruma geldiğinde alerjik 

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

alerjenleri epitel bariyerdeki sıkı bağlantıları bozarak hücre yıkımına neden olurlar. 

Proteaz özelliğe sahip olmayan ve MD-2 molekülüne moleküler olarak benzerlik gösteren 

Der p 2 ve Der f 2 gibi grup 2 alerjenleri ise TLR4 üzerinden alerjik reaksiyonları başlatır. 

 

Grup Fonksiyon Grup Fonksiyon 

1 Sistein proteaz 12 Kitinaz 

2 MD-2-benzeri lipit bağlayıcı 
protein 

13 Lipokalin 

3 Tripsin - benzeri serin proteaz 14 Vitellogenin /Apolipoforin-benzeri 

4 Amilaz 15 Kitinaz 

5 Lipit bağlayıcı protein 16 Gelsolin 

6 Kimotripsin-benzeri serin proteaz 17 EF-Ca2+-bağlayıcı protein 

7 Lipit bağlayıcı protein 18 Kitinaz 

8 Glutatyon-S-transferaz 19 Antimikrobiyal peptit 

9 Kollajenolitik-benzeri serin 
proteaz 

20 Arjinin kinaz 

10 Tropomiyozin 21 Lipit bağlayıcı protein 

11 Paramiyozin 22 Lipit bağlayıcı protein 
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2.7. Proteazlar 

Proteazlar, proteinleri parçalayan enzimlerdir. Virüs, bakteri ve parazit gibi düşük yapılı 

organizmalardan memeliler gibi gelişmiş sistemlere sahip yüksek yapılı organizmalara 

kadar farklı canlılarda bulunurlar. Proliferasyon, büyüme, inflamasyon ve yara iyileşmesi 

gibi birçok biyolojik yolak için öneme sahiptirler [102, 103]. Proteazlar, parçalama 

mekanizmalarına ve aminoasit dizilerine göre MEROPS (Proteaz, substrat ve proteaz 

inhibitörlerinin databazı) veri tabanında 6 temel gruba ayrılmış durumdadır. Bunlar; 

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

 

Alerjenler üzerine yapılan çalışmalar, mantar, bitki, hamamböceği ve HDM kaynaklı 

farklı alerjenlerin proteaz özelliğe sahip olduklarını göstermiştir [105-108]. Bu alerjenler, 

sahip oldukları katalitik aktivite ile yüzey proteinlerini ve endojen proteaz inhibitörlerini 

parçalayarak alerjik duyarlılaşma durumunda etkili olabilirler [109, 110]. Epitel hücre 

yüzeyiyle karşılaşan proteaz alerjenler, PAR-2’gibi reseptörleri aktifleştirerek ve hücreler 

arasındaki sıkı bağlantıları bozarak doğal bağışıklık cevabını başlatırlar  [111]. 

Proteazların aktivitesi, epitel hücreden ve doğal bağışıklık hücrelerinden salınan proteaz 

inhibitörleri ile dengelenir. 

 

2.7.1. Sistein Proteazlar 

Hem ökaryotlarda hem de prokaryotlarda bulunan sistein proteazlar, 20 familyadan 

oluşmaktadır [112]. Parazitlerde bulunan sistein proteazlar hemoglobin hidrolizinde, 

yüzey proteinlerinin işlenmesinde ve kan hücresi etkinliklerinde rol oynar. Memelilerde 

sistein proteazlar genelde lizozomal katepsinler olarak bilinir ve osteoporoz, AIDS, 

malarya, Afrika uyku hastalığı gibi bağışıklık sistemiyle ilişkili hastalıkların tedavisinde 

hedef olarak belirlenmişlerdir [113]. Zimojen formunda ifade olan sisteinler, oto-kataliz 

yolu ile aktifleşirler. Der p 1 alerjeninde de görülen oto-kataliz durumunun, ortamın pH 

değerine göre değiştiği ve asidik pH değerlerinde katalitik aktivitesinin arttığı tespit 

edilmiştir [114, 115].  

 

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

1 alerjenleri sistein proteaz özelliğine sahiptir. Bu proteazlar epitel hücreler arasındaki 
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sıkı bağlantıları bozarak hücreler arasındaki geçirgenliği arttırırlar [116]. Bireyde grup 1 

alerjenlerine karşı gerçekleşen reaksiyonlarda bağışıklık sistemi hücrelerinin farklı 

cevaplar verdiği bulunmuştur. Sistein proteaz özelliğindeki alerjenler, B-hücreleri 

üzerinde bulunan ve IL-2 salımında etkili olan CD25 reseptörünü etkisiz hale getirir. Bu 

durumda Th1 farklılaşması yerine alerjik reaksiyonların görülmesinde etkili olan Th2 

farklılaşması gerçekleşir [117]. Bir başka reseptör olan CD23’ün kesiminde de rol 

oynarlar ve IgE reseptörünün baskılanmasını inhibe ederek alerjene karşı daha fazla IgE 

üretilmesinde etkilidirler [118]. Der f 1 ile uyarılan B hücrelerinde de ROS-ERK ve p38 

yolakları üzerinden IL-8 salınır [119]. T hücrelerle yapılan bir çalışmada epitel bariyeri 

geçen sistein proteazların bu hücrelerin yüzeyindeki PAR-2’leri aktif hale getirdiği 

gösterilmiştir [120]. Akciğer epitel hücre hattı olan A549 hücrelerinde yapılan başka bir 

çalışmada ise sistein proteazların epitel hücre yüzeyindeki PAR-1’leri inaktive ederken 

PAR-2’leri aktive ettiği ve buna bağlı olarak IL-6 ve IL-8 sitokinlerinin ifadesinde artış 

olduğu tespit edilmiştir [121]. T2-yüksek fenotipte rol oynayan bazofiller de sistein 

proteaz alerjenler ile aktifleşirler. Kemik iliği bazofilleri kullanılarak yapılan in vitro 

deneylerde alerjenlerin proteolitik etkinliği ile IL-4 ve IL-13 sitokinlerinin salındığı 

gösterilmiştir [122, 123].  

 

2.7.2. Serin Proteazlar 

Serin proteazlar endoproteaz özelliğine sahiptir ve zimojen formunda üretilirler. Tüm 

canlılarda bulunurlar ancak miktarları türden türe farklılık gösterir [124]. Pankreastan 

salınan kimotripsin, tripsin ve elastaz enzimleri; pıhtılaşmada rol oynayan faktör 10 (X), 

11 (XI) ve 12 (XII) ile trombin ve plazmin enzimleri; ve doğal bağışıklık elemanları olan 

C1r, C1s, C4b ve C3b.Bb gibi kompleman molekülleri serin proteaz özelliği taşır [125, 

126]. 

 

Penicillum, Rhodotorula, Aspergillus, Cladosporium ve Culvularia gibi fungal kaynaklı 

serin proteaz alerjenler mevcuttur [127-129]. A549 ve 16HBE14o- akciğer epitel 

hücrelerinde yapılan çalışmada Penicillum kaynaklı Pen ch 13 alerjeni ile uyarım 

sonrasında okludin kesimi ve immün cevap oluşumunda etkili olan IL-8 ile TGF-1ß 

salımı görülmüştür [130]. Farelerde yapılan başka bir çalışmada Aspergillus kaynaklı Asp 

f 2 alerjeninin kendi başına etkili olmadığı görülmüştür. Asp f 13 alerjeni ile bir araya 
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geldiğinde ise akciğerde inflamatuar süreci başlattığı ve kanda eozinofil sayısının arttığı 

tespit edilmiştir [131]. Hamamböceği türü olan Periplaneta americana’dan elde edilen 

Per a 10 alerjeni de serin proteaz özelliğe sahiptir. BEAS-2B hücrelerinin ve Balb/c 

farelerinin Per a 10 alerjeni ile uyarımı sonrasında sıkı bağlantı molekülleri olan ZO-1 ve 

okludin molekülleri üzerinde etkili oldukları ve Th2 farklılaşmasını uyardıkları 

bulunmuştur [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 bağırsağında 

üretilen alerjenlerdir. Bu alerjenlerin pro/inaktif formunda üretildikten sonra Der p 1 

alerjeni tarafından aktif forma getirilirler [133, 134]. Bu gruplara dahil alerjenlerle 

yapılan çalışmalar, Der p 1 ile yapılan çalışmalara göre sınırlıdır. Bunun nedeni, HDM 

alerjenlerine duyarlı olan alerji hastalarında serin proteaz alerjenlere verilen IgE 

yanıtının, Der p 1’e göre düşük olmasıdır [135, 108]. Akciğer epitel hücrelerine 

uygulanan aktif haldeki bu alerjenlerin hücreler arasındaki sıkı bağlantı molekülleri olan 

ZO-1, okludin ve E-kadherini keserek havayolu yeniden yapılanılmasında etkili oldukları 

görülmüştür. Bu etki, epitel hücre yüzeyindeki PAR-2 reseptörünün aktifleşmesi ile 

gerçekleşir. Etkileşimin devamında ekstraselüler matrikse CCL17 ve TSLP salınır ve Th2 

hücre farklılaşması görülür [136, 137].  

 

Sistein proteaz özelliğe sahip Der p 1 ve Der f 1 alerjenlerinin yapılan çalışmalar ile serin 

proteaz özelliğine de sahip oldukları bulunmuştur. Der p 1 ve Der f 1 alerjenlerinin serin 

proteaz inhibitörü olan skuamoz hücre karsinoma antijeni 1 (squanous cell carsinoma 

antigens 1, SCCA1, SERPINB3) ve 2 (SCCA2, SERPINB4) varlığında CD25 molekülü 

üzerinde etkili olmadığı gösterilmiştir [138]. Serin proteazlarla aktive olan PAR-2 

reseptörünün, fare ve insanlarla yapılan deneylerde Der p 1 ile aktifleştiği ve meydana 

gelen epitel bariyer yıkımını bu durumla ilişkili olduğu saptanmıştır [139]. 

 

2.7.3. Treonin Proteazlar 

Treonin proteazlar, aktif bölgelerinde bulunan treonin (Thr) rezidüsüne sahip olan 

proteazlardır. Serin ve sistein proteazlarla ortak olarak aktif bölgelerindeki belirleyici 



 19

aminoasidin yanı sıra aktif alan nükleofiline sahiptir [140]. Ancak doğada serin ve sistein 

proteazlara göre daha az miktarda bulundukları tespit edilmiştir. Serin proteazlar 176, 

sistein proteazlar ise 150 üyeden oluşurken treonin proteazlar sadece 28 üyeden meydana 

gelmektedir [141, 142]. 

 

Doğada bulunan treonin proteaz alerjenlerin sayısı ise sınırlıdır. Forcimopyia taiwana 

(tatarcık) türü kaynaklı For t 1 alerjeni, sahip olduğu moleküler dizilimi nedeniyle treonin 

özelliğinin yanında serin proteaz özelliğine de sahiptir. 400’e yakın hastada yapılan 

çalışmada For t 1 alerjeni uyarımı sonrasında deride reaksiyon ve yüksek miktarda IgE 

tespit edilmiştir [143]. 

 

2.7.4. Aspartik Proteazlar 

Aspartik proteazlar, katalitik bölgelerinde 2 aspartat rezidüsüne sahiptir. Aspartik 

proteazlara memeli canlılarda bulunan pepsin, HIV proteaz, katepsin-E, renin, kimosin, 

gibi proteazlar örnek verilebilir [144]. Alzheimer hastalığında etkili olan ve yara 

iyileşmesi, apoptoz, kanser ve tümör gelişiminde rol alan katepsin D proteini de aspartik 

proteaz özelliğine sahiptir [145-147].  

 

Bla g 2 alerjeni, bağırsak gibi sindirim organlarında bulunur ve lizozomda bulunan A. 

aegypti kaynaklı Aed a 11 aspartik proteaz alerjeninden daha düşük miktarlarda 

bulunmaktadır [148]. Bla g 2 aspartik proteaz alerjeninin kedi ve HDM alerjenlerine 

kıyasla 10 ya da 100 kat düşük miktarlarının bile IgE üretimini arttırdığı bulunmuştur 

[149]. Aspartik proteazlarla benzer diziye sahip olmasına rağmen enzimatik olarak inaktif 

olması, Bla g 2 uyarımıyla gerçekleşen immünolojik yanıtı diğer proteaz etkili 

yolaklardan ayırır [150]. Yapılan bir çalışmada mantar alerjen reseptörü olan CLR’ler 

tarafından tanınarak bazofillerde IL-4 üretimini ve mast hücrelerden histamin salımını 

tetiklediği bulunmuştur [151].  

 

Periplaneta americana kaynaklı Per a 2 alerjeni de aspartik proteaz özelliğine sahiptir 

[152]. Tayvan’da yapılan bir çalışmada hamamböceğine alerjisi olan ağır astım 

hastalarında IL-8, GM-CSF, CCL-20 ve MCP-1 kemokin değerlerinin alerjik rinitli 
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hastalara göre yüksek olduğu tespit edilmiştir. Elde edilen bu veriler doğrultusunda P. 

americana kaynaklı alerjenler arasında Per a 2 alerjeninin en yüksek IgE bağlama oranına 

sahip olduğu görülmüştür [153]. Ekmek küfü kaynaklı Rhi o 1 alerjeninin, PBMC 

hücrelerine uygulanması sonrasında serumda bulunan IgE’ler tarafından tanındığı ve 

histamin salımını uyardıkları bulunmuştur. Ayrıca Bla g 2 alerjeni ile de çapraz-reaksiyon 

gösterdikleri tespit edilmiştir [154].   

 

2.7.5. Glutamik Proteazlar 

Glutamik proteazlar, asit peptidaz grubuna sahiptir ve asidik pH’da optimum aktiviteye 

sahiptirler [155]. Günümüze kadar yapılan çalışmalarda filamentli mantar türlerinde 

rastlanan glutamik proteazlar, bu mantarların büyümelerinde etkilidirler [156, 157]. 

 

2.7.6 Metalloproteazlar 

Metalloproteazlar, morfogenez, metabolizma, hücre döngüsünün düzenlenmesi, biyolojik 

olarak aktif hormon ve peptitler, hücre göçü ve adhezyon gibi birçok biyolojik süreçte rol 

oynarlar. MEROPS veri tabanına göre kendilerini aktifleştiren iyon sayısına ve sahip 

oldukları moleküler motife göre 14 klana ayrılmışlardır (MEROPS 

database; https://merops.sanger.ac.uk/). Bağlı metal olarak en sık çinko (Zn2+) iyonuna 

rastlansa da kobalt, nikel ya da manganaz gibi iyonların bağlanması ile aktifleşen 

metalloproteazlar da mevcuttur [158]. 

 

İnsanlarda en sık rastlanan metalloproteaz grubu olan MA, moleküler dizilerinde 

HEXXH motifine sahiptirler [159]. MA klanı dahilinde bulunan M3 (Nörolisin), M10 

(Matriks metalloproteaz), M12 (Astasin ve ADAM), M13 (Neprilisin), M41 (Paraplegin) 

ve M43 (Pappalisin) gibi aileler, insanlarda meydana gelen birçok biyokimyasal olayda 

rol almakta ve farklı hastalıklarla ilişkilendirilmektedirler [160-163]. 

 

Aspergillus fumigatus kaynaklı proteaz olan Asp f 5, metalloproteaz özelliği bulunan bir 

alerjendir. Farelerin Asp f 5 alerjenine maruz kalması sonrasında akciğer dokusunda Th2 

sitokinlerindeki değişim ELISA testi ile ölçülmüş ve IL-4 ve IL-13 seviyelerinde artış 
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tespit edilmiştir [164]. Bunun yanında akciğer epitel dokusu altındaki kolajen 

miktarındaki farklılıklar da bu alerjenin havayolu yeniden yapılanmasında rol oynadığını 

göstermektedir. 

 

2.8. Matriks Metalloproteazlar 

Matriksin olarak da bilinen matriks metalloproteazlar, ekstraselüler matriks parçalanması 

başta olmak üzere geniş bir fizyopatolojik süreçte önemli bir göreve sahiptir [165]. Bu 

proteaz ailesi 28 üyeden oluşmaktadır ve bunların 23’ü insan kaynaklıdır [166]. Epitel 

hücre, fibroblast, düz kas hücresi gibi yapısal ve nötrofil, makrofaj gibi inflamatuar 

hücrelerde ifade olan MMP’lerin çok az bir kısmı spesifik dokulardan ifade olur [167]. 

Temel yapılarında pro-bölge, katalitik bölge, C-terminal hemopeksin-benzeri bölge ve 

bağlayıcı (linker) bölgeye sahiptirler. N-terminal pro-bölgeleri, MMP’nin enzimatik 

aktiviteye başlamasını önleyici bir göreve sahiptir. İnaktif halde ifade olan MMP’ler, 

katalitik bölgelerine bağlanan çinko (Zn2+) iyonu ile aktifleşirler ve sahip oldukları ‘pro’ 

kısımları, diğer proteazlar veya MMP’ler tarafından kesilir. C-terminal hemopeksin 

benzeri bölgelerinin substratı tanıması ile aktivite gösterirler [168, 169]. Linker bölge ise 

katalitik ve C-terminal hemopeksin benzeri bölgeyi birbirine bağlar ve substratın 

parçalanması için bir bölge oluşturur  [170]. 

 

MMP’ler genellikle ekstraselüler matrikste bulunmaları ile bilinirler ancak istisna 

durumlar da mevcuttur. Endoplazmik retikulumda üretilen proteazlar, Golgi cisimciği ve 

sonrasında hücre dışına salınması için özgün protein sekans dizilerine sahiptirler. Ancak 

MMP-3, bu özgün sekans dizisine sahip olmadığı için hücre içinde kalırken, MMP-2 ise 

sahip olduğu farklı sekans bölgeleri nedeniyle hücre içindeki molekülleri de hedef alabilir 

[171, 172]. MMP’lerin hücre içi ve hücre dışındaki aktiviteleri birçok molekül tarafından 

düzenlenmektedir. IL-1, IL-4 gibi interlökinler, EGF (epidermal büyüme faktörü), HGF 

(hepatosit büyüme faktörü) ve TGF (transforme edici büyüme faktörü) gibi büyüme 

faktörleri ve inhibitörleri sayesinde negatif veya pozitif olarak kontrol edilebilirler [173].  

 

MMP’lerin temel görevi olan ekstraselüler matriks parçalanması, dokuda meydana gelen 

hücre göçü ve hücre büyümesi gibi olaylarda gerekli ortam şartlarının yaratılmasında 
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etkilidir. Ancak MMP’lerin aktivitesini uzun süre göstermesi doku harabiyetine neden 

olmaktadır. Astım hastalarında görülen hava yolu yeniden yapılanmasının nedenlerinden 

biri MMP’lerin yoğun aktivitesi sonucu görülen doku harabiyetidir. [174]. Bu durumun 

önlenmesi için proteazların aktivitesi hem transkripsiyon seviyesinde kontrol edilir hem 

de Metalloproteazların Doku İnhibitörleri (Tissue Inhibitors of Metalloprotease - TIMP) 

ifadesi ile ESM parçalanması kontrol altına alınır [175]. Günümüze kadar 4 farklı TIMP 

(TIMP-1, -2, -3, -4) tanımlanmıştır. Sahip oldukları N-terminal bölgeleri ile MMP’lerin 

katalitik bölgelerine bağlanarak proteazların aktivitelerini durdururlar. TIMP-1, 

membran-tip MMP’lerle (MMP-14, -16, -19, -24) zayıf bağlantı kurması dışında bütün 

MMP’leri inhibe edebilir [176]. TIMP-2 ve TIMP-3’ün ise MMP’lerle kurduğu bağ 

kuvvetleri aynıdır ancak TIMP-2 serbest halde bulunurken TIMP-3 matrikse tutunmuş 

haldedir. Diğer TIMP’lerden farklı olarak TIMP-4 kalp, beyin ve iskelet kası gibi sınırlı 

dokularda bulunmaktadır [177]. TIMP’ler, sahip oldukları inhibisyon etkilerinin yanı sıra 

pro-MMP-2 ve pro-MMP-9 ile de bağ oluşturarak bu proteazların aktivasyonlarını 

düzenlerler [178, 175].   

 

2.8.1. Matriks Metalloproteazların Görevleri 

Ekstraselüler matriks, kolajen, jelatin, elastin, proteoglikan ve glikoproten gibi 

moleküllerden oluşur. Yapısal olarak önemli olan kolajen ve elastin, MMP’lerin tanıdığı 

temel substratlardandır. Bu molekülleri tanıması ile gerçekleştirdikleri proteolitik aktivite 

sonucunda birçok fizyolojik olay için ortam hazırlanmış olur. Dokuda meydana gelen 

yaralanma sorasında hücre göçü, aktivasyonu, çoğalması ve etkinliği, MMP’lerin 

ortamdaki miktarına bağlı olarak değişiklik göstermektedir. Bu nedenle MMP’ler 

inflamatuar süreç için de önem teşkil eder [179]. 
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Şekil 2.6. İnflamasyon durumunda MMP’ler [180]  

 

İnflamasyon ve hücre cevabında rol oynayan sitokin, kemokin ve büyüme faktörü gibi 

sinyal moleküllerinin bazıları MMP’ler tarafından uyarılır veya aktif hale getirilir (Şekil 

2.6). CC- ve CXC- motifine sahip kemokinler üzerinde etki göstererek de ifadelerini 

düzenler ve inflamatuar sürecin bireye zarar vermeyecek şekilde devam etmesini sağlarlar 

[181]. Fareler üzerinde yapılan bir çalışmada jelatinaz ailesinden olan MMP-9’un nötrofil 

uyarıcı sitokin olan IL-8, granülosit uyarıcı protein-2 (GCP-2) ve epitel hücre kaynaklı 

nötrofil aktivasyon peptidi-78 (ENA-78)’in ifadesini arttırdığı bulunmuştur. MMP-8’in 

IL-8 üzerindeki etkisinin ise MMP-9 ile aynı ancak GCP-2 ve ENA-78 üzerindeki 

etkisinin daha düşük olduğu aynı çalışmada gösterilmiştir [182].  

 

Sitokinlerin kesiminde rol oynadıkları gibi sitokinlerin bağlandığı reseptörleri de keserek 

düzenleyici etki gösterirler. Pro-inflammatuvar sitokin olan IL-1ß, hücreden pro-IL-1ß 

şeklinde salınır. MMP-2,-3 ve -9 bu sitokinin pro kısmını keserek aktif hale getirebilir. 

Aynı zamanda MMP-1, -2, -3 ve -9 aktif olan IL-1ß’yı keserek inaktif fragmentler haline 

getirebilir [181]. T hücrelerin devamlılığı için hücre yüzeyinde bulunan reseptör CD25 

molekülünün IL-2 ile bağlanması gerekmektedir ancak kanserli dokuda yapılan bir 

çalışmada MMP-9’un CD25’i kestiği ve T hücre aktivasyonunun önlendiği gösterilmiştir 

[183].  
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Yara iyileşmesi sırasında meydana gelen süreçte de MMP’lerin etkili olduğu 

bulunmuştur. ESM molekülleri üzerinde gerçekleştirdikleri etki ile hücrelerin hasarlı 

bölgeye hareketini kolaylaştırırlar. Epitel hücrelerde bulunan Gelactin-3 molekülü 

hücreler arasındaki bağlantıyı bozabilir ve yara iyileşmesi üzerinde etkilidir. Retinal 

epitel hücrelerde Gelactin-3 molekülü üzerinden gerçekleşen MMP-9 ifadesinde düşüş 

gözlenmiş ve yara iyileşmesinin tam olarak gerçekleşmediği tespit edilmiştir [184]. 

MMP-3, eklem bölgelerinde bağlayıcı doku büyüme faktörü (CTGF) üzerindeki etki ile 

eklem rahatsızlığı sonucu meydana gelen doku hasarının düzenlenmesini gerçekleştirir 

[185]. 

 

2.8.2. Matriks Metalloproteazların Gruplandırılması  

MMP’lerin ilk gruplandırılması, sahip oldukları moleküler yapıları, substrat özellikleri ve 

aktivasyon mekanizmalarına göre yapılmıştır. Buna göre temelde 4 ana gruptan 

oluşmaktadırlar. Bunlar: arketipik MMP’ler, matrilisinler, jelatinazlar ve furin-bağlı 

MMP’lerdir (Çizelge 2.2) [168, 186].  
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Çizelge 2.2. Sahip oldukları bölgelere ve substratlarına göre MMP’lerin 

gruplandırılması 

Grup Alt grup MMP Substratları  

Arketipik 

MMP’ler 

Kolajenazlar 

 

1 Kolajen tip-I, II, III, VII, 

VIII, X, jelatin, agrekan, 

serpin, tenaskin-C 

8 Kolajen tip-I, II, III, V, 

VII, VIII, X, jelatin, 

agrekan, elastin, laminin 

13 Kolajen tip-I, II, III, IV, 

jelatin, agrekan, 

fibronektin, laminin 

18 Kolajen tip-I, II, III, 

jelatin 

Stromelisinler 

 

3 Kolajen tip-II, III, IV, IX, 

X, XI, jelatin, agrekan, 

elastin, dekorin, laminin, 

proteoglikan 

10 Kolajen tip-III, IV, V, 

jelatin, agrekan, elastin, 

laminin 

Diğer MMP’ler 

 

12 Kolajen tip-IV, jelatin, 

fibronektin, elastin, 

laminin 

19 Kolajen tip-I, IV, jelatin, 

fibronektin, agrekan, 

nidojen, laminin, tenaskin 

20 Kolajen tip-V, kıkırdak 

oligomerik protein, 

amelojenin  

27  -  

Jelatinazlar Jelatinazlar

 

2 Kolajen tip-I, II, III, IV, 
V, VII, X, IX, jelatin, 
elastin, agrekan, laminin, 
fibronektin, proteoglikan 
bağlayıcı protein, 



 26

versikan, nidojen, 
proteoglikan 

9 Kolajen tip-I, II, III, IV, 
V, VII, X, IX, jelatin, 
elastin, agrekan, laminin, 
fibronektin, proteoglikan 
bağlayıcı protein 

Matrilisinler Matrilisinler 

 

7 Kolajen tip-IV, X, jelatin, 
agrekan, enaktin, elastin, 
laminin 

26 Kolajen tip-IV, jelatin, 
fibrinojen, fibronektin, 
vitronektin 

Furin-Bağlı 

MMP’ler 

Sekrete olan MMP’ler 

 

11 Agrekan, fibronektin, 
laminin 

 21 - 

 28 - 

 Tip I Transmembran MT-MMP’ler 

 

14 Kolajen tip-I, II, III, 
jelatin, agrekan, fibrin, 
fibronektin, tenaskin, 
vitronektin, 

 15 Kolajen tip-I, jelatin, 
agrekan, laminin, 
fibronektin, tenaskin, 
vitronektin, nidojen 

 16 Kolajen tip-I, agrekan, 
laminin, perlekan, 
fibronektin 

 24 Jelatin, dermatin sülfat, 
kondroitin sülfat, N-
kadherin, fibrin 

 GPI bağlı MMP’ler

 

17 Jelatin, fibrin 

 25 Kolajen tip-IV, jelatin 

 Tip II Transmembran MT-MMP’ler 

 

23 Jelatin 
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2.8.2.1. Arketipik MMP’ler 

Arketipik MMP’ler içerisinde bulunan kolajenazlar grubu, MMP-1, MMP-8 ve MMP-13 

proteazlarından oluşur ve substratlar; interstitiyal kolajen tip I, II ve III’tür. Yara 

iyileşmesi sırasında kolajenazların da içinde bulunduğu birçok MMP’nin ifadesinin 

arttığı tespit edilmiştir [187]. Geniş substrat tanıma kapasitesine sahip olan MMP-1’in 

akciğer epitel hücrelerinde sigara dumanı koşullarına karşı hassas olduğu ve bunun 

ERK1/2-bağlı mekanizma ile gerçekleştiği bulunmuştur [188]. Astımlı hastalardan alınan 

fibroblastlarda yapılan bir başka çalışmada da artan MMP-1 ifadesine rastlanmış ancak 

bu durum hastaların FEV ve metakolin değerleri ile uyum göstermemiştir [189]. MMP-

8, bazı kemokinler ve serin proteaz inhibitörleri gibi kolajen olmayan substratları 

kesmeleri ile özelleşmiştir. Nötrofillerin matürasyonu sırasında granüllerden salınarak 

inflamasyon sürecinde düzenleyici olarak davranır [190]. MMP-8-/- farelerde yapılan 

çalışmada, deride meydana gelen yaranın iyileşmesinin uzun sürdüğü ve inflamatuar 

cevabın normale göre daha fazla olduğu bulunmuştur [191].  MMP-13, ekstraselüler 

matrikste bulunan temel kolajenleri kesmesi nedeniyle tümör gelişimi çalışmalarında 

incelenmektedir ve meme kanseri oluşumu sırasında ifadesinin artması nedeniyle meme 

kanser markırı olarak belirlenmiştir [192]. 16HbE14o- ve NHBE hücrelerinde yapılan 

çalışmada epitel bariyeri etkileyen poliinosinik:polistidilik asit uyarımı sonrasında epitel 

hücre kaynaklı MMP-13’ün yara iyileşmesini sınırlayan faktör olduğu bulunmuştur 

[193]. 

 

MMP-3 ve MMP-10 ise stromelisinler grubunu oluşturur ve laminin, fibronektin, elastin 

kolajen tip II, III, IV ve V moleküllerini tanırlar. MMP-3, inaktif haldeki kolajenazları 

(pro-MMP-1, pro-MMP-8 ve pro-MMP-13) ve pro-MMP-9’u tanır ve pro bölgelerini 

keserek aktif hale getirir [194, 195]. Pro-IL-1ß sitokini ve sıkı bağlantı moleküllerinden 

olan E-kadherinler üzerinde de etkilidir. MMP-3-/- fareler kullanılarak yapılan bir çalışma 

sonucunda MMP-3’ün LPS-etkili kan-beyin bariyerinin geçirgenliğini düzenleyerek 

nötrofil ve ve monositlerin inflamasyon bölgesine geçmesini sağladığı bulunmuştur 

[196]. MMP-10, Huntington Hastalığı’nda etkili olan Huntingtin proteinini (HTT) 

substrat olarak tanıması özelliği ile öne çıkmaktadır ve yapılan çalışmalar kısıtlıdır [197]. 

Stromelisinlerle benzer yapısal özellikleri taşıyan MMP-11, stromelisin-3 olarak da 

adlandırılmasına rağmen moleküler özellikleri bakımından furin-bağlı MMP’ler 

grubunda bulunmaktadır. 



 28

MMP-12, -19, -20 ve -27, sahip oldukları protein sekansı ve substrat özellikler nedeniyle 

herhangi bir alt gruba dahil edilememişlerdir. MMP-12, sıklıkla makrofaj ve epitel 

hücrelerde ifade olduğu görülmekte ve elastolitik enzim olarak bilinmektedir. Moleküler 

yapısı itibari ile hücre membranına tutunmasını sağlayacak bir kısma sahip değildir ancak 

hem pro-MMP-12’nin hem de aktif haldeki MMP-12’nin membrana tutunarak hücre içine 

girdiği HeLa hücrelerinde gösterilmiştir [198, 199]. Makrofaj kaynaklı MMP-12’nin 

enfekte edilmemiş HeLa ve 1HAEo- insan akciğer hücrelerinin içinde çekirdeğe girerek 

DNA üzerinde proteozom aktivatör kompleks altbirim 3 (PSME3)’e tutunduğu 

gösterilmiştir [200]. Makrofaj kaynaklı bir proteaz olması nedeniyle literatürde sıklıkla 

enfeksiyon ilişkili çalışmalara rastlanmaktadır. MMP-12 eksik farelerde yapılan 

çalışmada bakteriyel enfeksiyon sonrasında akciğer hücrelerinde ölüm görülmesi, 

makrofajların antibakteriyel etkisinde MMP-12’nin rolü olduğunu göstermektedir [201]. 

MMP-19, fraktalkin olarak adlandırılan ve epitelyal hasara neden olan dekstran sülfat 

sodyum (DSS) etkisini engelleyen CX3CL1 kemokinini de tanır. MMP-19-eksik 

farelerde yapılan çalışmada, fraktalkin kemokininin aktif hale getirilmemesi, nötrofil ve 

makrofaj üzerinde bulunan CX3CL1 reseptörünün boş kalmasına ve immün hücrelerin 

etkinliğinin azalmasına neden olmuştur [202]. MMP-20, diş oluşumu sırasında dental 

papilanın ameloblast ve odentoblastlarında ifade olur ve ilk olarak domuz dental 

organında bulunmuştur. MMP-27 ise tavuk embriyosunda tespit edilmiş ve jelatin ve 

kazeini substrat olarak kullandığı bulunmuştur. İnsan B-lenfositlerinde yüksek oranda 

bulunan MMP-27 hakkında literatür bilgileri kısıtlıdır [168]. 

 

2.8.2.2. Matrilisinler 

Matrilisinler, C-terminal hemopeksin bölgeleri olmamaları nedeniyle moleküler olarak 

daha basit bir yapıya sahiptirler. Laminin, fibronektin, tip IV kolajen, elastin entaktin gibi 

ESM moleküllerinin kesimini gerçekleştirirler. Bazı durumlarda kazein ve jelatini de 

tanıdıkları bulunmuştur [203].  

 

Akciğer, bağırsak, böbrek ve kornea gibi epitel hücrelerden oluşan mukozal yapıya sahip 

dokularda özellikle de hasar durumunda ifadesi artan MMP-7, epitel hücre dokusunun 

yeniden oluşması (re-epitelizasyon) aşamasında etkilidir [204]. Epitel hücre yüzeyinde 

bulunan sindekan-1 ve e-kadherin moleküllerini tanıyıp proteolitik etkisini 
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gerçekleştirmesi ve bunun sonucunda hasarlı hücrelerin uzaklaştırılıp hücre göçünün 

meydana gelmesi, re-epitelizasyon araştırmalarında MMP-7’nin rolüne dair bulunan 

önemli sonuçlardandır [205, 206]. Ayrıca dokuda meydana gelen hasar sonucunda 

ortamdaki CXCL1(IL-8) kemokini ile bağ kuran sindekan-1 molekülünün MMP-7 

tarafından kesimi, nötrofillerin hasarlı dokuya geçişini kolaylaştırmaktadır [181]. Tümör 

gelişimi sırasında ESM moleküllerinin üzerinde olan etkisini arttırarak normalden fazla 

molekülün kesimine neden olur. Bu durum, hücrelerden pro-MMP-2 ve pro-MMP-9 

salımıyla ve tümör gelişimi için uygun ortamın hazırlanmasıyla sonuçlanır [207].  

 

MMP-26’nın, insanlarda uterus, plasenta, böbrek, gastrointestinal bölge ve epitelyal 

kornea bölgelerinde görülen kanserli dokularda ifade olduğu bulunmuştur [208-210]. 

Sahip olduğu farklı moleküler yapısı ile diğer MMP’lerden ayrılır. Linker ve hemopeksin 

benzeri bölgesi bulunmayan MMP-26, pro-enzim halinin düzenlenmesinde etkili olan 

sistein bölgesine de sahip değildir [211].  

 

2.8.2.3. Jelatinazlar 

Denatüre olmuş kolajenler olarak da bilinen jelatinler, MMP-2 ve MMP-9 tarafından 

substrat olarak tanınır ve kesilirler. Moleküler yapılarında sahip oldukları kolajen 

bağlayıcı bölge (CBD) ile substratları üzerinde etkileri artmış olur. Fibroblastlarda 

lipoprotein reseptör-ilişkili protein-1’in düşük seviyede olması, MMP-2 ve MMP-9’un 

düzenlenmesinde etkilidir ve aynı zamanda ekstraselüler matrikste bulunmalarına rağmen 

endositoz mekanizması ile hücre içine geri dönmelerinde de rolü olduğu gösterilmiştir 

[212, 213]. Solli ve ark. yaptığı çalışmada bu durum göz önüne alınarak akciğer 

hücrelerinin de dahil olduğu birçok farklı dokuda zimografi yöntemi kullanılarak MMP-

2’nin konumu belirlenmeye çalışılmıştır. Buna göre hepatosit, böbrek tübül hücreleri, 

kardiyak miyositler ve ağız epitel hücrelerinde MMP-2’nin hem hücre içinde hem de 

hücre dışında olduğu bulunmuştur [214]. MMP-9 ise fare lökositlerinde ve insan 

nöroblastoma hücrelerinde tespit edilmiştir ancak hücre içine nasıl ulaştığı tam olarak 

açıklanamamıştır [215, 216]. Jelatinazlar, re-epitalizasyon ve hücre göçü çalışmalarında 

en sık araştırılan proteazlardır.  
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MMP-2, tümör gelişiminin erken fazlarında tespit edilmesi nedeniyle genellikle tümör 

oluşumu ile ilişkilendirilmiştir. Meme kanseri, özafagus kanseri ve beyin kanseri 

çalışmalarında incelenen MMP-2’nin tümör yayılmasında önemli bir rolü olduğu ve bu 

nedenle yayılmacı tümörlerde ifadesinin yüksek olduğu tespit edilmiştir [217, 218]. 

Kanserli mide hücre hattı olan SNU-5 ile yapılan çalışmada VEGF (Vasküler endotel 

büyüme faktörü)’nin ifadesinde görülen değişikliklerin MMP-2 seviyesi ile doğru orantılı 

olduğu bulunmuştur [219]. Aktivatör protein-1 transkripsiyon bölgelerinin eksik olması 

nedeniyle birçok pro-inflamatuar molekül, MMP-2’nin ifade seviyesini 

etkileyememektedir [220]. Fare modellerinde yapılan bir çalışmada Staphylococcus 

aureus kaynaklı enfeksiyon durumunda MMP-2 aktivitesinin durdurulması, pro-

inflamatuar süreçte rol oynayan TNF-α, IFN-γ ve IL-6 sitokinlerinin de ifadesinde düşüşe 

neden olmuştur [221]. 

 

Alzheimer ve Parkinson gibi hastalıklarda tespit edilen MMP-9, inflamatuar ve 

nörodejeneretif hastalıklarla ilişkilendirilmiştir [222, 223]. Başta makrofaj ve nötrofil 

olmak üzere, epitel hücre, mast hücre ve fibroblastlar tarafından ifade edilebilir. Akciğer 

inflamasyonu ve doku hasarında gen ifadesinin arttığı tespit edilen MMP-9, KOAH, 

anfizem, pulmoner fibrosis ve astım gibi havayolu hastalılarının erken teşhisinde belirteç 

olarak kullanılmaktadır [224-226]. Yaşları 6 ile 14 arasında değişen astımlı çocuklarda 

yapılan bir çalışmada, hastalardan alınan tükürük, kan ve bronkoalveolar sıvılarda MMP-

9 ifadesinin astımın şiddetine göre artış gösterdiği tespit edilmiştir. MMP-9 ile ilişkili 

olan IL-8 ve inhibitörü olan TIMP-1 seviyelerin de de artış bulunmuştur [227].  

 

2.8.2.4. Furin-Bağlı MMP’ler 

Furin-bağlı MMP’ler, sahip oldukları pro bölgelerini endopeptidaz olan furin 

molekülünün bağlanması ile kaybederler ve bunun sonucunda aktifleşirler. Furin tanıma 

bölgelerinin yanında yapılarında sahip oldukları farklı bölgeler ile kendi aralarında 

ayrılırlar.  

 

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

proteazları bulunur. MMP-11 insanlarda en fazla plasenta, uterus ve meme dokusunda 
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görülür. Tümör gelişimi, inflamasyon ve yara iyileşmesi gibi fizyolojik durumlarda ifade 

olduğu tespit edilmiştir. Embriyogenezin farklı aşamalarında ifade olduğu bilinen MMP-

21 hakkında kapsamlı araştırma bulunmamaktadır. MMP-28, en son bulunan MMP olup 

akciğer, beyin, kalp gibi dokularda sağlıklı bireylerde ifade olduğu bulunmuştur. E-

kadherin molekülünün hücrede azalması MMP-28-etkili-EMT’nin görülmesinde etkilidir 

[228]. İnflamatuar süreçte etkili olan makrofajların, hem P. aeruginosa ile hem de 

bleomisin ile gerçekleştirilen epitel hasarı sonrasında MMP-28 etkisi ile M2 fenotipe 

dönüştüğü bulunmuştur [229]. 

 

MMP’ler genellikle ekstraselüler matrikste serbest halde bulunmasına rağmen MT-

MMP’ler C-terminal bölgelerinde sahip oldukları zengin hidrofobik alan ile hücre 

membranına tutunurlar. Moleküler yapılarına göre ikiye ayrılırlar. Tip-I Transmembran 

MT-MMP’ler uzun hidrofobik kısımlarının devamında sitoplazmik bir kuyruğa sahiptir. 

MMP-14, tanıdığı kolajen, fibronektin ve laminin gibi ESM elemanlarının yanında CD44, 

transglutaminaz ve sindekan-1 gibi molekülleri tanıyarak hücre gelişim aşamalarının 

düzenlenmesinde rol oynar. Fareler üzerinde yapılan bir çalışma ile MMP-14’ün, akut 

havayolu hasarı sonrasında bronş epitel hasarının iyileşmesi ve epitel hücre çoğalmasında 

etkili olduğu gösterilmiştir [230]. MMP-14-eksik fare modelinde yapılan çalışma 

sonucunda inflamatuar sürecin negatif düzenleyicisi olduğu ve MMP-2 aktivasyonunu 

düzenleyerek de bağışıklık sistemi hücrelerinin ortama gelmesini sağlayan alarmın 

seviyesini kontrol ettiği tespit edilmiştir [231]. 

 

MMP-15 (MT1-MMP), ilk olarak farelerde tespit edilmiştir ve insanlarda da hamileliğin 

ilk 3 ayında plasentada ifade olduğu gösterilmişti. Kanser çalışmalarında MT1-MMP 

etkisini negatif yönde MMP-2 aktivasyonunu ise pozitif yönde kontrol ettiği bulunmuştur 

[232]. MMP-16, MT1-MMP ile benzer substratları tanıyarak proteolitik aktivite gösterir. 

Ancak sindekan-1 molekülü üzerinde kendi başına etkili olamayan MMP-16, MMP-14 

ile bu molekülü kesebilir. Yapılan çalışmalarda TIMP-3’ün bu proteaz için asıl inhibitör 

olduğu bulunmuştur [233]. MMP-24, ekstraselüler matrikse bulunan proteoglikan ve 

jelatin substratlarını tanımaktadırlar. Sıklıkla merkezi sinir sisteminde ve beyin gelişimi 

sırasında ifadesinin arttırığı tespit edilmiştir. In vivo koşullarda pro-MMP-2’yi aktif hale 

getirdiği bulunmuştur ancak bu mekanizma tam olarak açıklanmamıştır [234, 235]. 
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Glikozilfosfatidilinositol (GPI)-tip MT-MMP’ler, hidrofobik kısımlarında bulunan GPI 

molekülü ile hücreye tutunur. MT4-MMP, eozinofil, monosit ve lenfosit gibi immün 

sistem hücrelerinde ifade olması nedeniyle lökolisin olarak da anılmaktadır. Pro-

inflamatuar sitokinler olan IL-1 ve IL-8 sitokinlerinden sonra ifadesi artmakta ve 

lökositlerden salınan TNF-α molekülünü düzenlemektedir [236]. 550’ye yakın astımlı ve 

KOAH’lı hastalarda yapılan bir çalışmada hastalardan alınan serumlarda MMP-25 

seviyesinin yüksek olduğu tespit edilmiştir [237]. Bu sonuç, MMP-25’in akciğer 

inflamasyon hastalıklarının markırı olarak kabul görmesinde etkili olmuştur.  

 

Tip-II Transmembran MT-MMP’ler, terminal bölgelerinde sahip oldukları bir kanca ile 

integral membrana tutunabilmektedirler. Üzerlerinde gerçekleşen tek bir kesim 

sonrasında hem sekrete edilirler hem de aktivasyon göstermeye başlarlar [238]. MMP-

23’ün üreme organları olan yumurtalık, prostat ve testis gibi bölgelerde ifade olmasının 

sonucu olarak üreme süreci ile ilişkilendirilmiştir [239]. 



 33

3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR 

3.1. Deneysel Çalışmalarda Kullanılan Malzemeler 

Hücre kültürü çalışmalarında kullanılan BEAS-2B (insan sağlıklı bronş epitel) hücre hattı 

American Type Cultural Collection (katalog numarası CRL-9609, ABD) firmasından 

ticari olarak satın alınmıştır. 

 

Hücre kültürü çalışmaları sırasında kullanılan BEBM bronş epitel hücre büyüme ortamı, 

Tripsin/EDTA çözeltisi, tripsin nötralizasyon çözeltisi ve penisilin/streptomisin çözeltisi 

Lonza (İsviçre), DMEM ortamı Gibco (ABD) ve retinoik asit çözeltisi Sigma (ABD) 

firmalarından temin edilmiştir. Bronş epitel hücrelerin uyarımı için kullanılan Der p 1 

alerjeni Indoor Biotechnologies (katalog no: LTN-DP1-1, ABD), Der p 2 alerjeni Citeq 

(katalog no:02.01.72, Hollanda) ve Der p 6 alerjeni MyBioSource (katalog no: 

MBS1061377, ABD) firmalarından satın alınmıştır. Farklılaştırma için kullanılan 6.5 mm 

0,4 µm çaplı pora sahip transwell malzemesi Corning (ABD) firmasından alınmıştır. 

Hücre canlılığının tespiti içi kullanılan MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-

difeniltetrazolyum bromür) Sigma (ABD) ve Etidyum bromür/kalsein boyası BioVision 

(ABD) firmalarından temin edilmiştir.  

 

Hücrelerden RNA elde etmek için kullanılan RNA izolasyon kiti Qiagen (Almanya), 

komplementer DNA (cDNA) sentezi ve gerçek zamanlı PZR deneyleri için kullanılan 

kitler Thermo Fisher (ABD) firmalarından temin edilmiştir. Gerçek zamanlı PZR 

deneylerinin analizleri boyunca Applied Biosystems marka 7500 Fast RT-PCR cihazı 

kullanılmıştır.   

 

Protein deneyleri sırasında kullanılan 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 (İngiltere) 

firmalarından satın alınmıştır. ELISA analizleri için Perkin Elmer firmasının (ABD) 

Multimode Plate Reader cihazı kullanılmıştır.  
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3.2. Hücre Kültürü Deneyleri  

3.2.1. BEAS-2B Hücrelerinin Çoğaltılması 

Hücre kültürü deneyleri sırasında sağlıklı bronş epitel hücre hattı (BEAS-2B) 

kullanılmıştır. 75 cm2 lik flasklarda çoğaltılmıştır. Bronş epitel büyüme besiyerinde 

(BEGM) (hidrokortizon (0,5 mg/mL), insülin (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 µg/mL streptomisin içeren) 2-3 

gün süreyle inkübe edilmiştir. Hücrelerin flaskı kaplama oranı %70-80’e ulaştığında 

tripsinize edilmiştir.  

 

3.2.2. Hücre Canlılık ve Sitotoksisite Deneyleri 

3.2.2.1 Canlı/Ölü Hücrelerin Boyanması 

Der p 1, Der p 2 ve Der p 6 alerjenlerinin farklı konsantrasyonları ile uyarılan bronş epitel 

hücrelerinde canlı/ölü hücre boyaması etidyum homodimer-1 ve kalsein-AM boyaları ile 

yapılmıştır. Flaskta büyütülen hücreler tripsin ile kaldırıldıktan sonra hücre canlılığı 

deneyleri için 1x104 hücre/kuyucuk olacak şekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilmiştir. 

Ertesi gün Der p 1, Der p 2 ve Der p 6 alerjenleri ile belirlenen konsantrasyonlarda 

uyarılmıştır; 

- Der p 1 için 2, 5 ve 10 µg/mL 

- Der p 2 için 2, 5, 10, 20 ve 40 µg/mL 

- Der p 6 için 2, 5, 10, 20 ve 40 µg/mL 

24 saat sonunda 1 ml PBS içinde 0,5 µl kalsein-AM ve 2 µl etidyum homodimer-1 

karıştırılarak her kuyuya 50 µl olacak şekilde paylaştırılmıştır. 30 dakika oda sıcaklığında 

ve karanlıkta bekletildikten sonra kırmızı ve yeşil ışık dalgalarında (Ex/Em = 485-

495/530-635 nm) florasan mikroskop ile görüntüleme yapılmıştır. Canlı hücreler yeşil 

renkte, ölü hücreler ise kırmızı renkte görüntülenmiştir.  

 

3.2.2.2. Sitotoksisite Deneyleri 

Bronş epitel hücrelerin farklı konsantrasyonlardaki alerjenler ile uyarımı sonrasında 

hücrelerdeki sitotoksisite ölçümü MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil 
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tetrazolyum bromit) yöntemi ile gerçekleştirilmiştir. Bu yöntem ile canlı hücre oranı nicel 

olarak kolorimetrik yöntem kullanılarak saptanmştır. Tripsin ile kaldırılan hücreler 1x104 

hücre/kuyucuk olacak şekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilmiştir. 24 saat sonra Der p 1, 

Der p 2 ve Der p 6 alerjenleri belirlenen miktarlarda hücre besiyerine eklenerek 24 saat 

boyunca uyarılmıştır; 

- Der p 1 için 2, 5 ve 10 µg/mL 

- Der p 2 için 2, 5, 10, 20 ve 40 µg/mL 

- Der p 6 için 2, 5, 10, 20 ve 40 µg/mL 

Süre sonunda besiyeri değiştirilmiş ve 10 µL MTT solusyonu (5 mg/mL) plakadaki her 

kuyucuğa eklenmiştir. 37oC’de 4 saat inkübasyona bırakılmıştır. 4 saat sonunda 

kuyucuklardaki besiyeri ve MTT karışımı alınmıştır. Kuyucuklarda bulunan formazan 

kristali 50 µL DMSO eklenerek çözülmüş ve plaka 30 dakika 37oC’de inkübe edilmiştir. 

Çözünen formazan kristallerinin yoğunluğu 550 nm’de ELISA okuyucuda ölçülmüştür.   

 

3.2.3. Bronş Epitel Hücrelerin Air-Liquid Interface (ALI) Yöntemi ile 

Farklılaştırılması 

Tripsin ile kaldırılan bronş epitel hücreleri farklılaştırma için 1.5 x 105 hücre/kuyucuk 

olacak şekilde 0,4 µm porları olan transwell üzerine ekilmiştir. Hücreler başlangıçta 

tamamen kaplayıncaya kadar BEGM besiyeri içerisinde çoğaltılmıştır. Hücreler 

transwelli kapladığında üst besiyerleri uzaklaştırılarak transwellin alt kısmına 25 μM 

retinoik asit içeren 1:1 oranında BEGM:DMEM  besiyeri konulmuştur. 21 gün süreyle 

hücreler 37 ºC ‘de %5 CO₂ ortamında inkübe edilmiş ve transwell in alt kısmındaki 

besiyeri 2 günde bir değiştirilmiştir. 7 günde bir TEER (Transepitelyal Elektriksel 

Rezistant) ölçümü gerçekleştirilmiş ve değeri 100 Ohm üzerinde olan hücreler, deneyde 

kullanılmıştır. Farklılaştırılan hücreler alerjen ile uyarılmıştır (Şekil 3.1). 

 

Şekil 3.1.     ALI-kültür yöntemi ile hücrelerin farklılaştırılması 
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3.2.4. Transepitelyal Elektriksel Rezistans (TEER) Ölçümü 

Millicell ERS-2 voltohmmetre kullanılarak Transepitelyal Elektriksel Rezistans 

ölçülmüştür. Ölçümden önce besiyeri ve PBS, su banyosunda 37 ºC’ye ısıtılmıştır. 

Transwell insertine ekilmiş olan hücrelerin üstüne PBS eklenmiş ve 5 dakika boyunca 

etüvde inkübe edilmiştir. TEER ölçüm cihazının kısa ucu üst çemberdeki, uzun ucu ise 

alt çemberdeki sıvı içerisine yerleştirilerek iki çember arasındaki elektriksel fark 

belirlenmiştir. Ölçüm sonrasında üst çember içinde bulunan PBS uzaklaştırılmış ve alt 

kısmına yeni besi yeri eklenerek etüve kaldırılmıştır.  

Şekil 3.2. Millicell ERS-2 TER ölçüm cihazı ve ölçüm yöntemi 

 

3.2.5. BEAS-2B Hücrelerinin Alerjenler ile Uyarılması ve Koşulların Belirlenmesi 

Proteaz ile uyarım için Dermatophagoides pteronyssinus kaynaklı sistein proteaz 

özellikteki Der p 1, proteaz özelliği olmayan Der p 2 ve serin proteaz özellikteki Der p 6 

alerjenleri kullanılmıştır. Transwell içinde 21 günlük farklılaştırma süresi biten BEAS-

2B hücreleri, hücre canlılık ve sitotoksisite deneylerinin sonuçlarına bağlı olarak 2 ve 10 

µg/mL konsantrasyonda alerjenler ile 24 saat boyunca uyarılmıştır.  

 

Alerjenlerin proteaz aktivitesi dışındaki yapısal etkilerini görmek amacıyla protein 

yapıları ısı ile denatüre edilemiştir. Denatürasyon sonucunda alerjen proteazların epitel 

hücre üzerine etkileri incelenmiştir. Bunun için Der p 1, Der p 2 ve Der p 6 alerjenleri 

95oC’ta 5 dakika tutulmuştur. Belirlenen bu süre literatürdeki yayınlara  göre 

belirlenmiştir [240].  Deney koşulları Şekil 3.3’te gösterilmiştir: 
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Şekil 3.3. Deney koşullarının gösterilmesi; U: Uyarılmamış koşul 

 

Uyarım sonucunda gerçek zamanlı PZR (q-PCR) çalışmaları için RNA izolasyonu 

yapılırken, supernatanlar ise ELISA deneyleri için alikotlanarak -80oC’e kaldırılmıştır. 

 

3.3. RNA İzolasyonu 

Hücreler, %1 -Merkaptoetanol ilave edilmiş 300 µL Lizis tamponu ile pipetle çekip 

bırakmak suretiyle parçalanmıştır. Üzerine eşit miktarda steril DEPC su ile sulandırılmış 

%70 etanol ilave edilmiş ve 2 mL’lik toplama tüpü üzerine yerleştirilmiş olan kolon 

üzerine pipetlenmiştir. Tüpler 10.000 rpm’de 15s santrifüj edilmiştir. Toplama tüpündeki 

sıvı atılmıştır ve kolon üzerine 700 L Wash Buffer I (yıkama tamponu) ilave edilmiştir. 

Tüpler 10.000 rpm de 15 s santrifüj edilmiştir. Kolon yeni bir toplama tüpüne 

yerleştirilmiş ve üzerine 500 µL Wash Buffer II (yıkama tamponu II) solüsyonu ilave 

edilmiştir. 10.000 rpm’de 15s santrifüj edilmiştir. Toplama tüpündeki sıvı boşaltılmış ve 

üzerine yine 500 l Wash Buffer II solüsyonu ilave edilmiştir. Tüpler 12000 rpm de 15 s 

santrifüj edilmiştir. Toplama tüpündeki sıvı boşaltılmış ve üzerine hiçbir şey ilave 

edilmeden yine 12.000 rpm’de 1 dakika santrifüj edilmiştir. Kolon steril 1.5 mL ependorf 

tüp üzerine alınmış ve üzerine 50 µL RNaz içermeyen su ilave edilerek oda sıcaklığında 

1 dakika inkübe edilmiştir. Tüpler 12000 rpm de 2 dakika santrifüj edilmiştir. Elde edilen 

Der p 1 

Der p 2 

Der p 6 

 Uyarılmamış 
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örneklerdeki RNA miktarı spektrofotometre ile ölçülmüş ve kullanılıncaya kadar -80 C’ 

de saklanmıştır. 

 

3.4. Komplementer DNA (cDNA) Eldesi 

Prosedür, 1 µg ila 5 µg toplam RNA veya 1 µg ila 500 ng poli (A) + RNA'nın tek iplikçikli 

cDNA'ya dönüştürülmesi için tasarlanmıştır. cDNA aşamasında daha spesifik bir sentez 

gerçekleştirilmesi amacıyla oligo (dT)18 primer kullanılmıştır. Kullanmadan önce her 

bileşen karıştırılmış ve santrifüjlenmiştir. 0,2’ mL ’lik PCR tüplerine 1 μL Oligo (dT)18 

Primer (100 μM) eklenmiştir. Toplam hacmi 12 μL’ye tamamlamak için konsantrasyonu 

1μg olan total RNA’dan hesaplanan miktarda eklenmiştir. Üzerine toplam miktarı 12μl 

ye tamamlayacak kadar ddH2O ilave edilmiştir. 65 °C’de 5 dakika PCR’ da inkübe 

edilmiş, ardından 1 dakika buz üstünde bekletilmiştir. Ardından 4 μL 5x Reaction Buffer, 

1 μL RiboLock RNase Inhibitor (20 U/µL), 2 µL 10 mM dNTP Mix, 1 µL RevertAid M-

MuLV RT (200 U/µL) eklenmiştir. Her RNA / primer karışımına 8 μL cDNA sentez 

karışımı eklenmiş, hafifçe karıştırılmıştır. Sonra 42 °C’de 60 dakika PZR’de inkübe 

edilmiştir. Böylece elde edilen cDNA’lar gerçek zamanlı PZR’de kullanılmak üzere -80 

°C’de saklanmıştır. 

 

3.5. Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gerçekleştirilmiş örneklerde MMP-2, MMP-9 ve 

MMP-12 genlerine özgü primerler kullanılarak gerçek zamanlı PZR yöntemi ile 

ifadelerine bakılmıştır. Gerçek zamanlı PZR de kullanılacak MMP-2, -9 ve -12 primerleri 

Çizelge 3.1’de verilmiştir. İnternal kontrol olarak Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA) 

kullanılmıştır. Reaksiyon için kullanılan malzemeler ve polimeraz zincir reaksiyon 

koşulları Çizelge 3.2’de verilmiştir. 
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Çizelge 3.1. PZR reaksiyonunda kullanılmak üzere dizayn edilen primer dizileri 

 

 

Çizelge 3.2. Gerçek zamanlı PZR reaksiyon ve döngü koşulları; * : Aşama, 35 döngüde 

tamamlanmıştır 

 Malzeme Miktarı  

 

 

Reaksiyon Koşulları 

2X SYBR Green PCR Master Mix 12,5 µL  

İleri Primer (10 µM) 0,1 µL  

Ters Primer (10 µM) 0,1 µL  

Kalıp (50 ng) 1 µL  

Nükleazsız su 11,5 µL  

 Döngü aşaması Sıcaklık Süre 

 

Döngü Koşulları 

Isıyla aktivasyon 95 °C 5 dk 

Denaturasyon * 95 °C 10 s 

Primer yapışma/uzama * 60 °C 30 s 

 

 

3.6. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) Yöntemi 

RNA izolasyonu öncesi her bir örnekten supernatanlar toplanmış ve hücre dışına salınmış 

olan MMP-2, MMP-9 ve MMP-12’nin ölçümü ELISA yöntemi ile belirlenmiştir. Kitlerin 

hassasiyet aralıkları Human MMP-2 için 0,625-20 ng/mL, Human MMP-9 için 31,2-2000 

 İLERİ PRİMER TERS PRİMER 

PPIA TCTTTCACTTTGCCAAACACC CATCCTAAAGCATACGGGTCC 

MMP-2 TTGACGGTAAGGACGGACTC CTTGCAGTACTCCCCATCG 

MMP-9 ACATCGTCATCCAGTTTGGTG CGTCGAAATGGGCGTCT 

MMP-12 ACTACACATTCAGGAGGCACA CAGGGACTGAATGCCACGTA 
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pg/mL ve Human MMP-12 için 8-1000 ng/mL olarak belirtilmiştir. Deneylerin 

optimizasyonu sırasında elde edilen standart grafiklere göre gerekli sulandırmalar 

yapılmıştır. Ölçümler için kitlerin kendi protokolleri uygulanmış olup ilgili protokol 

aşağıda belirtilmiştir. 

 

Plaka Hazırlanması:  

1- Her bir kit için kendi yakalama antikoru (capture antibody) kitlerde belirtilen çalışma 

konsantrasyonunda kit içerisinde gelen PBS ile seyreltilip 96-kuyucuklu plakalara 

kuyucuk başına 100 µL olacak şekilde paylaştırılmıştır. Oda sıcaklığında gece boyu 

inkübe edilmiştir.  

2- Her bir kuyucuk aspire edilip kuyucuk başına 400 µL olacak şekilde yıkama tamponu 

ile 3 kez yıkanmıştır. Kuyucuk içindeki bütün sıvı her yıkama sonunda tamamen 

uzaklaştırılmıştır. 

3- Kuyucuk başına 300 µL olacak şekilde ayıraç seyreltme tamponu (reagent diluent) 

eklenmiştir ve en az 1 saat süreyle oda sıcaklığında inkübe edilerek plakalar 

bloklanmıştır. 

4- 2. aşamadaki yıkama işlemi tekrarlanmıştır. 

 

Deney Protokolü: 

1- Uygun miktarlarda seyreltilen standart ve örneklerden kuyucuk başına 100 µL olacak 

şekilde eklenmiştir.  Plaka kit içerisinde gelen yapışkan bant ile kapatılarak 2 saat oda 

sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

2- Her bir kuyucuk aspire edilip kuyucuk başına 400 µL olacak şekilde yıkama tamponu 

ile 3 kez yıkanmıştır. Kuyucuk içindeki bütün sıvı her yıkama sonunda tamamen 

uzaklaştırılmıştır. 

3- Her bir kit için kendi belirleyici antikoru (detection antibody) kitlerde belirtilen 

çalışma konsantrasyonunda kit içerisinde gelen Reagent Diluent ile seyreltilip 96-

kuyucuklu plakalara kuyucuk başına 100 µL olacak şekilde paylaştırılmıştır. Plaka 

yeni bir yapışkan bant ile kapatılarak 2 saat oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

4- 2. aşamadaki yıkama işlemi tekrarlanmıştır. 
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5- Kit içerisinde gelen Streptavidin-HRP çalışma konsantrasyonunda seyreltilerek 

kuyucuk başına 100 µL olacak şekilde paylaştırılmıştır. Plaka kapatılarak oda 

sıcaklığında karanlıkta 20 dakika inkübe edilmiştir. 

6- 2. aşamadaki yıkama işlemi tekrarlanmıştır. 

7- Kit içerisinde gelen Color Reagent A ve Color Reagent B eşit hacimde karıştırılarak 

taze olarak hazırlanan substrat solüsyonu kuyucuk başına 100 µL olacak şekilde 

paylaştırılmıştır. 20 dakika oda sıcaklığında ve karanlıkta inkübe edilmiştir. 

8- Kit içerisinde gelen durdurma solüsyonu (stop solution) kuyucuk başına 50 µL olacak 

şekilde paylaştırılıp plakaya nazikçe vurularak iyice karışması sağlanmıştır. 

9- 450 nm ve 540 nm’ye ayarlanmış mikroplaka okuyucu kullanılarak optik yoğunluk 

(optical density – O.D.) ölçümü gerçekleştirilmiştir. Spesifik olmayan okumaları 

uzaklaştırmak ve optik hataları düzeltmek amacı ile 540 nm’de elde edilen okumalar, 

450 nm’deki okumalardan çıkarılmıştır. 

 

3.7. İstatistiksel Analiz 

Tez çalışmasında tüm istatistiksel analizler Graph Pad Prism 7.0 programı kullanılarak 

yapılmıştır. Veriler, ± ortalama standart hata ile gösterilmiştir. Genler arasındaki ifade 

farklılıklarını tespit etmek amacıyla Kruskal Wallis Test uygulanmış devamında post hoc 

analizleri yapılmıştır. p<0,05 anlamlı olarak kabul edilmiştir. 
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

Tez çalışmasının ilk aşamasında bronş epitel hücreleri artan konsantrasyonlarda Der p 1, 

Der p 2 ve Der p 6 alerjenleri ile uyarılmıştır. Bu uyarım sonucunda alerjenlerin hücre 

canlılığı ve sitotoksisite üzerine olan etkileri gösterilmiştir. Elde edilen sonuçlar 

doğrultusunda hücrelere uygulanacak olan uygun konsantrasyon belirlenmiştir. Bronş 

epitel hücreleri 21 gün süre boyunca ALI kültür tekniği ile farklılaştırılmış ve uygun 

konsantrasyondaki alerjenler ile uyarılmıştır. Ayrıca, buna ek olarak hücreler ısı ile 

denatüre edilmiş alerjen ile de uyarılmıştır. Hücrelerin uyarımı sonrasında RNA 

izolasyonu gerçekleştirilmiş ve hücre süpernatanları daha sonra kullanılmak üzere 

alikotlanarak -800C de saklanmıştır. Tezin ikinci aşamasında hücrelerden elde edilen 

RNA’lar komplementer DNA’ya çevrilmiştir. Bu deney sonrasında gerçek zamanlı 

polimeraz zincir reaksiyonu deneyleri gerçekleştirilmiş ve elde edilen sonuçlar 

verilmiştir. MMP-2, MMP-9 ve MMP-12 gen ifadelerinden alınan sonuçlar açıklanmış 

ve değerlendirilmiştir. Tezin son kısmında ise MMP-2, MMP-9 ve MMP-12 ifadelerini 

protein düzeyinde incelemek için hücrelerden alınan supernatantlar ELISA deneyi için 

kullanılmış ve hücre dışında bulunan MMP-2, MMP-9 ve MMP-12 proteazlarının 

değerleri verilmiştir. Sonuçlar hücrelerin gen ifadeleri ile karşılaştırılmış ve 

yorumlanmıştır. 

 

4.1. Bronş Epitel Hücrelerinde Der p 1, Der p 2 ve Der p 6 Alerjeni ile Uyarımın 

Hücre Canlılığına ve Sitotoksisiteye Etkisi   

Bronş epitel hücre hattı olan BEAS-2B hücrelerinin sistein proteaz özellikteki Der p 1, 

proteaz özelliğe sahip olmayan Der p 2 ve serin proteaz özellikteki Der p 6 ile artan 

konsantrasyonlarda uyarımı sonrasında, hücre canlılığı etidyum homodimer-1 ve kalsein-

AM floresan boyma ile incelenmiştir. Sitotoksisite analizi ise MTT deneyi ile 

gerçekleştirilmiştir.   

 

4.1.1. Alerjen uyarımı sonrasında Canlı ve Ölü Hücrelerin Floresan Mikroskobu ile 

Görüntülenmesi  

Bronş epitel hücrelerin Der p 1, Der p 2 ve Der p 6 alerjenlerinin artan 

konsantrasyonlarında uyarımı sonrasında canlı/ölü hücre boyaması gerçekleştirilmiştir.  



 43

Hücreler Der p 1 alerjeninin 2 μg/mL, 5 μg/mL ve 10 μg/mL konsantrasyonları ile 24 saat 

uyarılmıştır. Uyarım sonucunda elde edilen görüntüler Şekil 4.1’de verilmiştir.  

 

Şekil 4.1.     Der p 1 alerjeni ile uyarılmamış koşulda (A) ve 2 μg/mL (B), 5 μg/mL (C) 

ve 10 μg/mL (D) konsantrasyonda uyarılmış koşullarının canlı (yeşil) /ölü 

(kırmızı) hücre boyama fotoğrafları; 20 X, bar 100 μm  

 

Alerjenle uyarılan hücreler uyarılmamış hücreler ile karşılaştırıldığında ölü hücre 

sayısında konsantrasyonla doğru orantılı bir artma tespit edilmiştir. Uyarılmamış 

koşuldaki hücrelerin yoğunluğu fazla ve canlı olarak görünürken Der p 1 ile uyarılan diğer 

koşullarda konsantrasyona bağlı olarak ölen ve tutunmayan hücreler, yıkama aşamasında 

alınmıştır. Bu nedenle kuyucuktaki hücreler azalmış ve uyarılmamış hücrelere kıyasla 

daha seyrek bir görüntü elde edilmiştir. Der p 1 alerjeni sahip olduğu sistein proteaz 

özelliği nedeniyle epitel hücrelerde bulunan okludin ve E-cadherin gibi sıkı bağlantı 

moleküllerini etkiler ve hücreler arasındaki bağlantıların zayıflamasına neden olur [241]. 

A 

D C 

B 
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Meydana gelen bu durum epitel hücre harabiyetine yol açmaktadır. Ayrıca Der p 1’in 

hücre yüzeyinde bulunan PAR aracılığı ile de epitelyal hasara yol açtığı bilinmektedir 

[121, 242]. Literatürde Der p 1 alerjeninin uygun konsantrasyonunun belirlenmesine 

yönelik yapılan çalışmalarda 1 μg/mL konsantrasyonda etkisinin olmadığı, 10 μg/mL’de 

hücre büzüşmesinin görüldüğü ve daha yüksek konsantrasyonlarda da hücrelerin öldüğü 

gösterilmiştir [243]. Laboratuvarımızın Der p1 alerjen proteaz ve bronş epitel hücrelerle 

ilgili deneyim ve çalışmaları literatürde vardır [244, 245]. Der p1 konsantrasyonunu 

belirlemede önceki deney sonuçlarımız ve literatür bilgileri göz önünde tutularak 

konsantrasyona karar verilmiştir.   

 

 

Proteaz özelliğe sahip olmayan Der p 2 alerjeninin 2, 5, 10, 20 ve 40 μg/mL 

konsantrasyonları ile bronş epitel hücreler uyarılmıştır. Elde edilen görüntüleme sonuçları 

Şekil 4.2.’de verilmiştir.  

 

 

A B 
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Şekil 4.2.     Bronş epitel hücrelerinin Der p  2  ile  uyarılmamış  (A),  2 μg/mL  (B),  5 

μg/mL (C), 10 μg/mL (D), 20 μg/mL (E) ve 40 μg/mL (F) konsantrasyonda 

uyarılmış koşullarının canlı (yeşil)/ölü(kırmızı) hücre boyama fotoğrafları; 

20 X, bar 100 μm  

 

Görüntüleme sonuçlarına bakıldığında epitel hücreler üzerinde Der p 2 uyarımının, Der 

p 1 ile uyarım sonuçlarındaki gibi etkili bir ölüme neden olmadığı görülmektedir. Der p 

2’nin 40 μg/mL konsantrasyonuna rağmen hücre canlılığının devam etmesi, bu alerjenin 

proteolitik aktiviteye sahip olmaması ile açıklanabilir. Farklı konsantrasyondaki Der p 2 

alerjeni ile uyarılan koşullardaki canlı/ölü hücre görüntüleri karşılaştırıldığında ölü hücre 

sayısında artış görülmüştür. Proteolitik aktiviteye sahip olmayan Der p 2 alerjeninin epitel 

hücre yüzeyinde bulunan TLR4 ile etkileşime girdiği bilinmektedir. Bu durum, TLR4 

reseptörünün aktifleşmesine ve alerjik cevabın başlatılmasına neden olmaktadır [67]. Ölü 

hücre sayısında artış görülmesinde, TLR4 reseptörünün aktifleşmesinin etkili olduğu 

düşünülmüştür. Literatürde Der p 2 alerjeninin sıkı bağlantı moleküllerine zarar 

F E 

D C 
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vermediği, hatta A549 hücrelerinde sıkı bağlantı moleküllerinden olan claudin-1 

molekülünün ifadesini arttırdığı gösterilmiştir [246]. BEAS-2B hücrelerinde ise hücre-

hücre etkileşiminde ve hava yolu yeniden yapılanmasında etkili olan Fascin-1 

molekülünün ifadesini etkilediği bilinmektedir [247]. Elde edilen görüntülerde 

hücrelerdeki canlılığın devam etmesinde, hücreler arasındaki bağlantı moleküllerinin 

ifadesinin Der p 2 uyarım sonrasında artmasının etkili olduğu düşünülmüştür.   

 

Bronş epitel hücreleri serin proteaz özellikteki Der p 6 ile 2, 5, 10, 20 ve 40 μg/mL 

konsantrasyonlarda uyarılmıştır. Uyarım sonucunda elde edilen canlı ve ölü hücre 

görüntüleri Şekil 4.3’te verilmiştir.  

 

 

 

 

 

A B 

D C 
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Şekil 4.3. Bronş  epitel  hücrelerinin  Der  p  6  ile  uyarılmamış (A), 2 μg/mL (B), 5 

μg/mL (C), 10 μg/mL (D), 20 μg/mL (E) ve 40 μg/mL (F) konsantrasyonda 

uyarılmış koşullarının canlı (yeşil) /ölü (kırmızı) hücre boyama 

fotoğrafları; 20 X, bar 100 μm  

 

Kimotripsin benzeri serin proteaz alerjeni olan Der p 6 uyarımı sonrasında ölü hücre 

sayısının konsantrasyona artışına bağlı olarak arttığı görülmüştür. 2 μg/mL Der p 6 ile 

uyarım sonrasında elde edilen görüntüler uyarılmamış koşulun görüntülerine benzerlik 

göstermiştir. 5 μg/mL konsantrasyondan itibaren ölü hücre sayısında artış gözlenmiştir. 

40 μg/mL Der p 6 uyarımı sonrasında ise alerjen hücrelere toksik etki göstermeye 

başlamış ve canlılık azalmıştır. Yapılan bir çalışmada HDM kaynaklı serin proteaz 

alerjenlerin (Der p 3, Der p 6 ve Der p 9) etkisine Calu-3, MDCK ve 16HBE14o- 

hücrelerinde bakılmış ve sıkı bağlantı molekülleri olan ocludin ve ZO-1’e zarar verdiği 

gösterilmiştir. Sıkı bağlantıların bozulması epitelyal hasara neden olmuştur [248]. Tez 

kapsamında Der p 6 için yapılan canlı/ölü hücre boyama deneyinde BEAS-2B 

hücrelerinin Der p 6’nın sahip olduğu proteolitik etki nedeniyle 40 μg/mL ve üstü 

konsantrasyonlarda epitelyal hasara yol açabileceği sonucuna ulaşılmıştır.  

 

4.1.2. Alerjen ile Uyarılan Hücrelerin Sitotoksisite Değerlerinin Ölçülmesi  

Tez kapsamında bronş epitel hücrelere uygulanan alerjenlerin toksik etkiye sahip olup 

olmadığını belirlemek amacıyla MTT ölçümü gerçekleştirilmiştir. Epitel hücrelerin Der 

E F 
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p 1 alerjeninin 2 μg/mL, 5 μg/mL ve 10 μg/mL konsantrasyonları ile uyarımı sonrasında 

elde edilen sitotoksisite sonuçları Şekil 4.4’te gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.4. Bronş  epitel  hücrelerin  farklı konsantrasyondaki  Der  p  1  alerjeni  ile  

uyarılması  sonrasında  elde  edilen  MTT  sonuçları;  n=3;  * p<0.05 

 

Der p 1 alerjeni ile bronş epitel hücrelerin uyarımı sonrasında konsantrasyona bağlı olarak 

% hücre canlılığı oranlarında azalma bulunmuştur. 2 μg/mL Der p 1 ile uyarım sonunda 

hücre canlılığının %87,15 olduğu görülmüştür. Bu oran, 5 μg/mL Der p 1 ile uyarım 

sonrasında %74,95 ve 10 μg/mL Der p 1 ile uyarım sonrasında ise %65,23’e düşmüştür 

(p<0,05). Yapılan sitotoksisite testi sonrası elde edilen sonuçlar ile canlı/ölü hücre 

boyama görüntülerinin uyuştuğu bulunmuştur. Laboratuvarımızda yapılan önceki 

çalışmalarda optimize edilen Der p 1’in 10 μg/mL konsantrasyonun üstünde hücre 

yapısının tamamen bozulduğu ve ölüme sebebiyet verdiği görülmüştür. Bu nedenle 10 

μg/mL konsantrasyonun üstüne çıkılmamış ve Der p 1’in 2 ve 10 μg/mL konsantrasyonda 

kullanılmasına karar verilmiştir. 

 

Epitel hücrelerin Der p 2 alerjeninin 2 μg/mL, 5 μg/mL, 10 μg/mL, 20 μg/mL ve 40 μg/mL 

konsantrasyonları ile uyarımı sonrasında elde edilen sitotoksisite sonuçları Şekil 4.5’te 

gösterilmiştir. 

 
 * 
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Şekil 4.5.  Bronş epitel hücrelerin farklı konsantrasyonlardaki Der p 2 alerjeni ile 

uyarılması sonrasında elde edilen MTT sonuçları; n=3; * p<0,05 

 

Der p 2 alerjeni ile uyarılan koşuların MTT sonuçları, uyarılmamış koşul ile 

karşılaştırılmıştır. 2 μg/mL Der p 2 ile uyarılan hücrelerin canlılık oranlarında büyük bir 

farklılık görülmemiş ve %87,3 olduğu görülmüştür. 5 μg/mL Der p 2 ile uyarılan 

hücrelerde bu oran %77,75’e inmiştir. 10 μg/mL konsantrasyonda % hücre canlılık 

değerleri %81,55, 20 μg/mL konsantrasyonda 73,37 ve en yüksek konsantrasyon olan 40 

μg/mL Der p 2 ile uyarılan hücrelerde ise canlılık oranı %73,43 olarak tespit edilmiştir 

(p<0,05). Ölü hücre sayısında görülen bu artış Lin ve ark. (2015) tarafından çalışılmış ve 

BEAS-2B hücre hattında Der p 2 alerjeninin apoptotoik yolakları aktive ettiğini 

göstermişlerdir. Aynı çalışma içerisinde yapılan hücre canlılığı sonuçları, tez kapsamında 

yapılan MTT analizi ile uyum gösterdiği tespit edilmiştir. MTT analizi sonucunda elde 

edilen değerler canlı/ölü hücre boyama sonuçları ile de uyumluluk göstermiştir. Der p 1 

ve Der p 6 alerjenleri ile doğru bir karşılaştırmanın yapılabilmesi için bronş epitel 

hücrelerinin 2 ve 10 μg/mL Der p 2 ile uyarılmasına karar verilmiştir.  

 

Epitel hücrelerin Der p 6 alerjeninin 2 μg/mL, 5 μg/mL, 10 μg/mL, 20 μg/mL ve  40 

μg/mL konsantrasyonları ile uyarımı sonrasında elde edilen sitotoksisite sonuçları Şekil 

4.6’te gösterilmiştir. 

 

*  *  
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Şekil 4.6. Bronş epitel hücrelerin farklı konsantrasyondaki Der p 6 alerjeni ile 

uyarılması sonrasında elde edilen MTT sonuçları; n=3; * p<0,05;  

 

Der p 6’nın artan konsantrasyonları ile uyarılan bronş epitel hücrelerin sonuçları 

karşılaştırılmıştır. 2 μg/mL Der p 6 ile uyarım sonucunda hücre canlılığının %94,15 

olduğu görülmüştür. 5 μg/mL Der p 6 ile uyarım sonrasında ise hücre canlılığı değeri 

%85’tir. 10 μg/mL ve 20 μg/mL konsantrasyondaki uyarım sonrasında %74 ve %73 

değerleri elde edilmiştir. 40 μg/mL Der p 6 uyarımı sonucunda hücre canlılığının %60’a 

düştüğü gözlenmiş ve bu düşüşün anlamlı olduğu belirlenmiştir (p<0.05). Literatürde 

farklı serin proteaz alerjenleri ile yapılan MTT sonuçları bulunmaktadır ancak Der p 6 

konsantrasyonuna bağlı olarak hücre canlılığı gösterilmemiştir. Alınan MTT sonuçları 

doğrultusunda HDM kaynaklı sistein proteaz alerjeni olan Der p 1’in düşük 

konsantrasyonda hücre canlılığı üzerinde Der p 2 ve Der p 6 alerjenlerine göre daha etkili 

olduğu görülmüştür.  

 

4.2. Alerjen ile Uyarılan Bronş Epitel Hücrelerin Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir 

Reaksiyonu (qPCR) Analizi 

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

uyarılan bronş epitel hücrelerinde MMP-2, MMP-9 ve MMP-12 genlerinin ifadelerinin 
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belirlenmesi amacıyla gerçek zamanlı PZR analizi gerçekleştirilmiştir. Bu koşulların 

yanında alerjenler ısı ile muamele edilmiş ve etkileri kontrol edilmiştir.  

 

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

Üzerine Etkisi  

Bronş epitel hücrelerinin 2 ve 10 μg/mL konsantrasyona sahip Der p 1 alerjeni ile uyarımı 

sonrası elde edilen qPCR sonuçları Şekil 4.7’de verilmiştir. 
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Şekil 4.7. Bronş epitel hücrelerinin 24 saat 2 ve 10 μg/mL Der p 1 ile uyarımı 

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

I:Isı ile denatüre edilmiş; n=3; *p<0,05; **p<0,01 

 

MMP-2 gen ifadesine bakıldığında 2 ve 10 μg/mL Der p 1 ile uyarılan hücrelerde anlamlı 

bir değişiklik gözlenmemiştir. MMP-2’nin kanserli dokularda ve hava yolu yeniden 
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yapılanması sırasında astımlı kişilerin hava yolu epitel hücrelerinde ifadesinin arttığı 

bilinmektedir [249, 250]. Hücre kültürü deneyleri sırasında kullandığımız BEAS-2B 

hücrelerinin sağlıklı bronş epitel hücreler olması MMP-2 ifadesinde anlamlı bir değişiklik 

görülmemesinin nedeni olarak düşünülmüştür.  Isı ile denatüre edilmiş 2 μg/mL ve 10 

μg/mL Der p 1 ile uyarılan hücrelerde MMP-2 ifadesi artış göstermiştir (p<0,01). Elde 

edilen bu sonuçlar denatüre olan proteinin 3 boyutlu yapısının bozulması ve alerjen 

üzerinde farklı epitopların ortaya çıkması yönünde yorumlanabilir. Ortaya çıkan 

epitopların da epitel hücre yüzeyine bulunan bir reseptör tarafından tanınıp farklı bir 

yolağı aktive ettiği düşünülmüştür.  

 

MMP-9 gen ifadesine baktığımızda 2 μg/mL konsantrasyonda gen ifadesi değişmezken 

10 μg/mL Der p 1 uyarımı sonrasında düşüş gözlenmiştir. MMP-9 ifadesinin akut astımlı 

kişilerde arttığı literatürde gösterilmiştir ancak tez kapsamında yapılan deneylerde 10 

μg/mL Der p 1 uyarımı sonrasında MMP-9 ifadesinde düşüş görülmüştür [251]. Bunun 

nedeni uyarımdan 24 saat sonra TIMP’ler başta olmak üzere farklı inhibitör genlerin 

ifadesinin arttığı ve proteaz-proteaz inhibitörü dengesinin sağlanmaya çalışıldığı 

düşünülmüştür. Isı ile denatüre edilmiş her iki koşulda ise literatürdeki diğer sonuçlar ile 

uyumlu olarak MMP-9’un gen ifadesinde anlamlı bir değişiklik gözlenmemiştir.  

 

Epitel hücre ve makrofaj gibi belirli dokularda üretilen MMP-12’nin gen ifadesine 

baktığımızda alerjenle uyarılan koşullarda anlamlı bir değişim gözlenmemiştir. Bu durum 

alerjen konsantrasyonunun epitel hücrede etkin bir MMP-12 ifadesini uyarmadığını ve 

Der p 1’in sistein özelliğinin MMP-12 gen ifadesi üzerinde etkili olmadığını göstermiştir. 

Isı ile inaktive edilmiş alerjenlerin uyarımı sonrasında 10 μg/mL konsantrasyonda MMP-

12 gen ifadesinde azalma görülmüştür (p<0,05). Bunun nedeni olarak, MMP-2 

sonuçlarında olduğu gibi, bir reseptör tarafından tanınan denatüre proteinin farklı bir 

yolağı aktive etmiş olabileceği düşünülmektedir.  

 

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

İfadeleri Üzerine Etkisi  

Bronş epitel hücrelerinin proteaz aktiviteye sahip olmayan Der p 2 alerjeninin 2 ve 10 

μg/mL konsantrasyonları ile uyarımı sonrası elde edilen qPCR sonuçları Şekil 4.8’te 

verilmiştir. 
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Şekil 4.8.  Bronş epitel hücrelerinin 24 saat 2 ve 10 μg/mL Der p 2 ile uyarımı 

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

I:Isı ile denatüre edilmiş; n=3; *p<0,05; ***p<0,001; # # # p<0,001 

 

Der p 2 ile 2 ve 10 μg/mL konsantrasyonda uyarılan hücrelerde MMP-2, MMP-9 ve 

MMP-12 ifadesine bakılmıştır. MMP-2’nin gen ifadesi 2 μg/mL Der p 2 ile uyarım 

sonrasında uyarılmamış koşula göre değişiklik göstermemiştir. 10 μg/mL Der p 2 ile 

uyarılan koşulda ise anlamlı bir artış tespit edilmiştir (p<0,001). Bu sonuç, MMP-2 

ifadesinin Der p 2 alerjeninin konsantrasyonuna bağlı olduğunu göstermiştir. BEAS-2B 

hücrelerinde Der p 2 alerjeni ile uyarım sonrasında NF-κB ve MAPK moleküllerinin 

sitokin salımını düzenledikleri bulunmuştur [68].  Başka çalışmalarda ise kanserli akciğer 

hücreleri kullanılarak MMP-2’nin NF- κB ile ilişkili olduğu gösterilmiştir [252]. Bu 

sonuçlar doğrultusunda MMP-2 ifadesinin BEAS-2B hücrelerinde de benzer bir yolak 

üzerinden arttığı düşünülmektedir. Isı ile denatüre edilmiş Der p 2 alerjeni ile uyarılan 

hücrelerde ise MMP-2 ifadesinde artış görülmüştür (p<0,05). Literatürde Der p 2 

kullanılarak yapılan bir çalışmada bu tez çalışmasına benzer bir sistem üzerinden gidilmiş 

ve hücre ısı ile denatüre edilmiş Der p 2 ile uyarılmıştır. Uyarım sonucunda GM-CSF 

ifadesine bakıldığında ısı ile denatürasyon sonrasında gen ifadesinin tamamiyle 

engellenmediği tespit edilmiştir [68]. Bu çalışma ve tez kapsamında yapılan çalışmalar 

C 
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karşılaştırıldığında MMP-2 ifadesinin sahip olduğu yapısal katlanmaların gen ifadesinde 

etkili olduğu sonucuna ulaşılmıştır.  

 

MMP-9 ve MMP-12 gen ifadelerinin Der p 2 konsantrasyonuna bağlı olarak değişmediği 

görülmüştür. Isı ile muamele edilmiş Der p 2 kullanılması da gen ifadelerinde değişikliğe 

neden olmamıştır.  

 

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

Üzerine Etkisi  

Bronş epitel hücrelerin serin proteaz aktivitesine sahip Der p 6 alerjeninin 2 ve 10 μg/mL 

konsantrasyonları ile uyarımı sonrası elde edilen qPCR sonuçları Şekil 4.6.’te verilmiştir. 
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Şekil 4.9.  Bronş epitel hücrelerinin 24 saat 2 ve 10 μg/mL Der p 6 ile uyarımı 

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

I:Isı ile denatüre edilmiş; n=3; *p<0,05; **p<0,01; # p<0,05 

 

MMP-2 ifadesi Der p 6'nın 2 μg/mL konsantrasyonda artış göstermemiştir ancak 10 

μg/mL Der p 6 uyarımı sonrasında anlamlı bir artış görülmüştür (p<0,001). Yapılan bir 
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çalışmada serin proteaz olan Per a 10 alerjeninin, epitel hücre yüzeyinde bulunan PAR-2 

reseptörünü aktifleştirdiği ve Th2 alerjen cevabını STAT3 aktivasyonu üzerinden 

başlattığı gösterilmiştir [253]. Aktif olan STAT3 molekülünün ise kanserli cilt dokusunda 

MMP-2’nin ifadesini arttırdığı bilinmektedir [254]. Bu çalışmalardan yola çıkarak MMP-

2’nin PAR-2 üzerinden aktifleştiği yorumunda bulunulabilir. Isı ile denatürasyon 

işleminin Ara h 1 gibi bazı alerjenlerin proteolitik aktivitesini etkilemediği bilinmektedir 

[255]. Yapılan başka bir çalışmada ise ısı ile denatüre edilmiş huş ağacı, çimen ve kedi 

tüyü alerjenlerinin aktivitesinin denatürasyon için kullanılan sıcaklık ve süreye bağlı 

olarak değiştiği gösterilmiştir [256]. Elde edilen sonuçlara bakıldığında Der p 6 

alerjeninin 95oC’de 5 dakika tutulmasının, alerjenin etkinliğini değiştirdiği ancak 

tamamiyle baskılamadığı sonucuna ulaşılmaktadır.  

 

MMP-9 gen ifadesinin, 2 ve 10 μg/mL Der p 6 uyarımı sonrasında değişmediği 

gözlenmiş, alerjen konsantrasyonunun değişmesi, MMP-9 gen ifadesi üzerinde etkili 

olmamıştır. Isı ile denatüre edilen Der p 6 uyarımı sonrasında da MMP-9 gen ifadesinde 

anlamlı bir değişiklik gözlenmemiştir.   

 

Der p 6 alerjeninin 10 μg/mL konsantrasyonu, MMP-12 gen ifadesini anlamlı bir şekilde 

etkilemiştir (p<0.05). Der p 1 ve Der p 2 alerjenlerinin uyarımı sonucunda MMP-12 

ifadesinde bir değişim görülmezken serin proteaz alerjeni olan Der p 6 ile konsantrasyona 

bağlı olarak bir artış görülmüştür.Bu durum serin proteazların MMP-12 uyaranı olduğunu 

düşündürmüştür.  

 

4.3. Alerjen ile Uyarılan Bronş Epitel Hücrelerin ELISA Sonuçları 

Bronş epitel hücrelerin 2 ve 10 μg/mL konsantrasyondaki Der p 1, Der p 2 ve Der p 6 

alerjenleri ile 24 saat uyarımı sonrasında hücre dışında bulunan inaktif ve aktif MMP-2, 

MMP-9 ve MMP-12 değerlerine ELISA deneyi ile bakılmıştır.  

MMP-2 için elde edilen standart grafik Şekil 4.10’da verilmiştir. 
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Şekil 4.10. MMP-2 proteininin ELISA deneyi için elde edilen standart grafiği 

 

Ticari olarak satın alınan Human MMP-2 ELISA Kit’i için hassasiyet aralığı 0,625-20 

ng/mL’dir. Yapılan deneyler sonucunda MMP-2’nin standart grafiği elde edilmiş ancak 

örneklerden protein tespiti yapılamamıştır. Örneklerden salınan MMP-2 miktarının 0,625 

ng değerinin altında olduğu düşünülmüş ve MMP-2 düzeyi 0 kabul edilmiştir.  

 

MMP-9 için elde edilen standart grafik Şekil 4.11’de, Der p1, Der p 2 ve Der p 6 alerjeni 

ile uyarılan hücrelerden elde edilen sonuçlar Şekil 4.12’te verilmiştir.  

 

 

Şekil 4.11. MMP-9 proteininin ELISA deneyi için elde edilen standart grafiği 
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Şekil 4.12. Der p 1 (A), Der p 2 (B) ve Der p 6 (C) ile uyarılan hücrelerde MMP-9 

proteininin değerleri; I: Isı ile uyarılmış; n=3; *p<0,05  

 

MMP-9 için hassasiyet aralığının 31,2-2000 pg/mL arasında olduğu tespit edilmiştir. 

Buna göre farklı alerjenlerle uyarılan örneklerin hücre dışında bulunan MMP-9 seviyeleri 

ölçülmüştür.  

 

Hücre dışına salınan MMP-9 protein seviyesinin 2 μg/mL ve 10 μg/mL Der p 1 ile uyarım 

sonrasında konsantrasyona bağlı olarak artış görülmüştür. 10 μg/mL konsantrasyonda 

uyarım sonrası gözlenen artış istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). Aynı 

koşullarda MMP-9’un gen ifadesinde azalma tespit edilmiştir. Görülen bu farklılık 

ortamdaki MMP-9 protein miktarına bağlı olarak düzenleyici bir mekanizmanın devreye 

girdiği ve gen ifadesini azalttığı düşünülmüştür. Isı ile uyarılmış alerjenlerin kullanıldığı 

koşullarda da artış gözlenmemiştir.  

 

Der p 2 ile uyarılan hücrelerde MMP-9 protein seviyelerine bakılmıştır. 2 μg/mL ve 10 

μg/mL Der p 2 ile uyarım sonrasında görülen sonuçlarda istatistiksel olarak anlamlı bir 

değişim gözlenmemiştir. Isı ile uyarım sonrasında da MMP-9 protein seviyesinde anlamlı 
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bir değişiklik gözlenmemiştir. Der p 2 alerjeni ile uyarım sonrasında MMP-9 gen 

ifadesinde bir farklılık görülmemiştir ancak protein seviyelerinde artış mevcuttur. Bu 

durum proteaz inhibitör genlerle ilişkili olduğu düşünülmektedir. Ticari olarak satın 

alınan Human MMP-9 ELISA Kit’i ortamdaki inaktif ve aktif MMP-9’ları tespit 

etmektedir. Alerjen uyarımı sonrasında 24 saat içerisinde alerjene cevap olarak MMP-9 

gen ifadesi artmış ve 24 saat sonunda gen ifadesi uyarılmamış koşula denk hale gelmiş 

olabilir. Bunun yanı sıra artan gen ifadesi ile oluşturulan aktif ve inaktif MMP-9’ların bir 

kısmı ortamda kaldığı ve ELISA deneyi ile tespit edildiği düşünülmektedir.  

 

Hücrelerin 2 μg/mL Der p 6 ile uyarımı sonrasında anlamlı bir değişiklik görülmezken, 

10 μg/mL Der p 6 ile uyarımın sonucunda MMP-9 protein seviyesinde düşüş görülmüştür 

(p<0,05). Isı ile uyarılan Der p 6 alerjeninin 2 μg/mL konsantrasyonu hücrelerde MMP-

9 protein miktarında etkili olmamıştır. Isı ile uyarılan 10 μg/mL Der p 6 alerjeninin 

hücrelere uygulanması sonrasında ise hücrelerde düşüş gözlenmiştir (p<0,05). Der p 6 ile 

uyarılan hücrelerin MMP-9 gen ifadelerinde konsantrasyona bağlı değişiklik 

gözlenmemiştir ancak protein miktarı 10 μg/mL Der p 6 ile uyarılan koşulda 2 μg/mL 

Der p 6 koşuluna göre daha az bulunmuştur. Bu durumun nedeni, epitel hücrelerde Der p 

6’e yanıt oluşturulması sırasında MMP-9 ifadesini ve buna bağlı olarak protein miktarını 

azaltacak bir molekülün varlığı ile ilişkilendirilebilir.  

 

MMP-12 için elde edilen standart grafik Şekil 4.13’de verilmiştir.  
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Şekil 4.13. MMP-12 proteininin ELISA deneyi için elde edilen standart grafiği 

 

MMP-12 ELISA Kiti’nin hassasiyet aralığı 8-1000 ng/mL olarak tespit edilmiştir. Deney 

sırasında toplanan örneklerden MMP-12 protein düzeyi ile ilgili sonuç alınmamıştır. Bu 

nedenle MMP-12 protein düzeyi 0 olarak kabul edilmiştir.  
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5. YORUM 

Yapılan tez çalışması kapsamında bronş epitel hücrelerde serin proteaz, sistein proteaz ve 

proteaz özellikte olmayan alerjenlerin MMP-2, -9 ve -12 üzerine olan etkileri RNA ve 

protein düzeyinde araştırılmıştır. Hücrelere uygulanacak optimum alerjen 

konsantrasyonunu belirlemek amacıyla artan konsantrasyonlarda alerjen uyarımı 

gerçekleştirilmiştir. Hücrelerin canlı kaldığı ve sitotoksisitenin görülmediği dozu tespit 

etmek için MTT ve EtBr/kalsein boyama yöntemleri kullanılmıştır. Sonuçlar 

doğrultusunda Der p 1, 2 ve 6 için kullanılacak uygun konsantrasyonlar seçilmiştir. 21 

gün süresince ALI kültürde farklılaştırılan BEAS-2B hücreleri Der p 1, Der p 2 ve Der p 

6 alerjenlerinin belirlenen konsantrasyonu ile 24 saat uyarılmıştır. Uyarım sonucunda 

RNA izolasyonu gerçekleştirilmiş ve hücre süpernatanları toplanmıştır. İzole edilen 

RNA’lar cDNA çevrilmiş ve gerçek zamanlı PZR analizi gerçekleştirilmiştir. Hücre 

süpernatantlarında ELIZA yöntemi kullanılarak MMP-2, MMP-9 ve MMP-12 protein 

düzeylerine bakılmıştır. Çalışma kapsamında elde edilen sonuçlar aşağıda belirtilmiştir; 

 Der p 1’in farklı konsantrasyonları için yapılan MTT sonuçları, literatür ile 

uyumlu bulunmuştur. Konsatrasyonla doğru orantılı olarak hücre canlılığı 

düşmüştür. En belirgin düşüş 10 μg/mL konsantrasyonda gözlenmiştir.  

 Der p 2 alerjeni ile yüksek konsantrasyonlarda (40 μg/mL) dahi hücre canlılığı 

üzerinde diğer alerjenlere göre etkisinin düşük olduğu saptanmıştır. En yüksek 

konsantrasyonda (40 μg/mL) uyarım yaptığımız hücrelerde canlılık %73,43 

olarak tespit edilmiştir. Sonuçlarımız literatürle uyumlu olarak bulunmuştur.  

 Literatürde Der p 6 alerjeni ile yapılan MTT ve görüntüleme sonucu 

bulunmamaktadır. Der p 6 ile hava yolu epitel hücre çalımaları literatürde sınırlı 

sayıda olup verilerimizin literatüre katkı sağlayacağına inanmaktayız.  

 Serin proteaz özellikteki Der p 6 alerjeni ile 40 μg/mL konsantrasyonda uyarılan 

hücrelerde hücre canlılığı %60 olarak gözlenmiştir. Uygulama sonrası Der p1 ve 

Der p2 ile benzer hücre canlılık oranlarının gözlendiği Der p 6 konsantrosyonu 

MMP deneyleri için seçilmiştir.   

 Hazırlanan deney sisteminde her alerjen için 2 ve 10 μg/mL konsantrasyon 

seçilmiştir. Bunun yanında alerjenler ısı ile denatüre edilerek bu işlem sonrasında 



 65

değişen gen ve protein ifadeleri de değerlendirilmiştir. Bu koşulların MMP-2, 

MMP-9 ve MMP-12 ifadeleri üzerine olan etkileri karşılaştırılmıştır.   

 Der p 1 ile 2 ve 10 μg/mL uyarım sonrasında MMP-2 ifadesinde anlamlı bir 

değişim gözlenmemiştir ancak ısı ile denatürasyonu sonrasında MMP-2 ifadesi 

artmıştır. Der p 1 molekülünün üç boyutlu yapısının bozulmasının farklı patern 

tanıma reseptörleriyle etkileşime giren yeni epitopların ortaya çıkmasına yol 

açmış olabileceğini düşünmekteyiz.   

 MMP-12 ifadesi Der p 1 alerjeninin denatüre edildiği koşulda azalmıştır. Bu 

durumun moleküler yapısı bozulan alerjenin farklı bir moleküler yolağı aktive 

etmesi sonucunda meydana geldiği düşünülmektedir.  

 10 μg/mL Der p 2 alerjeni ile uyarılan hücrelerde MMP-2 ifadesinde belirgin bir 

artış gözlenmiştir. Bu artışın literatürle uyumlu olarak NF-κB yolağı üzerinden 

gerçekleşmiş olabileceği düşünülmektedir. 

 Der p 2’nin 2 ve 10 μg/mL konsantrasyonda uyarımı sonrasında MMP-9 ve MMP-

12 gen ifadelerinin değişmediği gözlenmiştir. Der p 2 alerjeninin epitel hücrede 

aktive ettiği yolakların bu genler üzerinde etkisi olmadığı düşünülmüştür.   

 Literatürde serin proteaz alerjen olan Der p 6 uyarımı sonrasında matriks 

metalloproteaz genlerine bakılan bir çalışma bulunmamaktadır. Tez kapsamında 

Der p 6 uyarımı sonrasında MMP-2, MMP-9 ve MMP-12’nin gen ifadeleri ile 

protein verileri, tezin özgün değerini oluşturmaktadır.   

 Der p 6 uyarımı sonrasında konsantrasyona bağlı olarak MMP-2 gen ifadesinin 

seviyesi artmıştır. Isı ile denatürasyon sonucunda gen ifadesinde görülen düşüşün, 

alerjeninin moleküler yapısının bozulması ile ilişkili olduğu düşünülmektedir.  

 Der p 6 uyarımı sonrasında MMP-9 ifadesinde konsantrasyona bağlı olarak 

anlamlı bir fark gözlenmemiştir. Der p 6’nın epitel hücrede etkilediği yolakların 

MMP-9 ifadesini değiştirmediği sonucuna ulaşılmıştır.  

 Der p 6 alerjeni uyarımı sonrasında MMP-12 gen ifadesinin 10 μg/mL 

konsantrasyonda arttığı tespit edilmiştir. Buradan yola çıkarak MMP-12 

ifadesinde Der p 6 alerjeninin etkili olduğu düşünülmektedir. Isı ile denatüre 

edilen hücrelerde anlamlı olarak değişim gözlenmemiştir.  
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 MMP-2 ve MMP-12 için yapılan ELISA deneylerinde, hücre dışına salınan 

protein miktarlarının hassasiyet aralıklarının altında kalması nedeniyle sonuç 

alınamamıştır.  

 Der p 1 uyarımı sonrasında hücre dışına salınan MMP-9 miktarı 2 μg/mL’de 2747 

pg/mL, 10 μg/mL’de 3282 pg/mL değerlerinde çıkmıştır.  MMP-9 protein 

miktarında ölçülen bu artmanın Der p 1 konsantrasyonuna bağlı olduğu 

görülmüştür.  

 Der p 1 uyarımı sonrasında hücre dışına salınan MMP-9 protein düzeyinde artış 

gözlemlenirken gen ifadesinde düşme görülmektedir. Hücrelerde proteaz-proteaz 

inhibitörleri arasındaki dengenin sağlanması amacıyla ifade olan genlerin, MMP-

9’un gen ifadesini düşürerek denge oluşturmaya çalıştığı düşünülmektedir.  

 Der p 2 uyarımı sonrasında 10 μg/mL konsantrasyonda MMP-9’un protein 

miktarında artış gözlenmiş ancak bunun istatistiksel olarak anlamlı olmadığı tespit 

edilmiştir. Alınan bu sonuçlar, hücre dışına salınan MMP-9 miktarının Der p 2’nin 

konsantrasyonuna bağlı olduğunu göstermektedir.  

 Tez çalışması sırasında bronş epitel hücre hatı kullanılmıştır. BEAS-2B hücreleri 

sağlıklı bireylerden alınan bronş epitel hücreler oldukları için astımlı hücre 

genetik alt yapısına ve astımlı bireylerden alınan pirmer bronş epitel hücrelerin 

mikro çevresine sahip değillerdir. Bu çalışma temel olarak alerjen proteazların 

epitel hücre kökenli MMP’ler üzerine olan etkilerini gösteren mekanizmayı 

açıklamaya yönelik bir çalışma olup astım patogenezinde ve hava yolu yeniden 

yapılanmasındaki rolü için sağlıklı ve astımlı bireylerden alınan primer bronş 

epitel hücreleriyle daha ileri çalışmaların yapılması gerekmektedir.   

 Çalışmanın diğer bir kısıtlayıcı yönü BEAS-2B hücrelerinin primer bronş epitel 

hücrelerinden farklı olarak ALI kültürde 21 gün farklılaştırma sonucunda TEER 

düzeylerinde yüksek artış gözlenmemsidir. Literatürde BEAS-2B hücrelerinde 

farklılaşma sonrasında TEER artışının sınırlı olduğu bizim deneylerimize benzer 

şekilde gösterilmiştir.  

 Protein sonuçlarıyla RNA sonuçları arasında tam bir korelasyon tespit 

edilememiştir. RNA ifadesindeki erken dönem değişikliğin 24 saat uygulama 

sonrasında görülememiş olması muhtemeldir. Bu durumun uyarım sonrasında 

erken dönem RNA cevabından kaynaklanmış olabileceği düşünülmüştür. 12 - 18 
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saat olmak üzere iki farklı uyarı zamanı daha seçilerek RNA düzeyindeki 

farklılığın nedenlerinin araştırılması planlanmıştır.  

 

Tez kapsamında yapılan deneyler doğrultusunda ALI-kültür yöntemi ile farklılaştırılmış 

bronş epitel hücrelerinin sistein proteaz alerjen Der p 1, proteaz özelliğe sahip olmayan 

alerjen Der p 2 ve serin proteaz alerjen Der p 6 ile uyarımının MMP-2, MMP-9 ve MMP-

12 üzerinde farklı etkileri olduğu gösterilmiştir. Astım patogenezinde etkili olan matriks 

metalloproteazların farklı proteaz alerjen uyarımı sonrası görülen gen ve protein 

ifadelerindeki değişiklikler ilk defa bu çalışma ile gösterilmiştir. Isı ile denatüre edilen 

alerjenlerin uyarımı sonrasında alınan farklı sonuçlar, alerjenlerin 3 boyutlu yapılarının 

ısı sonucunda değiştiği ve bunun da MMP’leri etkilediği düşünülmektedir. 
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