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ÖZET 

Farede OVA-LPS ile İndüklenen Alerjik Astım Modelinde Dimetil Fumaratın 

Terapötik Etkinliğinin Araştırılması 

Alerjik astım, en yaygın görülen astım alt tipi olmakla birlikte hastaların yaşam 

kalitesini önemli ölçüde etkilemektedir ve henüz radikal bir tedavisi mevcut değildir. 

Patogenezinde oksidatif stres, inflamasyon ve hücre metabolizmasındaki değişiklikler gibi 

birçok faktör rol oynamaktadır. Bu çalışmada amacımız dimetil fumaratın (DMF) 

ovalbumin (OVA) ve lipopolisakkarit (LPS) ile indüklenen astım modelinde trakeal 

kontraktilite, akciğer dokusunda protein ekspresyonlarındaki değişiklikler, parankimal ve 

peribronşiyal inflamasyon ve hücre metabolitlerindeki değişiklikler aracılı terapötik 

etkisini araştırmaktır.  

Dişi Balb/c farelere sensitizasyon ve sataşma fazlarından oluşan 21 günlük deney 

protokolünde intraperitoneal (i.p.) ve intranazal (i.n.) OVA ve LPS uygulanarak alerjik 

astım modeli oluşturuldu. 18-21. Günlerde deney gruplarına göre farelere düşük doz (30 

mg/kg/gün) veya yüksek doz (100 mg/kg/gün) DMF oral gavaj ile verildi. 22. Gün 

farelerden trakea ve akciğer dokuları izole edildi. İzole edilen trakealardan miyograf 

sistemi aracılığıyla karbakol, 5-HT ve bradikinine bağlı kontraktilite yanıtları elde edildi. 

Yüksek doz DMF tedavisi, 5-HT ve bradikinin ile indüklenen trakeal kontraktiliteyi inhibe 

etti. Akciğer dokularında western blotlama tekniği ile kanonikal Wnt/β-katenin yolağı 

(defosforile β-katenin, Wnt-5A/B), Nf-κB yolağı (total Nf-κB ve fosforile Nf-κB p65), 

Nrf2/HO-1 yolağı (Nrf2) proteinlerinin ekspresyonu değerlendirildi. Β-katenin 

düzeylerinde astımlı farelerde ve kontrol DMF grubunda anlamlı azalma görülürken, DMF 

tedavisi alan astımlı farelerde ekspresyon seviyesi değişmedi. Wnt-5A düzeylerinde 

gruplar arasında anlamlı farklılık görülmedi. Nrf2 düzeyi astımlı farelerde azalırken, DMF 

tedavisi ile Nrf2 ekspresyonu indüklendi. Astımlı farelerde aktive olan Nf-κB yolağı, DMF 

tedavisi ile inhibe edildi. Akciğer dokularında yapılan metabolomik analizlerde özellikle 

glikoz metabolizmasında astım kaynaklı gelişen bozukluklar DMF ile iyileştirildi. Akciğer 

dokularında peribronşiyal ve parankimal inflamasyon üzerinde DMF’nin iyileştirici etkisi 

tespit edilemedi. Çalışmamızın sonuçlarına göre; yüksek doz DMF (100 mg/kg/gün) 

astımdaki fonksiyonel, moleküler ve metabolik değişiklikleri iyileştirerek terapötik etkinlik 

göstermektedir. 

Anahtar Kelimeler: Astım, Dimetil fumarat, Lipopolisakkarit, Ovalbumin  
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ABSTRACT 

Investigation of the Therapeutic Effects of Dimethyl Fumarate in an OVA-LPS-

Induced Allergic Asthma Model in Mice 

Allergic asthma, the most common subtype of asthma, significantly impairs 

patients’ quality of life, and a definitive cure is yet to be established. Its pathogenesis 

involves multiple factors, including oxidative stress, inflammation, and alterations in 

cellular metabolism. In this study, we aimed to investigate the therapeutic effects of 

dimethyl fumarate (DMF), in an ovalbumin (OVA) and lipopolysaccharide (LPS)-induced 

asthma model. The study focused on tracheal contractility, protein expression changes in 

lung tissue, parenchymal and peribronchial inflammation, and alterations in cellular 

metabolites. 

Female Balb/c mice were sensitized and challenged over a 21-day experimental 

protocol using intraperitoneal (i.p.) and intranasal (i.n.) administration of OVA and LPS to 

induce allergic asthma. On days 18–21, mice received either a low dose (30 mg/kg/day) or 

high dose (100 mg/kg/day) of DMF via oral gavage according to the experimental group. 

On day 22, tracheal and lung tissues were isolated. Contractile responses to carbachol, 5-

HT, and bradykinin were measured in isolated tracheae using a myograph system. High-

dose DMF treatment inhibited 5-HT- and bradykinin-induced tracheal contractility. Protein 

expression of canonical Wnt/β-catenin pathway components (dephosphorylated β-catenin, 

Wnt-5A/B), NF-κB pathway components (total NF-κB and phosphorylated NF-κB p65), 

and Nrf2/HO-1 pathway (Nrf2) was assessed in lung tissues by Western blotting. β-catenin 

levels were significantly reduced in asthmatic mice and the control DMF group, whereas 

DMF treatment in asthmatic mice maintained expression levels. No significant differences 

in Wnt-5A levels were observed among groups. Nrf2 levels were decreased in asthmatic 

mice but were restored following DMF treatment. NF-κB pathway activation in asthmatic 

mice was inhibited by DMF treatment. Metabolomic analysis of lung tissues revealed that 

DMF ameliorated asthma-induced disturbances, particularly in glucose metabolism. 

However, DMF did not significantly affect peribronchial or parenchymal inflammation. 

Overall, our results indicate that high-dose DMF (100 mg/kg/day) exerts therapeutic 

effects by improving functional, molecular, and metabolic alterations associated with 

asthma. 

Keywords: Asthma, Dimethyl fumarate, Lipopolysaccharide, Ovalbumin 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

Küresel Astım Yönetimi ve Önleme Stratejisi (Global Initiative for Asthma; GINA) 

2024 kılavuzuna göre, astım; hırıltılı solunum, nefes darlığı ve öksürük gibi belirtilerden 

biri ya da birkaçıyla seyreden, bu belirtilerin genellikle gece saatlerinde, egzersiz, kahkaha, 

alerjen maruziyeti, soğuk hava veya viral enfeksiyonlar gibi tetikleyicilerle ortaya çıktığı; 

zaman içinde değişkenlik gösteren sıklık ve şiddette gözlenebilen, heterojen ve kompleks 

yapıda bir kronik hastalıktır (1, 2). Astım hastalarının büyük çoğunluğu alerjik astım 

tanılıdır (3). Alerjik astım patogenezinde genetik, epigenetik birçok faktörlerin yanı sıra, 

inflamasyon, oksidatif stres ve buna bağlı morfolojik ve hücre metabolizmasındaki 

değişiklikler rol oynamaktadır (4). Güncel tedavi yaklaşımları çoğunlukla atakları kontrol 

etmeye yönelik olup henüz küratif bir tedavi seçeneği mevcut değildir (5). Astım ile ilişkili 

deneysel araştırmalarda sıklıkla kullanılan modeller arasında i.p. ve/veya i.n. OVA, LPS’in 

kombine veya tekli uygulamaları yer almaktadır (6). Bu tez çalışmasında sensitizasyon ve 

sataşma fazlarında i.p. ve i.n. OVA ve LPS uygulaması ile farelerde astım oluşturulmuştur. 

OVA ve LPS ile indüklenen trakeal reaktivite değişiklikleri, Wnt/β-katenin, nükleer faktör 

κB (Nf- κB) ve nükleer faktör eritroid 2 ilişkili faktör 2/hemeoksijenaz-1 (Nrf2/ HO-1) 

moleküler yolaklarındaki değişiklikler, akciğer dokularında parankimal/peribronşiyal 

inflamasyon ve hücre metabolizmasındaki değişiklikler incelenmiştir. 

DMF, antiinflamatuvar ve immunomodülatör etkinliği ile psöriazis ve multiple 

sklerozis hastalıklarında klinik kullanımı mevcut olan Nrf2 indükleyici terapötik ajandır. 

Astım patogenezi ile ilişkilendirilen oksidatif stres ve inflamatuvar yolaklarda regülatör 

etkisi birçok preklinik çalışma ile kanıtlanarak, astım tedavisinde yeniden 

konumlandırılabileceği öne sürülmüştür (7). Bu tez çalışmasında, OVA ve LPS ile astım 

oluşturulan farelerde, DMF’nin düşük ve yüksek dozlarının astım patogenezine eşlik eden 

fonksiyonel, moleküler, yapısal ve hücresel metabolizmadaki değişiklikler üzerine etkisi 

değerlendirilmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Solunum Sistemi Anatomisi Ve Fizyolojisi 

Memeli canlılarda solunum sistemi cavitas nasi (burun boşluğu), paranazal 

sinüsler, farenks, larenks, interkostal nörovasküler yapılar, trakea, bronş, bronşiyoller, 

alveoller ve akciğer parankiminden oluşur. Solunum sistemi anatomik olarak ekstratorasik 

alan, trakeadan terminal bronşiyollere kadar uzanan trakebronşiyal alan, alveoller ve 

akciğer parankimini içeren asinar alan olmak üzere 3 kısımda incelenir. Klinik 

uygulamalarda ekstratorasik alan üst solunum yolu; intratorasik alan ve alveolar yapılar ise 

alt solunum yolu olarak isimlendirilmektedir (8). Solunum yolunun, her dallanma adımında 

duvar çapı ve kalınlığı giderek azalmaktadır. Trakea, 10-13 cm uzunluğunda ve 1,5- 2 cm 

genişliğinde, , altıncı-yedinci servikal vertebra ile dördüncü-beşinci torasik vertebraya 

kadar uzanan tübüler yapıdır. Trakeanın tübüler yapısı ventralinde hiyalin kıkırdak yapısı, 

dorsalinde ise solunum yolu düz kasından oluşmaktadır. Trakea beşinci torasik vertebra 

sınırında dallanarak bronşları oluşturur (9). Akciğerler inhalasyon havasını solunum yolu 

aracılığı ile alveolar keseciklere kadar taşıyarak pulmoner kapiler damarlardaki kanın 

oksijenlenmesini ve karbondioksitten arınmasını sağlamaktadır. Akciğer radix 

pulmonis’ten kalp ve trakeaya bağlanır. Radix pulmonis’ten itibaren pariyetal ve visseral 

yapraklar mesopneumonium’u (akciğer mezenteri) oluşturur. Akciğerin mediyal kısmında 

bronşlar, pulmoner, bronşiyal ve lenfatik damarlar ile sinirler gibi radix pulmonis’i 

oluşturan yapılar hilum pulmonis’te akciğere bağlanır. Akciğerler fissura horizontalis ve 

fissura-obliqua ile loblara ayrılır. Buna göre, sağ akciğer üç lobdan, sol akciğer ise iki 

lobdan oluşmaktadır. Sağ akciğer soldakine göre daha büyük ve ağırdır. Akciğerler plevra 

adı verilen iki katlı seröz tabaka ile kaplıdır. İnsanda akciğerlerin toplam gaz hacmi 6 000 

mL’dir (10, 11). 
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Şekil 1. İnsan solunum sisteminin anatomik yapısı (Ahookhash’tan, 8) 

2.2. Kemirgenlerde Solunum Sistemi 

Kemirgenlerde solunum sisteminin genel yapısı diğer memelilere benzer şekilde 

başlıca trakea ve akciğerlerden oluşmaktadır. Ancak kemirgenlerde sol akciğer tek loblu 

iken, sağ akciğer beş loba ayrılmaktadır. Akciğerlerin toplam gaz hacmi ise sıçanlarda 10 

mL, farelerde ise 1 mL’dir. İnsan solunum sistemine kıyasla akciğerleri saran plevra 

dokusu daha ince, alveolar keseciklerin yapısı daha küçük , kan-gaz değişiminin 

gerçekleştiği bariyer kalınlığı ise daha azdır. Fare trakeasında kıkırdak bulunur ancak diğer 

memelilere göre daha az organize olmuştur; trakeanın sadece üst kısmı diğer memelilerde 

görülen tam halkalara sahiptir ve bunlar distale doğru ilerledikçe plakalara dönüşür. 

Solunum yolu dikotomik değil monopodial bir dallanma örüntüsü sergiler. Fare akciğerinin 

diğer iki önemli özelliği solunum yolunun göreceli büyüklüğü ile solunum yolu epitelinin 

ince olmasıdır (10). 
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Şekil 2. Fare akciğer anatomisi (Kittel’den, 12)  

2.3. Astım 

Küresel Astım Yönetimi ve Önleme Stratejisi (Global Initiative for Asthma; GINA) 

2024 kılavuzuna göre astım hırıltılı solunum, nefes darlığı, göğüste sıkışma hissi ve 

öksürük belirtilerinin biri veya birkaçının görüldüğü, belirtilerin gece vakitlerinde, 

egzersiz, kahkaha, alerjenler veya soğuk hava ya da viral enfeksiyonlar ile tetiklendiği, 

zaman içinde değişik şekillerde ve farklı yoğunluklarda görülebildiği heterojenik ve 

kompleks bir kronik hastalıktır (1,2). Astım, klinik belirtilerin şiddetinin ve sıklığının 

arttığı epizodik hastalık alevlenmeleri ile seyreder. Solunum yolu düz kasında hipertrofi ve 

hiperplazi, goblet hücrelerinde hiperplazi ve mukus salgısında artış, submukozal mukus 

bezlerinde hipertrofi, subepitelyal fibrozis ve kolajen birikiminde ve submukozal kan 

damarlarında artış, submukozal ödem ve inflamatuvar hücre infiltrasyonu, düz kas 

kasılmasından kaynaklı solunum yolu obstrüksiyonu astıma eşlik etmektedir (13). Astım 

hayat kalitesini azaltıp, iş gücü kaybına neden olarak bireye ve topluma önemli 

sosyoekonomik yük oluşturmaktadır. Ayrıca astımlı hastalarda diyabet, artrit, 

kardiyovasküler ve hipertansif hastalıklar, hormonal bozukluklar, obezite, rinit, kanser, 

inme ve osteoporozis riskinde artış bildirilmektedir (14). Hastalık patogenezinin altında 

yatan moleküler mekanizmalar ve epizodik alevlenmeleri tetikleyen faktörlere bağlı olarak 

alerjik astım, erken başlangıçlı eozinofilik astım, enfeksiyon ile indüklenen astım, viral 
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enfeksiyonla kötüleşen astım, aspirin ile indüklenen astım, premenstrüal astım, nötrofilik 

astım, steroid dirençli eozinofilik astım gibi farklı astım fenotipleri tanımlanmıştır (5). 

2.4. Tarihçe 

Astım ile ilgili ilk kayıtlara eski Çin ve Mısır kaynaklarında rastlanmaktadır. 

Hastalığın semptomları ile ilgili mevsimsel alevlenme dönemleri, hırıltılı solunum, mukus 

yapısında değişiklikler bildirilmiştir. 20. yüzyıla kadar astım tanısı infektif, kardiyak ve 

diğer solunum yolu hastalıkları ile karıştırılmıştır ve ancak 20. yüzyılda net olarak 

tanımlanabilmiştir (15). 19. yüzyılda alerjik yanıtta rol oynayan hücrelerin ve saman 

nezlesinin tanımlanması astım hastalığı ile ilgili mevcut yaklaşımın temelini oluşturmuştur. 

1819 yılında John Bostock ilk vakayı yayımlamıştır. 1873 yılında Charles Blackley saman 

nezlesi ve astım ile ilişkili 28 vaka raporu bildirmiştir. Birçok ülkede, 1960’lı yıllarda 

sodyum lauril sülfat gibi kimyasalları içeren temizlik ürünlerinin evlerde kullanılmaya 

başlanması ile astım insidansında ve astıma bağlı hastaneye yatış riskinde artış 

gözlemlenmiştir (16). Astım etimolojik olarak, Yunanca’da ‘’nefes nefese kalma’’ ya da 

‘’kısa nefes alma’’ anlamına gelen sözcüklerden türetilmiştir. Galen, Hipokrat gibi birçok 

hekimin reçetelerinde ve metinlerinde astım semptomları ile tanımlanan hastalıklara 

rastlanırken, İbni Sina’nın astımla ilgili özel olarak yazdığı metinde hastalık trakeada 

mukus birikimi, nefes almada zorluk, hızlı hızlı nefes alma belirtileri ile tanımlanmıştır 

(17). 

2.5. Etiyoloji  

Astım etiyolojisinde genetik, epigenetik ve çevresel birçok faktör rol oynamaktadır. 

2.5.1. Genetik Faktörler 

Genome Wide Association Studies (GWAS) kapsamında yürütülen çalışmalarda 

astımlı ve sağlıklı bireyler arasında birçok genetik varyantta farklılık olduğu 

gözlemlenmiştir. Astım ilk kez 1989 yılında 11q13 lokusundaki genetik varyasyonlarla 

ilişkilendirilmiş ve şimdiye kadar 600’den fazla genin astım ve astımla ilişkili fenotipler 

(IgE seviyelerinde yükselme, bronşiyal hiperreaktivite, eozinofili vb.) ile ilişkisi 

tanımlanmıştır. Beta2 adrenerjik reseptör geni, T helper (Th)1 ve Th2 hücre 

farklılaşmasında yer alan sitokinler, reseptörler, sinyal proteinleri ve transkripsiyon 

faktörleriyle ilişkili IL4, IL4RA, IFNG, IFNGR1, STAT6, GATA3 ve TBX21 genlerindeki 

varyasyonları ortaya koyan birçok çalışma yapılmıştır (18). Özellikle 17q12-21 lokusunda 
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yer alan endoplazmik retikulumda protein katlanmasından sorumlu ORDML3, 

GSDMB,ZPBP2 ve IKZF3 genlerindeki değişiklikler majör olarak astım ve astımdaki 

proinflamatuvar süreçler ile ilişkilendirilmektedir (13). Ayrıca 6p21.32, 5q22.1, 2q12 ve 

9p24.1 lokuslarındaki genetik varyasyonların da astım gelişiminde rol oynadığı 

gösterilmiştir (19).  

2.5.2. Epigenetik Faktörler  

Epigenom wide association studies (EWAS) ve preklinik çalışmalar, DNA 

metilasyonu, post-translasyonel histon modifikasyonu ve mikroRNA (miRNA) 

ekspresyonunun immün yanıtlarda majör regülatör rol oynayan ve astımdaki gen 

ekspresyon değişiklikleri ile ilişkilendirilen en yaygın epigenetik mekanizmalar olduğunu 

göstermiştir. Solunum yolu remodellinginde görevli COL15A1, RB1, FOXP1, CCDC19; 

sürfaktan sekresyonunda görevli , ACOT7, PPT2; solunum yollarında nitrik oksit (NO) 

üretiminden sorumlu ACP5 ve sitokin üretimi ve sinyalizasyonunda görevli IL5RA, 

DICER1 genlerindeki DNA metilasyonunda azalma astım ile ilişkilendirilmektedir. 

Bazofillerde ve mast hücrelerinde histidin dekarboksilaz geninin hipometilasyonunun 

özellikle alerjik astım ile ilişkili olduğu bildirilmiştir. Post translasyonel histon 

modifikasyonlarının (asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, SUMOilasyon ve ADP-

ribozilasyonu) astımdaki özellikle CD
4+

T hücre farklılaşması ile ilişkisi tanımlanmış ancak 

altta yatan mekanizma yeterince aydınlatılamamıştır. Ayrıca miRNA 221, miRNA21, 

miRNA19, miRNA145, miRNA146 ve miRNA126 seviyelerinin de astımlı hastalarda 

değiştiği kaydedilmiştir (19).   

2.5.3. Çevresel Faktörler 

Astım hastalarında solunum yolu hiperreaktivitesi nedeniyle, tetikleyici faktörlere 

maruziyet solunum yolunda bronkokonstriksiyona, inflamasyona ve ödeme sebep 

olabilmektedir. Alerjenler (polenler, küf, kedi/köpek, toz akarları), irritanlar (toz 

partikülleri, hava değişiklikleri, ozon ve duman gibi hava kirleticileri, temizlik ürünleri, 

boya, parfüm gibi çeşitli kimyasallar, tütün, marihuana), solunum yolu enfeksiyonları 

(insan rinovirüs, solunum sinsital virüs, influenza, parainfluenza, koronavirüs, adenovirüs, 

insan metapnömonivirüs, bokavirüs vb.), stres, egzersiz, ilaçlar (aspirin, beta blokörler), 

vitamin D eksikliği, diyet astım hastalığı gelişiminde ve astım alevlenmesinde rol 

oynayabilmektedir (18,20).  
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2.6. Epidemiyoloji 

 Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) verilerine göre 2019 yılında astımdan etkilenen 

toplam insan sayısı 262 milyondur ve astım kaynaklı ölüm sayısı 455 bindir (21). 2024 

GINA kılavuzuna göre ise dünya çapında yaklaşık 300 milyon kişi astımla mücadele 

etmektedir ve her gün 1 000 kişi astım nedeniyle hayatını kaybetmektedir (2). Türkiye’de 

yaklaşık 3 milyon kişinin astım hastası olduğu tahmin edilmektedir ve tüm kronik solunum 

yolu hastalıkları içinde en sık hastane yatışı gerektiren ikinci hastalık astımdır. Türkiye’de 

yürütülen çok merkezli bir çalışmada astım görülme sıklığı %5 olarak bildirilmiştir. Astım 

görülme oranının Marmara Bölgesi ve İç Anadolu Bölgesinde yüksek olduğu ve astım 

tanılı hastaların çoğunluğunu (%74.8) kadınların oluşturduğu gözlemlenmiştir (22). 

Puberte öncesi astım insidansı erkeklerde daha fazla iken, puberte sonrası kadınlarda daha 

fazladır (23). 

2.7. Patogenez 

2.7.1. Astımda İnflamasyon 

Astımda görülen kronik inflamasyon, alveolar hipoventilasyon ve hipoksiye sebep 

olur ve akciğerlere perfüzyon azalır. Akciğerlerdeki inflamasyonun intraplevral ve 

intraalveolar basıncı arttırması ile pulmoner sirkülasyon daha da azalarak kan oksijenlenme 

seviyesinin azalmasına ve karbondioksit retansiyonuna sebep olur (24). Astım 

patogenezinde rol oynayan immün mekanizmalar farklı T lenfosit alt tiplerinin 

farklılaşmasına ve aktivasyonuna bağlı olarak değişkenlik göstermektedir (25). Alerjik 

astım patogenezi başlıca Th2 tip inflamasyona bağımlıdır ancak diğer astım fenotiplerinde 

Th1 ve Th17 hücre yanıtlarının da solunum yolu inflamasyonunda rol oynadığı tespit 

edilmiştir (5, 13).  

Th2 ve Th1 hücre yanıtlarındaki arasındaki dengenin bozulması uzun yıllar 

boyunca astım patogenezinde ana etken olarak tanımlanmış olsa da otoimmün hastalıkların 

görülme sıklığındaki artıştan ötürü astım gelişim mekanizmalarının Th2 ve Th1 

yanıtlarındaki dengesizlik ile açıklanamayacak kadar kompleks olduğuna karar verilmiştir 

(26). Th2 yanıtın astım patogenezinde rol oynamasına bağlı olarak astım çeşitleri Th2 

yanıtı yüksek astım (T2, eozinofilik astım) ve Th2 yanıtı düşük astım (Th1, Th17, solunum 

yolu disbiyozisi, NO sinyalizasyonunda disregülasyon vb. faktörler aracılı) olmak üzere iki 

ana gruba ayrılmaktadır (27).  
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2.7.1.2. Tip 2 Astım (Eozinofilik Astım) 

Tip 2 astımda Th2 inflamatuvar yanıt baskın olup alerjik ya da alerjik olmayan 

temellere sahip olabilir ve başlıca eozinofilik solunum yolu inflamasyonu ile ilişkilidir. 

Tekrarlayan ve kronik rinosinüzit ve nazal polip ilişkili astım, aspirin ile indüklenen astım 

alt tiplerinde de Tip 2 inflamasyon görülmektedir (28). Tip 2 astımda Th2 sitokinler, 

inflamatuvar hücreler (eozinofiller, mast hücreleri, bazofiller, Th2 lenfositler, IgE üreten 

plazma hücreleri) ve solunum yolu epitelyal hücre sitokinleri birlikte etki göstermektedir 

(13). Alerjenler ve viral enfeksiyonlar gibi astım tetikleyicileri dendritik hücre aktivasyonu 

aracılığıyla native CD4
+
T+ lenfositlerin efektör Th2 hücrelere farklılaşmasına neden olur. 

Çevresel patojenlere maruziyet sonrasında solunum yolu epitelinden alarmin sitokinler 

olarak adlandırılan interlökin (IL)-25, IL-33 ve timik stromal lenfopoietin (TSLP) gibi 

faktörlerin salıverilmesi de dendritik hücre aktivasyonuna katkı sağlamaktadır. Alarminler, 

epitelyal hücrelerde eksprese edildikten sonra Toll benzeri reseptörlerle (TLR) 

etkileşmektedir ve astım patogenezinde majör rol oynayan Th2 sitokinlerin ekspresyonuna 

öncülük etmektedir. TSLP, insan epitel hücrelerinin yanı sıra dendritik hücreler, mast 

hücreleri, insan akciğer makrofajları ve fibroblastlar tarafından da salıverilebilmekte ve 

etkilerini TSLP reseptörü ve IL-17 reseptör (IL-17R) α’ya bağlanarak göstermektedir. IL-

33 ise epitel hücreler ve endotel hücrelerden salıverilmektedir ve solunum yolu 

fibroblastlarından kolajen ve fibronektin sentezini, mast hücrelerinden Th2 sitokinlerin 

salıverilmesini sağlayarak hem immünizasyonda hem de remodellingde rol oynamaktadır. 

IL-25, IL-17E sitokini olarak da bilinmektedir ve akciğer fibrozisi ve akciğer 

fibroblastlarında sitokin ekspresyonunda artışa sebep olmaktadır. Astım tedavisinde Th2 ve 

Th17 sitokinlerin yanı sıra, alarmin sitokinlerin hedeflendirildiği tedaviler de 

araştırılmaktadır (29, 30). 

Mast hücreler ve efektör Th2 hücreler IL-4 salıvererek GATA transkripsiyon 

faktörü 3 (GATA3) ve sinyal iletimi ve trankripsiyon faktörleri (STAT) 6 gibi 

transkripsiyon faktörleri aracılığıyla Th2 hücre farklılaşmasına ve aktivasyonuna katkı 

sağlar. Ayrıca aktive Th2 hücrelerden IL-5 ve IL-13 salıverilir. IL-5, kemik iliği üzerinde 

etkisi ile eozinofil sayısında artışa, eozinofil kolonizasyonuna ve migrasyonuna sebep 

olmaktadır (31). IL-13, goblet hücre metaplazisine, mukus hipersekresyonuna ve 

dönüştürücü büyüme faktörü (TGF)-β ekspresyonunda artış ile solunum yollarında 

fibrozise neden olmaktadır (32). Th2 tarafından aktive edilen B hücreler, immunoglobulin 
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(Ig) E antikorlarını üretir (33). Üretilen IgE antikorlarının mast hücreleri yüzeyindeki IgE 

reseptörlerine bağlanması ile oluşan kompleks sonucunda, mast hücreleri granüllerinde 

bulunan monoaminler (histamin), proteoglikanlar (heparin, kondroitin sülfat), proteazlar 

(kimaz, triptaz, karboksipeptidaz 3, katepsin G), nöropeptidler (serotonin) gibi çeşitli 

maddeler salıverilmektedir. Ayrıca mast hücrelerinde prostoglandinler (PGD2, PGE2), 

lökotrienler (LTB4, LTC4, LTD4, LTE4), kemokinler (CXCL1, CXCL3, CXCL8, 

CXCL10), büyüme faktörleri ve çeşitli sitokinler (IL-1β, IL-6, IL-13) de novo 

sentezlenmektedir (34,35). Histamin, prostaglandin ve lökotrienler solunum yolu düz 

kasının kasılmasına, mikrovasküler ödem, solunum yolu mukus sekresyonunda artış ve 

inflamatuvar hücre infiltrasyonuna neden olmaktadır. LTC4, LTD4 ve LTE4 ise solunum 

yollarında konstriksiyona ve solunum yolunda duyarlılığa neden olmaktadır (36). Native 

CD4
+
 T- lenfositler dendritik hücre aktivasyonu sonucu IL-12 aracılığı ile Th1 lenfositlere 

farklılaşmaktadır. Efektör Th1 hücreler antiviral immüniteden sorumlu interferon (IFN)-γ 

üretir ve inflamatuvar yanıt oluşturur (Şekil 3) (27).  

 

Şekil 3. Astım patogenezi (BioRender da çizildi) 
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2.7.1.3. Tip 2 Olmayan Astım (Nötrofilik Astım) 

Şiddetli astım prognozu olan hastalarda, geç başlangıçlı astımda, obezite ve tütün 

kullanımı ile indüklenen astımda, kortikosteroid tedavisine dirençli astım fenotiplerinde ve 

astım alevlenmelerinde nötrofilik inflamasyonun baskın olduğu tespit edilmiştir (37,38). 

Astım tanılı hastalardan alınan örneklerde nötrofil sayısı hastalığın şiddeti ile pozitif 

korelasyon göstermektedir (39). Nötrofiller salgıladıkları kemotaktik faktörler ve granül 

proteinleri aracılığıyla mukus hipersekresyonu, solunum yolu remodellingi ve solunum 

yolunda hiperreaktiviteye, akciğer fonksiyonlarının azalmasına, monosit ve makrofajların 

inflamasyon bölgesine infiltrasyonuna sebep olmaktadır (37). Nötrofiller tarafından 

sentezlenen matriks metalloproteinaz (MMP)-9 ve nötrofil elastaz proteolitik enzimleri 

solunum yollarına hasar vererek CXCL-8 (interlökin-8) gibi kemoatraktanların 

sekresyonunu arttırmaktadır (40). CXCL-8 ayrıca nötrofillerin akciğere infiltrasyonuna 

aracılık etmektedir. Solunum yolu epitel hücreleri, T hücreleri ve makrofajların yanı sıra 

nötrofiller de CXCL-8 salgılayarak, solunum yolu nötrofil infiltrasyonuna katkıda 

bulunmaktadır Nötrofiller ayrıca, onkostatin M sitokini gibi salgıladıkları diğer peptitler 

aracılığıyla epitel bariyer fonksiyonunun bozulmasına yol açmaktadır. Nötrofilik astım 

patogenezinde nötrofillerle Th17 hücreler arasındaki iletişim önemli rol oynamaktadır. 

Th17 sitokinlerinden biri olan IL-17 ile indüklenen T lenfositler ve nötrofiller CXCL-8 

üretmektedir. Son yıllarda yapılan çalışmalarda, IL-17’nin CXCL-8 sekresyonunu 

indükleyerek inflamasyon ile nötrofilik infiltrasyonun şiddetlenmesine neden olduğu tespit 

edilmiştir. Epitel hücrelerden salıverilen IL-33’ün de Th17 hücre polarizasyonunu 

arttırarak, astım alevlenmelerinde nötrofilik inflamatuvar yanıta neden olduğu bildirilmiştir 

(37). Nötrofilik astım patogenezinde Th17 inflamatuvar yanıtın yanı sıra Th1 inflamatuvar 

yanıt da gelişmektedir. Alerjenlere maruziyet sonrası ekspresyonları artan IL-12 ve IFN-γ 

sitokinleri doğal T hücreleri Th1 hücrelere farklılaştırmaktadır Farklılaşan Th1 hücreler 

IFN-γ salıvererek Th1 farklılaşma sürecine katkıda bulunurken Th17 farklılaşmasını inhibe 

etmektedir. Nötrofillerden salıverilen TGF-β1 sitokini IL-23, IL-21 veya IL-6 sitokini ile 

doğal T hücrelerinin Th17 hücrelere farklılaşmasını tetiklemektedir. Bu sitokinler ayrıca T 

hücrelerinde STAT3 ekspresyonunu indükleyerek IL-17A, IL-17F, IL-21 ve IL-22 

sitokinlerinin ekspresyonunu arttırmaktadır. Ekspresyonu artan IL-17A, IL-17F ve IL-22 

bronşiyal düz kas hiperproliferasyonunu ve epitelyal hiperplaziyi indüklemektedir (39, 41). 
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Şekil 4. Nötrofilik astım patogenezi (BioRender da çizildi) 

2.7.1.4. Obezite İlişkili Astım 

Obezite, adipoz dokudan makrofajlar, leptin, adiponektin, IL-1β, IL-6, IFN-γ ve 

tümör nekrozis faktör (TNF)-α gibi birçok proinflamatuvar biyobelirteçlerin salıverildiği 

metabolik bir sendromdur. Birçok çalışmada, özellikle leptinin solunum yolu 

hiperreaktivitesine ve serum IgE seviyelerinde artışa sebep olduğu gösterilmiştir (42). 

Obeziteye eşlik eden inflamatuvar süreçlerin yanı sıra, obez bireylerde solunum yolu 

çapının akciğer hacmine göre orantısız olması gibi mekanik sebepler de zorlu ekspiratuvar 

hacim (FEV1), zorunlu vital kapasite (FVC), rezidüel hacim (RV) ve toplam akciğer 

kapasitesinde azalmaya sebep olmaktadır. Akciğer fonksiyonlarındaki azalmalar obez 

bireylerde astım gelişimi riskini artırmaktadır (43). 
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Şekil 5. Astımda sitokinler (BioRender da çizildi) 

2.7.2. Astım Ve Oksidatif Stres  

Oksidatif stres, reaktif oksijen türevleri (ROS) gibi oksidan etmenler ile antioksidan 

mekanizmalar arasındaki moleküler dengenin değişmesi sonucu redoks sinyalizasyonu ve 

moleküler hasar mekanizmalarının bozulmasıdır (45). Astımda, ,oksidatif stres regülasyon 

yolaklarında antioksidan enzimler olan süper oksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon 

peroksidaz, heme oksijenaz 1 (HO-1) enzim seviyelerinde azalma görülmektedir (46). 

Tedaviye dirençli astım tanılı hastalarda malondialdehit (MDA) ve protein oksidasyon 

belirteçlerinde anlamlı artış bildirilmiştir (47). Ercan ve arkadaşları tarafından yapılan 

çalışmada, astım tanılı çocukların plazma MDA seviyeleri sağlıklı çocuklara göre yüksek; 

indirgenmiş glutatyon seviyesi ise anlamlı şekilde düşük bulunmuştur (48). 

2.7.3. Astım ve Solunum Yolu Remodellingi 

Astımda kronik inflamasyon sonucunda solunum yolunun proksimalinde ve 

distalinde solunum yolu remodellingi adı verilen irreversibl yapısal değişiklikler meydana 

gelmektedir. Solunum yolu remodellingi epitel hasarı, subepitelyal fibrozis, düz kas hücre 

hipertrofisi ve hiperplazisi, doku elastikiyetinin azalması ve bronkokonstriksiyona neden 

olur. Ayrıca epitel hücrelerin mezenşimal hücrelere dönüşümü, ekstraselüler matriks 
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birikimi, subepitelyal ödem, anjiyogenik faktörlerde artış, goblet hücre hiperplazisi ve 

mukus hipersekresyonu gelişir. Solunum yolu remodellinginde gözlemlenen histopatolojik 

değişiklikler retiküler bazal membran, lamina propria ve submukozada miyozin, α-aktin, 

tenaskin, fibronektin, desmin ve kolajen gibi maddelerin sentezinin artışı ile ilişkilidir (5). 

TGF-β, platelet derived büyüme faktörü, epidermal büyüme faktörü, vasküler endotelyal 

büyüme faktörü, kemokinler (CXCL2, CXCL3, CXCL8), IL-11 ve IL-17 profibrotik 

faktörler solunum yolunda kolajen sentezini indüklemektedir. Solunum yolunda tip I ve III 

kolajen birikimi subepitelyal fibrozise neden olur (36, 49, 50). Solunum yolu 

remodellingine neden olan başlıca mediyatör inflamatuvar hücrelerden salıverilen TGF-

β’dır. Astım patogenezinde önemli rol oynayan IL-4, IL-5 ve IL-13 bronşiyal epitel ve 

inflamatuvar hücrelerden TGF-β salıverilmesi sonucu subepitelyal ve peribronşiyal 

fibrozise neden olur (30). Remodelling ve solunum yolu çeperinin kalınlığı astım ile ilişkili 

mortalite oranı ile pozitif korelasyon göstermektedir (30,50). 

 

Şekil 6. Solunum yolu remodellingi (BioRender da çizildi) 

2.8. Tedavi 

Astım tedavisinde hastalık belirtilerinin ve epizodik alevlenmelerin sıklığı ile 

şiddetinin azaltılması, hastanın yaşam kalitesinin iyileştirilmesi ve mortalitenin önlenmesi 

hedeflenir. Günümüzde astımın klinik tedavisi çoğunlukla semptomatiktir. Bazı ilaçlar ise 

hastalık patogenezi ile ilişkili solunum yolu inflamasyonunu hedeflemektedir. Güncel 

tedavi kılavuzlarına göre astımın küratif tedavisi mümkün değildir (52). 
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Astım ataklarında kullanılmak üzere etkisi hızlı başlayan ve kısa süren 

bronkodilatör etkili yatıştırıcı ilaçlar, solunum yolu inflamasyonunu azaltan veya 

ilerlemesini önleyen kontrol edici ilaçlar ve tedaviye dirençli ya da şiddetli astım 

hastalarında kullanılan ek tedavilerden oluşur (53). Buna göre bronkodilatasyona neden 

olan kısa süre etkili inhale beta-2 adrenerjik agonistler yatıştırıcı olarak kullanılırken, uzun 

etkili beta-2 adrenerjik agonistler, kortikosteroidler ve teofilin gibi ilaçlar kontrol edici 

ilaçları oluşturur. Tüm astım fenotipleri için basamaklı tedavide ilk seçenek inhale 

kortikosteroidlerdir. Şiddetli astım ataklarında ve tedaviye dirençli olgularda sistemik 

kortikosteroid ilaçlar kısa süreli tedavide kullanılmaktadır. Ancak solunum yolu 

inflamasyonuna nötrofilik inflamasyonun eşlik ettiği olgularda sistemik kortikosteroid 

tedavisinin de etkinliği sınırlıdır (54). Astım tedavisinde immunosupresan ilaçlar belirli 

oranda fayda sağlamakla beraber ciddi yan etkileri nedeniyle astım olgularında klinik 

kullanımları oldukça kısıtlıdır (55).  

Beta-2 adrenerjik reseptör agonistleri solunum yolu düz kasında bulunan beta-2 

reseptörler aracılı solunum yolu düz kasının gevşemesi sonucu bronkodilatasyon sağlar. 

Beta-2 adrenerjik reseptörler stimülatör stimülatör G proteini ile kenetli reseptörler olup, 

uyarılmaları ile adenilil siklaz aktive edilir. Adenilil siklaz aktivasyonu ile hücre 

içerisindeki siklik adenozin monofosfat (cAMP) seviyesi artar. Solunum yolu düz kasında 

cAMP düzeylerindeki artış, intrasselüler kalsiyum içeriğinde azalmaya ve protein kinaz A 

(PKA) aktivasyonuna yol açar. PKA, miyozin hafif zincir fosfataz aktivasyonu ve miyozin 

hafif zincir kinaz inaktivasyonuna sebep olarak solunum yolu düz kasında gevşeme sağlar. 

İnhalasyonla lokal olarak kullanılabilmesi nedeniyle klinik kullanımda etkin ve güvenlidir. 

Beta-2 adrenerjik reseptör agonistleri; kısa etkili beta agonistler, uzun etkili beta agonistler 

ve ultra uzun etkili beta agonistler olmak üzere üç sınıfa ayrılmaktadır (56). 

Tablo 1. Klinik kullanımı olan beta-2 adrenerjik agonist ilaçlar (56). 

Kısa etkili beta-2 agonistler 
Salbutamol 

Terbutalin 

Uzun etkili beta-2 agonistler  

Salmeterol 

Formoterol 

Olodaterol 

Vilanterol 

Ultra uzun etkili beta-2 agonistler  İndakaterol 
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Muskarinik tip 1 (M1) reseptör blokörleri antikolinerjik ilaçlar da astımdaki fazla 

uyarılmış vagal tonu inhibe ederek astım tedavisinde bronkodilatör olarak tek başına ya da 

kombine olarak kullanılmaktadır. Kısa etkili M1 antagonistler ipratropium bromid, 

oksitopium bromid; uzun etkili M1 antagonistler tiotropium astım tedavisinde inhale 

kullanılan ajanlardır (2). Ksantin türevi teofilin ise astım tedavisinde kullanılan sistemik 

bronkodilatör ilaçtır. Teofilin astımdaki terapötik etkisini birkaç yolla göstermektedir. 

Hücre içinde fosfodiesteraz (PDE) inhibisyonu sonucu c AMP düzeylerini arttırarak 

bronkodilatasyona neden olur. Ayrıca, TNF-α ve lökotrienler gibi çeşitli proinflamatuvar 

faktörlerin üretimi ve salıverilmesini azaltarak antiinflamatuvar etkinlik gösterir. Adenozin 

reseptörleri üzerindeki antagonistik etki aracılığıyla bironşiyoller ve solunum yolu düz 

kaslarında dilatasyon sağlar. Kardiyak ve santral sinir sistemi yan etkilerinden dolayı 

tedavide teofilin kullanımı çok tercih edilmemekle birlikte, PDE4 inhibisyonu 

mekanizmasıyla etki eden bir diğer ilaç roflumilast tedavide kullanılmaktadır (55, 57). 

Montelukast, solunum yolu düz kası ve makrofajlarda bulunan lökotrien reseptörlerini 

antagonize ederek solunum yolu ödemi, düz kas konstriksiyonu ve hücresel metabolik 

değişiklikleri inhibe etmektedir. Lökotrien D4 ve E4 reseptörü sisteinil lökotrien 

reseptörlere yüksek affinite ile bağlanan montelukast, başlıca mast hücrelerinden 

salıverilen lökotrienlerin solunum yolundaki etkilerini azaltır (58). Makrolid grubu 

antibiyotik olan azitromisinin uzun süreli kullanımının astım tedavisinde ihtiyaç duyulan 

kortikosteroid dozunda azalma ve antiinflamatuvar etkinlik sağladığı birçok çalışma ile 

gösterilmiştir (59). Biyolojik ajanlar, hedefe yönelik etkileri sayesinde klasik tedavilere 

kıyasla daha etkili tedavi seçenekleri sunarak birçok otoimmün ve inflamatuvar hastalığın 

tedavisinde kullanılmaktadır. Son yıllarda özellikle şiddetli astım olgularında solunum yolu 

inflamasyonu ve hastalık patogenezinde önemli rol oynayan IgE, sitokin (Th2 tip 

sitokinler) ve sitokin reseptörlerini hedefleyen monoklonal antikorlar ve benzeri biyolojik 

tedavilerin kullanımı yaygınlaşmaktadır (60, 61). IL-9 hedefli monoklonal antikor MEDI-

528’in ve TNF-α inhibitörlerinin, PGD2 hedefli ajanların astım tedavisinde kullanımı ile 

ilgili klinik çalışmalar devam etmektedir (62). Farmakoterapiye dirençli astım olgularında 

akciğere radyofrekansla elde edilen ısı enerjisinin uygulanmasını içeren bronşiyal 

termoplasti yöntemi de denenmektedir. Bronşiyal termoplasti, solunum yolu düz kas 

yoğunluğunu ve retiküler bazal membran kalınlığını azaltmaktadır (52, 60). Alerjik astım 

tedavisinde, sensitize edici alerjenin artan dozlarda hastaya uygulanması ile alerjene 
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duyarlılığı azaltmayı amaçlayan oral immunoterapi yöntemi de tercih edilen başka bir 

tedavi seçeneğidir (60). 

Tablo 2. Astım tedavisinde kullanılan ilaçlar  

Farmakolojik sınıf Etkin madde Uygulama yolu 

Kortikosteroidler Budenosid,mometazon, siklesonid 
Uzun süreli tedavide inhalasyon, 

ataklarda sistemik 

β2 agonistler 
Salbutamol,formoterol, 

inkadaterol,vilanterol, olodaterol 
İnhalasyon, oral 

Lökotrien reseptör antagonistleri Montelukast Oral 

Metilksantinler Teofilin Oral 

Muskarinik kolinerjik 

antagonistler 
İpratropium, tiotropium İnhalasyon 

Makrolid antibiyotikler Azitromisin Oral 

 

Tablo 3. Astım tedavisinde kullanılan ve klinik araştırmaları devam eden biyolojik ajanlar  

Hedef  Etkin madde 

Dolaşımdaki serbest IgE Cε3 domaini Omalizumab 

IL-4 reseptör α alt ünite  
Dupilumab 

AMG 317 

IL-1R Anakinra 

IL-4α/IL-13α reseptör kompleksi  
Lebrikizumab 

Tralokinumb 

Anti-IL-5 immunomdülasyonu 

Mepolizumab 

Reslizumab 

Benralizumab 

IL-17 reseptörü  Brodalumab 

Timik stromal lenfopoietin  Tezepelumab 

PGD2 Fevipiprant 

 

2.9. Astımda Hücresel Metabolizma 

Metabolizma hücredeki yaşamsal fonksiyonlar sırasında gerçekleşen kimyasal 

reaksiyonların tümünü kapsar. Buna göre hücredeki metabolik yolaklar hücre türü ve 

fonksiyonuna göre değişkenlik gösterir. Yakın zamanda bazı çalışmalarda immün 

hücrelerin ve solunum yolu epitel hücrelerin glikoliz, yağ asidi oksidasyonu ve amino asit 
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metabolizması gibi biyokimyasal yolaklarındaki belirli değişikliklerin hücre aktivasyonu, 

farklılaşması ile hücresel fonksiyonları etkileyerek solunum yolu inflamasyonu ve 

remodellinge katkı sağladığı gösterilmiştir. Reaktif oksijen türevlerinin birikmesi sonucu 

gelişen oksidatif stres bronşiyal epitel hücre bütünlüğünü bozarak, adenozin trifosfat 

(ATP) üretimini sağlayan metabolik yolaklar baskılanırken, glikoz ve lipit metabolizması 

ile ilişkili yolaklar indüklenmektedir (64).  

2.9.1. Glikoz Metabolizması 

Solunum yolu epitel progenitör hücrelerinin proliferasyonu ve farklılaşması için 

glikoz gerekir. Solunum yolunda hücreye glikoz alımını önleyen bir disregülasyon Clara 

hücrelerinin proliferasyonuna, siliya ve goblet hücrelerinin farklılaşmasına neden olarak 

epitel bütünlüğünün bozulmasına yol açar. Astım patogenezinde T lenfositlerin ve diğer 

immün hücrelerin aracılık ettiği inflamasyon ve oksidatif stres hücre içinde ATP 

üretiminin oksidatif fosforilasyondan ziyade glikoza bağımlı olmasına neden olur. Aerobik 

koşullarda oksidatif fosforilasyonla sentezlenen ATP miktarı, glikolizle sentezlenen ATP 

miktarına kıyasla yaklaşık 18 kat fazladır. Buna göre oksidatif fosforilasyonla enerji 

üretimi verimi daha yüksektir. Glikoliz sırasında glikozdan laktik asit üretilmektedir. 

Ancak kanser hücrelerinde ve bazı inflamatuvar durumlarda aerobik koşullar altında dahi 

ATP üretimi glikolize bağımlı gerçekleşmektedir. Hücre içi metabolik yolaklardaki bu 

değişiklik ‘aerobik glikoliz’ ya da ‘Warburg etkisi’ olarak tanımlanmaktadır. Astımlı 

hastalardan elde edilen bronşiyal epitel hücrelerinde ATP üretimi glikolize bağımlı 

gerçekleştiği için laktat düzeyleri yüksek bulunmuştur (64). Literatürde mevcut preklinik 

çalışmalarda Th1, Th2 ve Th17 gibi efektör T lenfositlerde ATP üretimi çoğunlukla 

glikoliz aracılığı ile gerçekleşirken, regülatör T hücrelerde lipit metabolizmasına 

bağımlıdır. İnflamatuvar hücrelerde glukoz taşıyıcısı tip I (GLUT1) ekspresyonunun 

indüklenmesi ile hücre içine glikoz girişinin artması T lenfosit proliferasyonu ile 

proinflamatuvar sitokin üretimini artırmaktadır (65). 

2.9.2. Lipit Metabolizması 

İmmün sistem hücrelerindeki lipit metabolizması hücresel fonksiyonları 

etkilemektedir. Hücrede stearoil koenzim A desaturaz tekli doymamış yağ asitlerinin 

biyosentezinde görevlidir. Astımlı hastalardan elde edilen bronşiyal örneklerde bu enzimin 

ekspresyonu düşük bulunmuştur. Ayrıca astımda stearoil koenzim A disfonksiyonu da 

gelişmektedir. Benzer şekilde astım olgularında asetil karboksilaz beta ile yağ asidi 
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biyosentezinden sorumlu diğer bazı enzimlerin disfonksiyonu solunum yolu 

hiperreaktivitesi ve antiviral immün yanıtın azalması ile ilişkilendirilmiştir (66). Sistemik 

dolaşımda bulunan dendritik hücre vb. antijen sunan hücrelerin immunojenik aktivasyonu 

lipit metabolizmasındaki değişikliklerle ilişkili olarak regüle edilmektedir. Farklı dendritik 

hücre fenotiplerinde aktive olan metabolik yolakların değişkenlik gösterdiği tespit 

edilmiştir. Bazal durumda veya aktive olmamış dendritik hücreler mitokondriyal oksidatif 

fosforilasyonla ATP üretmektedir. Ancak, infeksiyöz ajanlar veya türevleri ile TLR’lerin 

uyarılması sonucu hücrede glikolitik yolaklar aktive olur ve hücrenin immunolojik 

aktivitesi artar. Buna göre yağ asidi metabolizmasındaki değişiklikler makrofajların 

aktivasyonunu ve farklılaşmasını indükleyerek proinflamatuvar sitokin salıverilmesine yol 

açar (67). Ayrıca hücrede araşidonik asit türevi yağ asitleri prostaglandin ve lökotrienlere 

dönüşerek eozinofillerin apoptozisini engelleyerek eozinofiliye neden olur (64,68). 

2.9.3. Aminoasit Metabolizması 

Astımda solunum yolu inflamasyonu ve remodelling ile ilişkilendirilen aminoasitler 

glutamin, L-tirozin, metionin, L-arjinin, L-sitrülin, hidroksiprolin ve prolindir (69). Alerjik 

astım patogenezi ile ilişkili Th2 tip inflamatuvar yanıtta hücre içi arjinin metabolizması 

önemli rol oynamaktadır. Astım hastalarında indüklenebilir nitrik oksit sentaz ve arjinaz 

enzimlerinin disregülasyonu arjinin ve nitrik oksit düzeylerinin kontrole göre değişmesine 

sebep olurken, kolajenin ana bileşeni olan hidroksiprolin ve prolin düzeylerindeki 

değişikliklerin solunum yolu remodellingi ile ilgili olduğu önerilmiştir (64,69). Astım 

hastaları ve sağlıklı gönüllülerden izole edilen periferik kan örneklerinden yapılan 

metabolomik analizlerde treonin, valin,izolösin ve glutamat düzeyleri anlamlı şekilde farklı 

bulunmuştur (70). 

2.10. Deneysel Astım Modelleri  

Deneysel astım modelleri hastalık patogenezinin incelenmesinde veya terapötik 

hedeflerin, ilaç adayı moleküllerin preklinik değerlendirilmesinde kullanılmak üzere 

geliştirilmiştir. Deneysel astım modellerinde hastalık patogenezinde rol oynayan solunum 

yolu inflamasyonu vb. faktörler taklit edilmeye çalışılır. Hücre kültüründe bronşiyal epitel 

hücreleri ile oluşturulan in vitro deneysel modellerin yanı sıra (71), literatürde fare, sıçan 

ve kobay gibi rodentlerde oluşturulan çok sayıda farklı in vivo deneysel model mevcuttur 

(72). Astım patogenezinin altında yatan moleküler yolakları, astımın klinik özelliklerini ve 

epizodik alevlenmeleri tüm yönleriyle tam olarak yansıtan deneysel astım modeli 
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bulunmamaktadır. Literatürde tanımlanmış deneysel modellerde çeşitli alerjenler, irritan 

madde veya virüs ile bakteri bileşeni aracılığı ile solunum yolu inflamasyonu indüklenerek 

klinik astımın yansıtılması amaçlanmaktadır. 

2.10.1. Alerjik (Atopik) Astım Modeli 

Tavuk yumurtasının beyaz kısmında bulunan ovalbumin proteini (73,74), ev tozu 

akarı (75) veya fungal ekstraktlar (76) gibi alerjenlerle deney hayvanlarında alerjik 

solunum yolu inflamasyonu modeli oluşturulabilmektedir. Bu deneysel modellerde 

sensitizasyon fazında deney hayvanına alerjen uygulaması yapılarak immün sistem aktive 

edilir. Ovalbumin (OVA) gibi küçük molekül yapısında alerjenlerin immün sistemi aktive 

edebilmesi için alüminyum hidroksit (Al(OH)3) gibi maddeler hapten olarak kullanılır ve 

deney hayvanına eş zamanlı uygulanır. Bu aşamada antijen sunan hücreler ve diğer 

inflamatuvar hücreler tarafından salıverilen sitokinler T lenfosit aktivasyonuna ve efektör 

T lenfosit farklılaşmasına sebep olur. Ardından aktive olan B lenfositler tarafından IgE vb. 

antikorlar üretilerek sistemik dolaşıma salıverilir. Sataşma fazınsa ise görece daha yüksek 

dozda alerjen deney hayvanına sistemik ya da lokal olarak uygulanır. Sensitizasyon fazında 

immün sistemi aktive edilmiş deney hayvanına sataşma fazında alerjen uygulaması 

solunum yolu inflamasyonuna sebep olur. Deney hayvanlarının solunum yolu ve akciğer 

dokularından izole edilen biyolojik örneklerde IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi sitokinler ile IgE 

düzeyi artar, efektör Th2 lenfosit farklılaşması ve eozinofil infiltrasyonu görülür. Goblet 

hücre hiperplazisi ve mukus hipersekresyonu meydana gelir. Sonuç olarak solunum 

yolunda inflamatuvar hücre infiltrasyonu, bronkoalveolar lavaj (BAL) sıvısında sitokin 

düzeyi artışı, bronşiyal hiperreaktivite ile daha uzun süreli modellerde solunum yolu 

remodellingi gözlenir (77). Solunum yoluna intratrakeal trimellitik anhidrit gibi irritan 

maddelerin uygulanması ile mesleki maruziyetle indüklenen deneysel astım modeli 

oluşturulmaktadır. Aynı amaçla tolüen diizosiyanat da kullanılmaktadır (78). Çalışmalarda 

astım patogenezine nötrofil infiltrasyonun katkı sağladığı ve efektör Th1 ve Th17 

lenfositlerin astımda nötrofilik hücre aktivasyonuna neden olduğu gösterilmiştir. Diğer 

bazı deneysel modellerde ise lipopolisakkarit (LPS) veya polyinosinic-polycytidylic acid 

vb. maddelerle TLR aktivasyonu aracılığı ile solunum yolu inflamasyonu 

indüklenmektedir. LPS gram negatif bakterilerin dış membranında yer alan endotoksin 

bileşenidir. LPS, TLR4 reseptörünün agonistidir; epitel hücre, monositler, makrofajlar, 
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nötrofiller ve dendritik hücrelerin yüzeyinde bulunan TLR4’leri aktive ederek doğal 

immün sistemi indükler. Ayrıca Th1 aracılı nötrofilik infiltrasyona neden olur (79).  

2.10.2. OVA ve LPS Modeli 

Deneysel hayvan çalışmalarında, OVA-LPS kombinasyonunun uygulandığı mürin 

modellerinde Th2 aracılı eozinofili ve pulmoner nötrofili geliştiği gösterilmiştir. OVA-LPS 

kombine uygulanan sıçanlarda akciğer fonksiyon parametreleri (tidal volüm, respiratuvar 

oran) modülasyonu sadece OVA ya da sadece LPS uygulanan sıçanlarla karşılaştırıldığında 

OVA-LPS’in daha şiddetli bronkokonstriksiyona sebep olduğu bildirilmiştir. OVA-LPS 

uygulanan sıçanlardan alınan BAL örneklerinde, tekli uygulama yapılan sıçanlara göre 

eozinofil, nötrofil, lensofit sayısında artış rapor edilmiştir. OVA-LPS uygulaması 

inflamatuvar sitokinlerin (IL-4, IL-5 ve IL-13) seviyelerinde sadece OVA ya da sadece 

LPS gruplarına göre anlamlı artış sağlamıştır. Thakur ve arkadaşları tarafından yapılan 

çalışmada, OVA-LPS uygulanan sıçanların akciğerlerinde yapılan histopatolojik 

incelemelerde artmış epitelyal proliferasyon, düz kas hiperplazisi, artmış lökosit 

infiltrasyonu gösterilmiştir (6). 

2.11. Nükleer Faktör Kappa B (Nf-κB) Yolağı 

Birçok farklı memeli hücre türünde NF-κB yolağı bulunmaktadır. Sinyal yolağı 

inaktif haldeyken NF-κB, inhibitör protein IκB ile kompleks halinde bulunur. Sinyal yolağı 

aktive edilince bir genetik transkripsiyon faktörü olan NF-κB hücre çekirdeğine transloke 

olarak proinflamatuvar sitokin, kemokin, adezyon molekülü, büyüme faktörü ve enzimin 

ekspresyonunu indükler (80). NF-κB sinyal yolağı doğal bağışıklık sistemini aktive eden 

bakteriyel veya viral patojenler, LPS, TNF-α ve IL-1β gibi proinflamatuvar sitokinler, 

büyüme faktörleri veya ultraviyole ışın tarafından aktive edilir (81). Nf- κB/Rel ailesi beş 

transkripsiyon faktöründen oluşmaktadır: c-Rel, Nf- κB1 (p50/p105), Nf- κB2 (p52/p100), 

RelA (p65) ve RelB (4-12). Hücrede Nf- κB sinyalizasyonu kanonikal ve kanonikal 

olmayan iki ayrı yolak ile seyreder. Kanonikal olan ve olmayan yolaklar IKKα veya IKKβ 

kinaz alt birimleri ile regülatör alt birim (IKKγ)’nın farklı kombinasyonlarını kullanır. 

Patojenler, LPS, TNF-α ve IL-1β gibi proinflamatuvar sitokinler kanonikal NF-κB sinyal 

yolağını aktive ederken; lenfotoksin B, CD40 ligand ve B lenfosit aktivatörü faktörlerinin 

etkilerine kanonikal olmayan yolak aracılık eder (82). TLR’lerin aktivasyonu IKK 

kompleksini indükler. IKK, IKβ’yı iki farklı serin bölgesinden fosforile ederek 
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ubikitinasyonuna ve proteazomlar tarafından yıkılmasına neden olur. Serbest haldeki NF-

κB çekirdeğe transloke olur (83-85). 

 

Şekil 7. NF-κB kanonikal yolağı (Gilmore’dan, 84). 

2.11.1. Astım ve Nf-κB Yolağı 

Astımlı hastalardan izole edilen bronşiyal epitel hücrelerde NF-κB ekspresyonu 

kontrole göre yüksek bulunmuştur (86).Mast hücrelerinden salıverilen histamin solunum 

yolu hücrelerinde NF-κB aktivasyonu aracılığı ile TNF-α, IL-1β, IL-4, IL-5, monosit 

kemoatraktan protein-1, granülosit makrofaj koloni uyarıcı faktör ve adezyon 

moleküllerinin ekspresyonunu indükleyerek kronik solunum yolu inflamasyonu ve 

obstrüksiyona neden olur (87). Farelerde OVA ile indüklenen astım modelinde NF-κB 

inhibitörü dehidroksimetileopksi kinomisin tedavisi BAL sıvısında Th2 sitokin düzeyini, 

eozinofilik solunum yolu inflamasyonunu ve solunum yolu hiperreaktivitesini azaltmıştır 

(88). Tully ve arkadaşları tarafından evsel toz akarı ile bronşiyal epitel hücre hattında in 

vitro, farelerde ise in vivo deneysel astım modeli oluşturulmuştur. Çalışmada astım 
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patogenezinde CC10-IκB geninin silinmesi ile NF-κB aktivasyonunun rolü incelenmiştir. 

NF-κB aktivasyonu ile ilişkili genin silinmesi sonucu eozinofilik inflamasyon azalırken, 

nötrofilik inflamasyon gelişmemiştir (89). OVA ile indüklenen deneysel fare astım 

modelinde, Nf- κB inhibisyonu ile solunum yolu duyarlılığında iyileşme, serum IgE 

seviyesinde azalma, akciğer dokusu ve BAL sıvısında IL-5, IL-13 sitokin seviyesinde 

azalma kaydedilmiştir (90). Astım atağı nedeniyle ölen insanlardan izole edilen akciğer 

biyopsi örneklerinde yapılan analizlerde, sağlıklı bireylere kıyasla bronşiyal epitelyumda 

sitoplazmik ve nükleer p65 oranı anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (91). 

2.12. Keap1/Nrf2/HO-1 Yolağı 

Nükleer faktör eritroid-2 ilişkili faktör 2 (Nrf2), stres ile indüklenen cap ‘n’ collar 

transkripsiyon faktörleri grubuna aittir. Nrf2, aktivasyonundan sorumlu bölgesinde lösin ve 

çinko bulundurmaktadır. Maf proteinleri ile heterodimerizasyon oluşturan Nrf2, oksidatif 

strese karşı hemeoksijenaz-1 (HO-1) regülasyonunu sağlayarak endojen antioksidan 

mekanizmalarda rol oynayan temel transkripsiyon faktörüdür (92,93). Nrf2, altı 

fonksiyonel Neh bölgesinden (Neh 1-6) oluşmaktadır. Bazal koşullarda Neh2 bölgesinin 

amino-terminal ucundan Kelch-like associated protein (Keap-1) ile bağlı bulunmaktadır. 

Bazal durumda Keap-1 ile bağlı haldeki Nrf2 ubikutinlenerek yıkılır. Oksidatif stres 

durumunda ise Keap-1 kompleksinin konformasyonel değişikliğe uğraması Nrf-2’nin 

stabilize olmasını sağlar (94). Çekirdeğe transloke olan Nrf2, Maf proteinleri ile 

heterodimerizasyon oluşturur. Maf-Nrf2 kompleksi antioksidan yanıt elemanlarına bağlanır 

ve genetik transkripsiyonu (HO-1, NAPH kinon oksidoredüktaz, tioredoksin redüktaz 1, 

glutatyon peroksidaz ve faz II detoksifikasyon enzimleri) aktive eder (94-96). Nrf2’nin 

hücre içinde redoks reaksiyonlarının regülasyonu, ksenobiyotiklerin metabolizması, 

protein homeostazı, DNA onarımı, karbonhidrat ve lipit metabolizması, demir homeostazi 

ile mitokondriyal fonksiyonları ile ilişkili 250 farkı genin transkripsiyonunu regüle ettiği 

gösterilmiştir (97). 

2.12.1. Astım ve Keap1/Nrf2/HO-1 Yolağı 

Astım, kronik obstrüktif akciğer hastalığı, akut respiratuvar sendrom ve pulmoner 

fibrozis gibi kronik solunum yolu hastalıklarının patogenezinde hücre içi mekanizmalarda 

Nrf2’nin rolü önemlidir. Preklinik kronik solunum yolu hastalığı modellerinde Nrf2 

indükleyici ajanlar ve Nrf2 geni silinen deney hayvanları ile elde edilen sonuçlar Nrf2’nin 

potansiyel bir terapötik hedef olduğunu göstermiştir (98). Çalışmalarda Nrf2 aktivasyonu, 
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antijen maruziyeti sonucu gelişen eozinofilik inflamasyonu ve solunum yolu duyarlılığını 

azaltarak deneysel astım parametrelerinde iyileşme sağlamaktadır (99). Deneysel astım 

modellerinde Nrf2 aktivatörü tedavisi IL-4, IL-5, IL-13 ve eotaksin ekspresyonunu, BAL 

sıvısında inflamatuvar hücre sayısını, IgE düzeyini ve akciğer dokusunda histopatolojik 

değişiklikleri azaltmıştır (100). Benzer şekilde Nrf2 geni silinmiş farelerde OVA 

uygulaması sonucu BAL sıvısı örneklerinde inflamatuvar hücre aktivasyonu ve hücre 

infiltrasyonu artmıştır (101). Preklinik nötrofilik inflamasyon modellerinde ise Nrf2 

geninin silinmesi sonucu eozinofilide azalma, nötrofil infiltrasyonunda ise artış meydana 

gelmiştir. Ayrıca Th2 ve Th17 hücre sitokinleri ile IL-6, TNF-α ve IFN-γ sekresyonu 

artarken, solunum yolu duyarlılığında anlamlı değişiklik saptanmamıştır (102). Şiddetli ve 

orta şiddetli astım tanılı çocuklarla yapılan çalışmada, şiddetli astım hastalığında Nrf2 

ekspresyonunun arttığı ancak Nrf2 aktivasyonunun ve Keap1 protein seviyesinin gruplar 

arasında anlamlı farklılık göstermediği kaydedilmiştir (103).  

2.13. Wnt/β-katenin Yolağı 

Wnt yolağı ile ilişkili Wingless (Wnt) geni ilk kez Drosophila melanogaster’in 

mutagenezis görüntülemesi sırasında keşfedilmiştir ve int-1 olarak adlandırılmıştır 

(104,105). Wnt sinyal yolağı hücre içinde β-katenin bağımlı (kanonikal) ve β-kateninden 

bağımsız (kanonikal olmayan) Wnt yolaklarından oluşmaktadır. Kanonikal Wnt yolağı 

Wnt ligandlarının Frizzled reseptörü ile düşük yoğunluklu lipoprotein reseptör ilişkili 

protein 5/6 (LRP5/6) ko-reseptörü aktive etmesi sonucu β-katenin yıkım kompleksini 

inhibe eder ve sonuçta β-katenin çekirdeğe transloke olur (106). Wnt yolağı β-katenin 

aktivasyonu yoluyla hücre proliferasyonu ve farklılaşması, embriyogenezis, fibrozis ve 

inflamasyonla ilişkili genetik transkripsiyonu regüle eder. Kanonikal olmayan Wnt yolağı 

ise hücre içi kalsiyum iyonlarının konsantrasyonlarında bazı değişikliklere, c-Jun N-

terminal kinaz (JNK), kalsiyum-kalmodulin bağımlı protein kinaz II (CaMKII), Rac veya 

protein kinaz C (PKC) aktivasyonuna neden olmaktadır. Kanonikal yolak başlıca hücre 

proliferasyonunu regüle ederken, kanonikal olmayan Wnt yolağı hücre migrasyonunda 

önemlidir (107). Kanonikal ile kanonikal olmayan Wnt sinyal yolağı hücre içinde benzer 

fonksiyonları aktive edebilirken, iki yolak arasında negatif düzenleme de mevcuttur (108). 

Wnt sinyal yolağı memeli canlılarda 19 farklı üyeden oluşan, 350-400 aminoasit 

uzunluğunda, glikoprotein yapısında endojen agonistler tarafından aktive edilir (109). Wnt 

ligandları hücre içinde ribozomda sentez edildiklerinde 40 kDa büyüklüğünde aminoasit 
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zinciri yapısındadır. Sonrasında endoplazmik retikuluma taşınarak bu yapıya palmitoil 

transferaz enzimi tarafından palmitoleik asit eklenerek posttranslasyonel modifikasyona 

uğrarlar.Bazı Wnt ligandlarına ise glikolizasyon ile posttranslasyonel modifikasyon 

uygulanmaktadır. Wnt ligandlarına palmitoleik asit eklenmesi yapıya lipofilik özellik 

kazandırmaktadır. Ayrıca ligandları sentezi, yapısal özelliklerinin korunması ve 

fonksiyonları için de gereklidir. Posttranslasyonel modifikasyonlardan sonra golgi 

cisimciğine taşınarak vezikül içine alınır ve ekstraselüler ortama salıverilir (110-112). 

Wnt-1,Wnt-2, Wnt-3, Wnt-3A, Wnt-7 ve Wnt-8 çoğunlukla kanonikal yolağı; Wnt-4, Wnt-

5A, Wnt-5B, Wnt-11 ise kanonikal olmayan yolağı tercih etmektedir (113). Frizzled 

reseptörü G protein kenetli reseptör ailesinden olup, 7-transmembran yapısına ve düşük 

nanomolar konsantrasyonlarda bile Wnt bağlama duyarlılığına sahip N-terminal sisteinden 

zengin bölgeye (CRD) ye sahiptir.10 adet Frizzled reseptörü tanımlanmıştır (110,114). 

Wnt sinyal yolağı aktive edilmediğinde sitozoldeki β-katenin, aksin, adenomatöz poliposis 

koli (APC), glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3) ve kazein kinaz-1 (CK-1)’den oluşan yıkım 

kompleksi tarafından inhibe edilerek yıkılmaktadır. GSK-3’ün N terminal ucu aracılığıyla 

Ser33, Ser37 ve Thr41 aminoasitleri ve CK-1 tarafından Ser45 aminoasitleri fosforillenir 

ve fosforillenen β katenin E3-ligaz β-TrCP tarafından ubikinizasyona uğrayarak yıkılır. 

Ortamda Wnt ligandları olduğunda Wnt yolağı aktive olur. Frizzled reseptörü ve LRP5/6 

dimerize olur. LRP’nin sitoplazmik kuyruğu ve Dishevelled proteini fosforillenir. 

Fosforillenen Dishevelled proteini Frizzled reseptörünün sitoplazmik kısmına bağlanır. 

Fosforillenen LRP kısmı ise axin ile etkileşerek GSK-3β ve CK-1’i inhibe eder. Fosforile 

olmayan β-katenin sitozolde stabilize edilir ve Nup62, Nap153 ve RANBP2 

nükleoproteinlerine bağlanarak nükleusa transloke olup uğrayan β-katenin T hücre 

faktör/lenfoid arttırıcı faktör ailesinin (TCFs/LEFs) transkripsiyon faktörlerine bağlanır. 

Bağlanma sonrasında bu transkripsiyon faktörleri transkripsiyonel aktivatörlere dönüşür ve 

c-myc, siklin D1, survivin gibi çeşitli genlerin ekspresyonunu sağlar. TCF/LEFs ailesinin 

LEF1, TCF1, TCF3 ve TCF4 olmak üzere şimdiye kadar dört üyesi tanımlanmıştır (115-

119).  

Kanonikal Wnt sinyal yolağındaki mutasyonlar embriyogeneziste kemik yoğunluğu 

ve yapısında bozulmalar, doğum defektleri, malignensi, tip II diyabet, inflamatuvar ve 

fibrotik solunum yolu hastalıkları, nörodejeneratif hastalıklar ile ilişkili bulunmuştur (120, 

121). Kanonikal Wnt yolağında bulunan sklerostin, Dickkopf 1-3, frizzled ilişkili protein 1 

(Sfrp-1) β-kateninin çekirdeğe translokasyonunu engelleyerek veya Wnt proteinlerinin 
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reseptör/koreseptörlerle etkileşimini azaltarak Wnt yolağını inhibe eder (122). Wnt 

ligandlarını hedefleyen monoklonal antikorlar, LRP6 inhibitörleri, β-katenin yıkım 

kompleksini stabilize eden bileşikler (XAV939), β-kateninin transkripsiyon faktörü olarak 

etkisini inhibe eden bileşikler (ICG-001) etkinlik ve güvenilirlik yönünden çeşitli preklinik 

ve klinik çalışmalarda araştırılmaktadır. Ancak henüz klinik kullanımları Amerika Birleşik 

Devletleri İlaç ve Gıda Dairesi (FDA) tarafından onaylanmamıştır (123, 124). 

 

Şekil 8. Wnt/β-katenin yolağı (Clevers’den, 125). 
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Şekil 9. Wnt/ β- katenin yolağı aktivasyonu ve inaktivasyon (Colozza’dan, 126). 

2.13.1. Astım ve Wnt/β-katenin Yolağı 

Wnt/β-katenin yolağı embriyogeneziste fetal akciğer gelişimi ve hücre 

farklılaşmasında önemlidir. Farklı Wnt ligandları farklı hücre tiplerinde eksprese 

edilmektedir. Örneğin fetal akciğer dokusunda Wnt-2, siliyal epitel hücrelerde ve alveolar 

tip 2 hücrelerde Wnt-3, trakeada Wnt-4, mezenkimal ve solunum yolu epitel hücrelerinde 

Wnt-5A eksprese edilmektedir (127). Astımla ilişkili solunum yolu fonksiyonlarının 

azalması Wnt inhibitör faktör (WIF) ve Wnt-1 indüklenebilir sinyal yolağı proteini (WISP) 

genlerindeki mutasyonlarla ilişkili olduğu ileri sürülmüştür (128). Astım hastalarından elde 

edilen bronşiyal biyopsi örneklerinde Th2 tip inflamasyonun Wnt-5A seviyesi ile pozitif 
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korelasyon gösterdiği bildirilmiştir (129). Farede OVA ile indüklenen deneysel astım 

modelinde, deksametazonun Wnt-7B, LRP5, β-katenin ve siklinD1 düzeylerini artırarak 

solunum yolunda doku onarımını inhibe ettiği gösterilmiştir (130). Sağlıklı bireyler ve 

astım hastalarından elde edilen tükürük örnekleri ile yapılan bir çalışmada, astım 

hastalarında Wnt-7A ve Wnt-5A ekspresyonu ve β-katenin düzeyi yüksek bulunmuş, 

Wnt/β-katenin sinyal yolağının aktivitesinin arttığı ileri sürülmüştür. Ayrıca silencing 

ribonükleik asit (RNA) ile Wnt/β-katenin sinyal yolağının inhibisyonu akciğer 

örneklerinde kolajen sentezi ve subepitelyal fibrozisi azaltmıştır (131). OVA ile deneysel 

astım modeli uygulanan fare akciğer dokusunda Wnt-5A ve β-katenin düzeyleri yüksek 

bulunmuştur. Wnt/β-katenin sinyal yolağının D vitamini ile inhibe edilmesi akciğer 

dokusunda inflamatuvar hücre infiltrasyonu ve fibrozisi azaltmıştır (115). Toluen 

diizosiyanat ile indüklenen deneysel astım modelinde, XAV-939 ve ICG-001 uygulaması 

solunum yolu remodellingi ile ilişkili matriks metalloproteinaz (MMP)-2, MMP-9, 

fibronektin, TGF-β1 ve vasküler endotelyal büyüme faktörü düzeylerini azaltmıştır. Ayrıca 

akciğer dokusunda yapılan histopatolojik analizlerde kolajen birikimi ve goblet hücre 

hiperplazisi düşük bulunmuştur. XAV-939 ve ICG-001 uygulanan farelerden alınan BAL 

sıvısı örneklerinde IFN-γ ve IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi Th2 tip sitokinlerin düzeyi ile nötrofil 

ve eozinofil sayıları düşük bulunmuştur (132). Jia ve arkadaşları tarafından yürütülen bir 

çalışmada, sıçanlarda OVA ile indüklenen astım modelinde Wnt/β-katenin sinyal yolağı 

inhibitörü rekombinant Dickkopf ilişkili protein I uygulaması sonucu akciğer dokusunda 

kolajen birikimi ve α-düz kas aktin yoğunluğu azalmıştır. OVA uygulanan sıçanlarda β-

katenin, fosforile β-katenin, c-myc, siklin D1 ekspresyonu kontrole göre yüksek 

bulunmuştur (133). Diğer inflamatuvar solunum yolu hastalıklarını yansıtan deneysel 

modellerde ise Wnt/β-katenin sinyal yolağının aktivitesi ile ilgili farklı sonuçlar elde 

edilmiştir. Chen ve arkadaşları tarafından yürütülen çalışmada, deneysel akciğer hasarı 

modelinde GSK-3β düzeyinin arttığı, β-katenin düzeyinin ise azaldığı gösterilmiştir. Aynı 

çalışmada SB216763 ile GSK-3β’nın inhibisyonu ile Wnt/β-katenin yolağının aktive 

edilmesi sonucu β-katenin ve siklin D1 düzeyleri artmıiştır. Ayrıca BAL sıvı örneklerinde 

IL-1β, IL-6, TNF-α ve proapoptotik Bax protein düzeyleri azalmıştır. Bununla birlikte 

kapiller permeabilitasyon, ödem, konjesyon ve alveolar hasar azalmış; akciğerde doku 

onarımı artmıştır (134). Kronik obstrüktif akciğer hastalarından alınan akciğer biyopsi 

örneklerinde β-katenin, Frizzled reseptör 4, GSK-3β ekspresyonu düşük bulunmuş ve 

Wnt/β-katenin sinyal yolağının aktivasyonunun azaldığı bildirilmiştir. Aynı çalışma 
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kapsamında insan bronşiyal epitel hücrelerin sigara ekstraktına maruz bırakışması ile 

yapılan analizlerde Wnt-3A, Frizzled reseptör 1, Frizzled reseptör 4, β-katenin, TCF4, 

siklin D1, MMP-2, MMP-9 seviyeleri kontrol grubuna göre anlamlı olarak düşük 

bulunmuştur. SB216763 uygulanması ile Wnt yolağının aktive edilmesi β-kateninin 

çekirdeğe translokasyonunu arttırarak TNF-α ve IL-1β ekspresyonlarını azaltmıştır (135). 

2.14. Dimetil Fumarat 

Dimetil fumarat (DMF), fumarik asite karboksilik asit eklenmesi ile oluşan ester 

türevidir. Oral yoldan uygulanmasını takiben esterazlar aracılığı ile aktif monometil 

fumarat metabolitine dönüşen bir ön ilaçtır. DMF antioksidan ve antiinflamatuvar etkili bir 

ilaçtır. FDA tarafından multiple sklerozis (MS) ve psöriazis tedavisinde klinik kullanımı 

onaylanmıştır (136). Oral uygulanan DMF hızlı bir şekilde metabolize edildiği için 

sistemik dolaşımda analitik yöntemlerle tespit edilmesi zordur. Oral dozun ancak 

%0.1’inden daha azı idrarda tespit edilebilmektedir (137). Molekül ağırlığı 144.13 g/mol, 

erime sıcaklığı 102-106 ⁰C’dir. Suda ve su: etil alkol karışımında çözünürlüğü azdır (138). 

DMF’nin yarı ömrü 12 dakikadır, ancak monometil fumarat metaboliti serum proteinlerine 

%30-50 oranında bağlandığı için aktif metabolitinin yarı ömrü (36 saat) daha uzundur 

(139). 

 

Şekil 10. DMF kimyasal yapısı (Papadopoulou’dan, 139) 

DMF, fumarik asite metabolize olarak hücre içinde sitrik asit döngüsüne 

girmektedir (7). Çalışmalarda DMF’nin Nrf-2 aktivasyonunu sağlayarak glutatyon (GSH) 

üretimini stimüle ettiği ve ROS ile indüklenen sitotoksisiteyi azalttığı önerilmiştir. Ayrıca 

DMF’nin antiinflamatuvar etkileri Nf-κB downregülasyonu ve antiapoptotik protein Bcl-2 

inhibisyonuna da atfedilmiştir (140).Zhen ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada, 

renal iskemi reperfüzyon hasarı oluşturulan farelere DMF tedavisi (25 mg/kg, per oral) 
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uygulandığında Nrf2, HO-1, NADPH kinin oksidoredüktaz düzeyleri artmış, renal hasar 

ise azalmıştır. Buna göre DMF’nin terapötik etkilerine Nrf2’nin aracılık ettiği ileri 

sürülmüştür (141). Ovalbumin ile astım modeli oluşturulan deneysel çalışmada, DMF 

tedavisi (100 mg/kg, per oral) ile serum IgE seviyelerinde azalma, gözlemsel fenotipik 

astım semptomlarının başlangıcında gecikme, akciğer dokularında peribronşiyal ve 

perivasküler inflamasyonda ve BAL örneklerinde eozinofilik infiltrasyonda azalma 

gözlemlenmiştir. Nazal mukoza ile yapılan histopatolojik analizlerde tedavi grubunda 

nazal mukoza kalınlığında, inflamatuvar hücre infiltrasyonunda, inflamatuvar yanıtta ve 

goblet hücre sayısında azalma bildirilmiştir. Akciğer dokularından alınan örneklerde DMF 

tedavisinin, ovalbumin uygulaması ile artış gösteren IL-4 ve IL-13 ekspresyonlarını protein 

seviyesinde azalttığını ancak m RNA seviyesinde bir değişiklik yapmadığını 

kaydetmişlerdir. Cen ve ekibi, in vitro çalışmalarında DMF ile doz bağımlı olarak Nrf2 

seviyelerinde artış ve DMF’nin Nrf2 aktivasyonu aracılığıyla regülatör T hücrelerinin 

seviyesini modüle ettiğini göstermiştir (142). Jaiswal ve arkadaşları tarafından yapılan 

çalışmada, evsel toz akarı ile sensitize edilen farelerde DMF tedavisi (0.5 mg/kg, 

intranazal) ile yapılan analizlerde BAL sıvısında eozinofil, alveolar makrofaj, lenfosit 

sayısında azalma ve akciğer dokularında peribronşiyal ve perivasküler inflamasyonda, 

muköz hücre metaplazisinde iyileşme olduğu belirtilmiştir. DMF tedavi gruplarında 

solunum yolu duyarlılığında, CCL24 ve CCL22 kemokin seviyelerinde ve Th2 sitokin 

ekspresyon seviyelerinde azalma görülmüştür. Farelerden alınan akciğer ve mediastinal 

lenf nodları ile yapılan çalışmalarda DMF’nin dendritik hücrelerin mediastinal lenf noduna 

migrasyonunu sağlayarak Th2 yanıta aracılık ettiği gösterilmiştir (143). Dizel egzoz 

parçacıkları ile farelerde solunum yolu inflamasyonu indüklenen başka bir deneysel 

çalışmada, tedavi gruplarına oral yoldan DMF (30 mg/kg) uygulanmıştır. DMF tedavisi ile 

BAL sıvısında inflamatuvar hücre sayısında, akciğer dokusunda histopatolojik 

değişikliklerde, oksidatif ve nitrozatif stres belirteçlerinde azalma kaydedilmiştir (144). 

Seidel ve arkadaşları tarafından yürütülen bir çalışmada, insan primer solunum yolu düz 

kas hücrelerinin TNF-α ve IFN-γ inkübasyonu CXCL10 sekresyonunu indüklemiştir. 

Ortama DMF eklendiğinde hücrelerde HO-1 enzim seviyeleri konsantrasyona bağımlı 

artmış, CXCL10 düzeyleri ise azalmıştır (7). Başka bir in vitro çalışmada ise DMF 

uygulaması, platelet derived büyüme faktörünün insan primer düz kas hücrelerindeki 

proliferatif etkisini hücrelerdeki HO-1 enzim seviyesini arttırarak inhibe ettiği ileri 

sürülmüştür (145). Chen ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada, hidroksikarbolik asit 
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reseptör 2 (Hca2) delesyonu yapılan fareler ile DMF’nin deneysel alerjik 

ensefalomiyelitteki etkinliği araştırılmıştır. Kontrol grubundaki farelerde DMF tedavisi (30 

mg/kg, per oral) ile motor fonksiyonlarda iyileşme ve spinal kord dokusuna immün hücre 

infiltrasyonunda azalma görülürken, Hca2
-
/
- 

farelerde DMF terapötik etki göstermemiştir 

(146). Deneysel otoimmün nörit modelinde oral yoldan uygulanan DMF tedavisinin (25 

mg/kg) koruyucu ve tedavi edici etkinliği incelenmiştir. Koruyucu DMF tedavisi hastalık 

belirtilerinin ortaya çıkmasını geciktirmiş, periferik sinir hasarını azaltmıştır. Farelerden 

izole edilen siyatik sinir ve dalak örneklerinde yapılan analizlerde, koruyucu ve tedavi 

edici DMF uygulamasının M1 makrofaj (proinflamatuvar) sayısını azaltırken, M2 makrofaj 

(antiinflamatuvar) aktivasyonunu azalttığı gösterilmiştir. Mürin makrofaj hücre hattı RAW 

264.7 kullanılarak yapılan in vitro çalışmada, LPS ile M1 makrofaj fenotipi indüklenerek 

DMF’nin makrofaj polarizasyonuna etkisi araştırılmıştır. In vitro DMF uygulaması ile 

indüklenebilir nitrik oksit sentaz (i NOS) ve TNF-α ekspresyonunun azaldığı, arjinaz 1 ve 

IL-10 ekspresyonunun ise arttığı gösterilmiştir (147). Sisplatin ile indüklenen deneysel 

böbrek hasarında DMF tedavisi Nf-κB aktivasyonunu azaltarak antiinflamatuvar etki 

göstermiş ve böbrek hasarını azaltmıştır (148). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Kimyasallar 

Çalışma kapsamında kullanılan kimyasallar Tablo 4’te sunulmuştur. 

Tablo 4. Kullanılan kimyasallar, marka ve kodları 

 Kimyasallar Marka/Kod 

İn vivo astım modelinin 

oluşturulması ve tedavi  

Lipopolysaccharides Escherichia 

coli (O127:B8) 

Sigma, L4516 

Ovalbumin Sigma, S7951 

Alüminyum hidroksit Sigma, 239186 

Karboksimetil selüloz ISOLAB Chemical 

Dimetil fumarat Abdi İbrahim 

Ketalar® (Ketamin HCl) Pfizer 

Rompun ® (Ksilazin) Bayer 

In vitro trakea 

hiperreaktivitesinin ölçümü 

Sodyum klorür (NaCl) ISOLAB Chemical 

Potasyum klorür (KCl) ISOLAB Chemical 

Sodyum bikarbonat (NaHCO3) ISOLAB Chemical 

Glikoz monohidrat ISOLAB Chemical 

Kalsiyum klorür (CaCl2) ISOLAB Chemical 

Karbakol Sigma, 212385 

5-hidroksitriptamin Sigma, H9523 

Kaptopril Sigma, C4042 

Bradikinin Sigma, 05-23-05000 

İndometazin Sigma, I7378 

Doku homojenatlarında 

protein seviyelerinin tespiti 

(Western Blot) 

Dithiothreitol (DTT) Sigma, 43815 

Etilendiamin tetra asetik asit 

(EDTA) tetrasodyum tuz 

ZAG Kimya, 10378-23-1 

Fosfat tamponlu salin tablet Sigma, P4417 

Glisin Sigma, G8898 

HEPES Sigma, 54457 

Hidroklorik asit (HCl) Sigma, 3203331 

Metanol ISOLAB 67-56-1 

PMSF (Fenil metil sülfonil florid) Sigma, 78830 

Precision Plus ProteinTM Dual 

Color Standards 

Bio-Rad, 1610374 

Ponceau S Sigma, P7170 

Proteaz inhibitör kokteyl Sigma, P8340 

Amonyum per sülfat (APS) Bio-Rad, 161-0700 

Bromofenol blue  Biomatik, A2223 
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Tablo 4 (Devam) 

Doku homojenatlarında 

protein seviyelerinin tespiti 

(Western Blot) 

Yağsız süt tozu Alfasol® 

Sığır serum albümin (BSA)  Capricorn Scientific, BSA-1U 

Tween 20 Sigma, P1379 

Tris-Baz (C4H11NO3) Sigma, T1503 

Triton X 100 Sigma, T8787 

Histopatolojik analiz 

Entellan Merck, 107961 

Etanol (absolü) ISOLAB, 920.026, 64-17-5 

Etanol (%96) ISOLAB, 920.052, 67-56-1 

Formaldehit Tekkim, TK-911012 

Metanol ISOLAB, 947.046, 67-56-1 

Parafin (granül) Tekkim, 200661.00502 

Ksilen VWR (28973.363) 

Metabolomik analiz 

Metanol (%70) ISOLAB, 67-56-1 

N-metil-N-

trimetilsililtrifloroasetamid 

Sigma, 69479 

 

3.1.2. Antikorlar 

Western Blot deneylerinde kullanılan antikorlar Tablo 5’te sunulmuştur. 

Tablo 5. Kullanılan antikorlar, marka ve kodları 

Antikor Katalog numarası 

Anti-Nrf-2 antikoru (anti-rabbit) BT Lab, BT-AP06174 

Anti-β katenin antikoru (anti-rabbit) Cell Signaling #8814 

Anti- β aktin antikoru (anti-mouse) Cell Signaling, #3700 

Anti-Wnt 5A/B antikoru (anti-rabbit) Cell Signaling, #2530 

Anti-HO-1 antikoru (anti-rabbit) Cell Signaling #4396 

Anti Nf-κB p65 antikoru (anti rabbit) Cell Signaling #3034 

Anti p- Nf-κB p65 (ser276) antikoru (anti rabbit) Bioss Antibodies bs-3543R 

Anti-rabbit sekonder IRDye® 680RD Goat anti-Rabbit IgG, LI-COR 

Anti-mouse sekonder IRDye® 680RD Goat anti-Mouse IgG (H + L), LI-

COR 

 

3.1.3. Analiz setleri 

Western Blot deneylerinde kullanılan analiz setleri Tablo 6’ da sunulmuştur. 

https://www.licor.com/bio/reagents/irdye-680rd-goat-anti-mouse-igg-secondary-antibody
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Tablo 6. Western blot deneylerinde kullanılan analiz setleri 

Analiz seti Katalog numarası 

Elektroforez jeli hazırlama seti (TGX FastCast 

Acrylamide Kit, %10) 

BIO-RAD, 1610173 

Total protein düzeyi ölçümü analiz seti  Pierce ® TM BCA Protein Assay Kit 

 

3.1.4. Cihazlar 

 Çalışmalarda kullanılan cihazlar Tablo 7’de sunulmuştur. 

Tablo 7. Kullanılan cihazlar, marka ve kodları 

Cihaz  Marka/Model 

Buz makinesi Hoshaizaki, Japonya 

Buzdolabı (+4⁰C) Arçelik, Türkiye 

Deiyonize su cihazı Sartorius, Almanya 

Derin dondurucu (-20 ⁰C) Arçelik, Türkiye 

Derin dondurucu (-80 ⁰C) Thermo Fischer Scientific/TSX40086V 

Dikey elektroforez ve transfer sistemi BIORAD/MINI PROTEAN TETRA CELL, ABD 

Elektroforez güç kaynağı BIORAD, ABD 

Gaz kromotagrafisi- kütle spektrofotometrisi (GC-MS) 

cihazı 

QP2010 Ultra, Shimadzu 

Görüntüleme sistemi LICOR/ODYSSEY CLX 

Hassas terazi SARTORIUS/ ARIUM COMFORT 1 H20.I.1.UV 

Homojenizatör Heidolph, Almanya 

Isıtıcı Witeg, Almanya 

Işık mikroskobu Olympus BX51; Olympus Co., Tokyo, Japan 

Kaba terazi CROWN, SF-400 

Lam ISOLAB-075.05.004, Türkiye 

Lamel  ISOLAB-075.01.007, Türkiye 

Mikroplaka okuyucu BMG LABTECH/SPECTROSTRA NANO 

Mikrotom RM 2255; Leica Inst., Nussloch, Almanya 

Mikrotom bıçağı Feather, FE 2007500011 

Miyograf sistemi DMT/DMT620M 

Orbital karıştırıcı BIOSAN, MR-1 

Otomatik pipetler GILSON/PIPETMAN NEO P100N 

Sıvı azot tankı Thermo Scientific/TY509X4 

Soğutmalı santrifüj cihazı HERMLE/Z 32 HK 

Uçurtmalı santrifüj cihazı N-BIOTEK, NB-503CIR 

Ultrasonik homojenizatör BANDELIN, SONOPULS 2 000.2 

Vorteks ISOLAB, Türkiye 
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3.1.5. Çözelti ve tamponlar 

3.1.5.1. Krebs-Henseleit (KH) çözeltisi 

KH çözeltisi için 6.902 g NaCl (128 mM), 0.350 g KCl (4.7 mM), 0.163 g KH2PO4 

( 1.2 mM), 0.246 g MgSO4 (1.2 mM), 2.1 g NaHCO3 (25 mM) ve 1.98 g glikoz (11.1 mM) 

sırasıyla hassas terazide tartılıp 800 mL distile suda manyetik karıştırıcı yardımıyla 

çözündürüldü. Hazırlanan çözeltinin içinden yaklaşık 20 dakika karbojen gaz karışımı 

(%95 O2-%5 CO2) geçirildi. Ayrı bir cam behere aktarılan 0.368 g CaCl2 distile suda 

çözündürüldü. Elde edilen CaCl2 çözeltisi, içinden karbojen gazı geçirilen KH çözeltisine 

damla damla eklendi ve son olarak hacim distile su ile 1 000 mL’ye tamamlandı. KH 

çözeltisi +4 ⁰C’de muhafaza edildi ve her deney günü taze hazırlandı. 

Indometazin Çözeltisi 

Indometazinin (molekül ağırlığı:357.8 g/mol) suda çözünürlüğünün düşük 

olmasından ötürü çözünürlüğünü artırmak amacıyla sodyum karbonat kullanılmıştır. 21.47 

mg indometazin tartılarak mikrosantrifüj tüpüne alındı. Aynı miktarda sodyum karbonat 

içeren çözelti üzerine eklenerek (2 mL) eklenerek pH 6.5-8 aralığına getirildi. 30 mM 

indometazin içeren çözeltiden KH çözeltisine 100 µL eklenerek, son konsantrasyon 3 µM 

olacak şekilde indometazin içeren KH çözeltisi hazırlandı. 

3.1.5.2. Western Blot Stok Çözelti ve Tamponlar 

1 M Tris-Cl (pH:7.4) Tamponu 

121.1 g Tris (tris-(hidroksimetil) aminometan) bazı (molekül ağırlığı:121.14 g/mol) 

bazı, 800 mL deiyonize su içerisinde manyetik karıştırıcı yardımıyla çözündürüldü. 

Çözeltinin pH’si, damla damla derişik HCl (2 M) eklenerek 7.4 değerine ayarlandı ve 

hacim deiyonize su ile 1 000 mL’ye tamamlandı. Çözelti deney gününe kadar oda 

sıcaklığında muhafaza edildi. 

10x Tris-Glisin Tamponu 

30.3 g Tris bazı (molekül ağırlığı: 121.14 g/mol) ve 144 g glisin (molekül 

ağırlığı:75.07 g/mol) 800 mL deiyonize su içerisinde manyetik karıştırıcı yardımıyla 

çözündürüldü. Hacim deiyonize su ile 1 000 mL’ye tamamlandı. Çözelti deney gününe 

kadar oda sıcaklığında muhafaza edildi. 
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0.5 M Tris-HCl (pH:6.8) Tamponu 

6.057 g Trizma bazı, 90 mL deiyonize su içerisinde tamamen çözündürüldü. 

Çözeltinin pH değeri derişik HCl ile 6.8 değerine ayarlandı. Hacim 100 mL’ye 

tamamlandı. Çözelti oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

Triton-X 100 (%20) Çözelti 

 20 mL Triton-X 100’e deiyonize su eklenerek hacim 100 mL’ye tamamlandı. 

Çözelti deney gününe kadar 2-8 ⁰C’de muhafaza edildi. 

5 M Sodyum Klorür (NaCl) Çözeltisi 

29.22 g NaCl 100 mL deiyonize suda çözündürülerek hazırlanan çözelti oda 

sıcaklığında muhafaza edildi. 

0.5 M EDTA Çözeltisi 

20.81 g EDTA tetrasodyum tuzu (molekül ağırlığı: 416.20 g/mol), deiyonize suda 

çözündürüldü. pH değeri, derişik NaOH çözeltisi ile 8.0'e ayarlandı ve hacim 100 mL’ye 

tamamlandı. Çözelti oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

50 mM Sodyum Pirofosfat (NaPPi) Çözeltisi 

1.115 g NaPPi (molekül ağırlığı.:444.06 g/mol), 50 mL deiyonize suda 

çözündürülerek 1.5 mL’lik hacimlerde mikrosantrifüj tüplerine bölüştürüldü. Deney 

gününe kadar -20 ⁰C’de muhafaza edildi. 

1 N Sodyum Hidroksit Çözeltisi 

4 g NaOH (molekül ağırlığı: 40 g/mol), deiyonize suda çözündürülerek hacim 100 

mL’ye tamamlandı. Çözelti oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

200 mM Sodyum Ortovanadat (Na₃VO₄) Çözeltisi 

3.68 g Na₃VO₄ (molekül ağırlığı.: 183.91 g/mol), 90 mL deiyonize suda 

çözündürülerek pH değeri 1 N HCl ile 10.0’a ayarlandı. Sarı renk oluşumu gözlendikten 

sonra çözelti renksiz hale gelinceye dek kaynatıldı ve soğutuldu. pH kontrolü tekrar 

yapıldı. Çözelti eşit hacimlerde mikrosantrifüj tüplerine bölüştürülerek -20°C’de muhafaza 

edildi. 
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1 M Sodyum Florür (NaF) Çözeltisi 

4.2 g NaF (molekül ağırlığı:41.99 g/mol), 100 mL deiyonize suda çözündürülerek 

eşit hacimlerde mikrosantrifüj tüplerine bölüştürüldü. Deney gününe kadar -20°C’de 

muhafaza edildi. 

100 mM PMSF Çözeltisi 

0.174 g PMSF (molekül ağırlığı:174.19 g/mol), 10 mL etanol içerisinde 

çözündürülerek 0.5 mL’lik hacimlerde mikrosantrifüj tüplerine bölüştürülüp -20°C’de 

muhafaza edildi. 

5x Yükleme Çözeltisi 

Çözeltide 0.25 M Tris-Cl (pH:6.8), %10 SDS, %50 gliserol, %0.01 bromofenol 

mavisi olacak şekilde 10 mL hacimde yükleme tamponu hazırlandı. Hazırlanan çözelti eşit 

hacimde (1’er mL) mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı ve -20°C’de muhafaza edildi. Çalışma 

çözeltisi hazırlanmadan önce, her bir mikrosantrifüj tüpünde son konsantrasyon 0.5 M 

DTT (molekül ağırlığı: 154.25 g/mol) olacak şekilde DTT eklendi. 

10x TBS Çözeltisi 

110 g NaCl (molekül ağırlığı:58.44 g/mol) ve 29.71 g Tris bazı (molekül 

ağırlığı:121.14 g/mol) 800 mL deiyonize suda çözündürüldü. Derişik HCl ile çözelti pH’ı 

7.6’ya ayarlanarak toplam hacim deiyonize suyla 1 000 mL’ye tamamlandı. Hazırlanan 

çözelti oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

%20’lik Tween 20 

20 mL Tween 20 alınarak deiyonize suyla 100 mL hacme tamamlandı. Hazırlanan 

çözelti oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

%20’lik sodyum dodesil sülfat (SDS) çözeltisi 

 1 g SDS, 5 mL deiyonize suda çözdürülerek oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

%10 Amonyum Persülfat (APS) (1 mL) 

1 mL distile suda 100 mg APS (molekül ağırlığı: 228.18 g/mol) çözdürüldü ve 2-8 

⁰C’de muhafaza edildi. 
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3.1.5.3. Western Blot Çalışma Çözeltileri ve Tamponlar 

Homojenizasyon Tamponu 

2.5 mL Tris HCl (50 mM, pH:7.4), 1.5 mL NaCl (150 mM), 2.5 mL Triton X-100 

(%1), 100 µL EDTA (1 mM, pH:7.0), 5 mL NaPPi (5 mM), 5 mL proteaz inhibitör 

kokteyli (%1), 5 mL gliserol (%10), 500 µL NaVan (2 mM), 1 mL NaF (20 mM), 500 µL 

PMSF (1 mM) olacak şekilde çözeltiler birleştirildi. Son hacim deiyonize su ile 50 mL’ye 

tamamlandı. Homojenizasyon işlemi sırasında öncesinde çözelti taze olarak hazırlandı. 

Homojenizasyon işlemi boyunca tampon çözelti buz içerisinde muhafaza edildi. 

Elektroforez Yürütme Tamponu  

10x Tris Glisin çözeltisine (100 mL) %20 derişimli SDS çözeltisi (500 µL) 

eklenerek distile su ile son hacim 1 000 mL’ye tamamlandı.  

Transfer Çözeltisi 

Western blotlama transfer işleminden önce 10x Tris-Glisin çözeltisine 200 mL 

metanol eklendi. Toplam hacim deiyonize suyla 1 000 mL’ye tamamlanarak çözelti 

konsantrasyonu 1x olacak şekilde seyreltildi.. Çözelti her seferinde taze olarak hazırlanarak 

transfer işlemine kadar 2-8 ⁰C’de muhafaza edildi. 

TBS-T Çözeltisi  

10X TBS stok çözeltisinden 100 mL alınarak 800 mL deiyonize suyla dilüe edildi. 

Çözeltide Tween 20 çözeltisinin son konsantrasyonu %0.05 olacak şekilde Tween 20 

eklendi. Toplam çözelti hacmi deiyonize suyla 1 L’ye tamamlandı. Hazırlanan çözelti oda 

sıcaklığında muhafaza edildi. 

Bloklama Çözeltisi 

2.5 g yağsız süt tozu 50 mL %0.1 Tween 20 içeren TBS çözeltisinde manyetik 

karıştırıcı yardımıyla çözündürüldü. Hazırlanan çözelti 2-8 ⁰C’de muhafaza edildi. 

%0.1 Tween 20 İçeren TBS Çözeltisi 

10x TBS çözeltisi 1/10 dilüe olacak (x konsantrasyon) şekilde deiyonize suyla 

seyreltildi ve 100 µL Tween 20 1xTBS çözeltisi ile son hacim 100 mL’ye tamamlandı. 

Hazırlanan çözelti oda sıcaklığında muhafaza edildi. 
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%3’lük Sığır Serum Albümin (BSA) Çözeltisi 

1.5 g BSA %0.1 Tween 20 içeren 50 mL TBS çözeltisi içerisinde dilüe edildi. 

Hazırlanan çözelti 2-8 ⁰C’de muhafaza edildi. 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Deney Hayvanları 

Çalışmada, 8-12 haftalık 20-25 g ağırlığı aralığında dişi Balb/c fareler kullanıldı. 

Fareler KTÜ Cerrahi Araştırma ve Uygulama Merkezi’nden temin edildi. Deney protokolü 

süresince KTÜ Cerrahi Araştırma ve Uygulama Merkezi’nde 12 saat gece/gündüz 

siklusunda ve uygun sıcaklık (22±1 ⁰C) ve nem (%60) koşullarında barındırıldılar. 

Hayvanların altlıkları her gün düzenli olarak değiştirildi. Standart yem ve suya ulaşımları 

ad libitum sağlandı. KTÜ Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Başkanlığı’ndan etik kurul 

onayı ile deneylere başlandı (Dosya No:2024/32, Ek-1).  

3.2.2. Deneysel Astım Modelinin Oluşturulması ve Deney Protokolü 

Deneysel astım modeli sensitizasyon (duyarlılaştırma) ve sataşma fazı olmak üzere 

iki fazdan (21 gün) oluşmaktadır. Sensitizasyon amacıyla farelere, deney protokolünün 1. 

ve 8. günlerinde intraperitoneal (i.p.) ovalbumin (OVA) (0.05 mg/mL, grade II, Sigma 

Aldrich) 200 µL fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS) içerisinde ve alüminyum hidroksit 

(Al(OH)3) (5 mg/mL, Sigma Aldrich) uygulandı. Sataşma fazında farelere 15-17. günlerde 

intranazal (i.n.) OVA (2.5 mg/mL, 20 µL PBS içerisinde), 18-21. günlerde ise i.n. LPS 

(Escherichia coli, O127:B8; 0.1 mg/mL, 20 µL PBS içerisinde) uygulandı. Kontrol 

grubundaki farelere ise deney protokolünün 1. ve 8. günlerinde 200 µL serum fizyolojik 

içerisinde i.p. OVA (0.05 mg/mL); 15-21. günlerde 20 µL i.n. PBS uygulandı (149).  

 

Resim 1. Farelere çözeltilerin intranazal yoldan uygulanmasının temsili görüntüsü 
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Deney hayvanları randomize olarak beş gruba ayrıldı (Tablo 8) . Tedavi gruplarına 

göre, 18-21. Günlerde i.n. LPS uygulaması ile arasında 1 saat olacak şekilde DMF (30 

mg/kg/gün ve 100 mg/kg/gün) veya taşıyıcı [%0.5 karboksimetilselüloz (CMC)] günde bir 

kez oral gavaj (per oral, p.o.) olarak uygulandı. Kontrol grubuna sadece DMF yüksek doz 

(100 mg/kg/gün) verilerek değerlendirildi (150,151). Tüm ilaç uygulamaları ve cerrahi 

işlemlerin aynı saatlerde yapılmasına dikkat edildi. Son LPS/PBS/DMF uygulamasından 

24 saat sonra (22. gün) farelere i.p. anestezi (ketamin 90 mg/kg ve ksilazin 10 mg/kg) 

uygulaması yapıldı. Anestezi derinliğinin sağlanması ardından supin pozisyonu verilen 

farelerden trakea ve akciğerler izole edildi. Bu amaçla farelerin servikal ve toraks bölgeleri 

insizyonla açıldı. Servikal kısımda timus ve ekstraservikal kaslar doku pensi yardımıyla 

kanamamasına özen gösterilerek kenara itildi ve trakea kıkırdak dokusu ortaya çıkarıldı. 

Ardından makas yardımıyla göğüs kafesi kesilerek açıldı. Doku pensi yardımıyla krikoid 

kıkırdaktan tutularak trakea ve akciğer dokuları izole edildi. Pulmoner arter kesilerek kalp 

dokusu akciğerden ayrıldı. Trakea +4 ⁰C’ye soğutulmuş KH çözeltisi içeren petri kabına 

aktarıldı. Akciğer dokusu ise soğuk PBS ile hızlıca yıkandıktan sonra sağ ve sol lob 

şeklinde iki parçaya ayrıldı. Akciğerin sağ lobu örnek saklama tüpü içinde sıvı azot ile 

hızlıca dondurularak -80 ⁰C’de muhafaza edildi. Akciğerin sol lobu ise formaldehit 

çözeltisi içinde fikse edilerek histopatolojik analizler için kullanıldı. Farelere trakea ve 

akciğer dokularının izole edilmesini takiben servikal dislokasyon ile ötenazi uygulandı.  

 

Şekil 11. Farede OVA ve LPS ile indüklenen astım modelinin deneysel protokolü 
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Resim 2. İzole organ banyosu deneyleri için farelerden izole edilen trakeaların çevre 

dokulardan temizlenmesine ait temsili görüntü. 

 

Resim 3. İzole organ banyosu deneylerinde miyografa takılmış trakea halkalarına ait 

temsili görüntü 

İzole edilen trakea dokuları KH çözeltisi (NaCl:128 mM; KCl:4.7 mM; CaCl2:2.5 

mM, MgSO4:1.2 mM; KH2PO4:1.2 mM; NaHCO3:25 mM; Glikoz:11.1 mM) içerisinde 

petrilere alınarak çevre dokulardan temizlendi. Trakeaların proksimal kısımları alınarak, 

her bir deney hayvanından 3-5 kıkırdak içeren trakea halka preparatı hazırlandı. 
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Tablo 8. Deneysel astım modelinde DMF tedavisinin etkinliğini araştırmak amacıyla 

oluşturulan deney grupları 

Deney grubu n 

Kontrol 8 

Kontrol+100 mg/kg/gün p.o. DMF (%0.5 CMC içerisinde), (DMF) 8 

OVA-LPS, (OL) 8 

OVA-LPS+30 mg/kg/gün p.o. DMF (%0.5 CMC içerisinde), (OL+DMF30) 8 

OVA-LPS+100 mg/kg/gün p.o. DMF (%0.5 CMC içerisinde), (OL+DMF100) 8 

Toplam  40 

 

3.2.3. In Vitro Trakea Hiperreaktivitesinin Değerlendirilmesi 

Farelerden izole edilen trakea halka preparatları bir ucu izometrik kuvvet-yer 

değiştirme transdüsırına; diğer ucu ise yer değiştirme cihazına bağlanacak şekilde yatay 

olarak KH çözeltisi içeren 5 mL’lik wire-miyograf banyolarına takıldı. Banyoların 

içerisindeki KH çözeltisi sürekli karbojen (%95 O2 ve %5 CO2) ile gazlandırılarak, 

sıcaklığı termostatik kontrol ile 37 ⁰C’de sabit tutuldu. Trakea halkalarına 1 000 mg bazal 

gerim uygulandı ve banyolardaki KH çözeltisi 20 dakika aralıklarla yenilenerek dokuların 

1 saat boyunca dengeye gelmesi sağlandı. Bronşiyal epitelden salıverilen prostanoidlerin 

solunum yolu düz kasının kontraktilitesi üzerine etkilerini ortadan kaldırmak amacıyla 

deney protokolü boyunca banyolardaki KH çözeltisine 3 µM İndometazin içerecek şekilde 

indometazin çözeltisi eklendi. Trakea halkalarından konsantrasyona bağımlı (10
-8

-10
-4

) 

karbakol (CCh) kasılma yanıtı alındı. Ardından dokular organ banyoları içindeki KH 

çözeltisi 15 dakika aralıklarla değiştirilip yıkanarak 1 saat dinlenmeye bırakıldı. Bazal 

gerime ulaşan trakea halkalarından konsantrasyon bağımlı (10
-10

-10
-4

 M) 5-

hidroksitriptamin (5-HT) kasılma yanıtı alındı. Dokular 15 dakika aralıklarla KH çözeltisi 

ile yıkanarak dinlendirildi. Bazal gerim değerine ulaşan trakea halkaları, Bradikinin 

inaktivasyonunu önlemek amacıyla endojen kininaz enzim inhibitörü Kaptopril (3x10
7 

M) 

ile 30 dakika inkübe edildi. İnkübasyon süresinin sonunda dokulardan bradikinin ile 

indüklenen konsantrasyona bağımlı (10
-8

-10
-4

 M) kasılma yanıtı alınarak kaydedildi. 

Dokular KH çözeltisi ile yıkanarak bazal gerime ulaşması beklendi. Deney protokolünün 

sonunda dokuların kontraktil özelliklerinin test edilmesi amacıyla dokulardan 60 mM KCl 

ile indüklenen kasılma yanıtı alındı. Dokulardaki gerim değişiklikleri izometrik kuvvet 
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transdüseri aracılığı ile ölçülerek LabChart® 8.0 (AD Instruments Ltd., Hastings, U.K.) 

programı ile g cinsinden kaydedildi (152, 153).  

 

Resim 4. İzole organ banyosu deneylerinin yürütüldüğü miyograf cihazının temsili 

görüntüsü 

3.2.4. Total Doku Homojenatlarının Hazırlanması 

Sıvı azot içerisinde hızla dondurularak deney gününe kadar -80 ⁰C’de saklanan 

akciğer dokuları, buz içerisinde tutulan falkon tüplerine yerleştirildi ve üzerine 10 mg/mL 

homojenizasyon tamponu eklendi. Akciğer dokuları cerrahi makas ile kesilerek küçük 

parçalara ayrıldıktan sonra mekanik homojenizatör ile 2 0000 rpm’de 25 sn (5’er kez 5 sn) 

homojenize edildi. Homojenizasyon işlemi tamamlandıktan sonra homojenatlar 10 000g’de 

+4⁰C’de 30 dk santrifüj edildi. Santrifüj işlemi sonrasında süpernatantlar mikrosantrifüj 

tüplerine eşit hacimde bölüştürülerek aktarıldı ve moleküler analizler yapılana kadar -80 

⁰C’de muhafaza edildi. 

3.2.5. Total Protein Miktar Tayini 

Total protein konsantrasyonlarının tayininde, Thermo Fisher Scientific ® Pierce 

BCA protein assay kit analiz seti kullanıldı. Deney protokolü analiz seti içinde yer alan 

kullanım kılavuzuna uygun şekilde gerçekleştirildi. Bu amaçla analiz seti içinde bulunan 

bovine serum albümini (BSA) stok çözeltisi (2 mg/mL) PBS ile seri dilüsyonla seyreltilip 

0,25-2 000 µg/mL’lik BSA standart çözeltileri hazırlandı. Analiz seti içinde temin edilen 

çözelti A (bicinchoninic asit) ve çözelti B [bakır (II) sülfat] 50:1 oranında karıştırılarak 

çalışma çözeltisi elde edildi. BSA standart çözeltileri ve numuneler 25 µL hacminde 96 

kuyucuklu mikroplakaya çift tekrarlı bir şekilde eklendi. Ardından standart çözelti veya 

numune içeren tüm kuyucuklara 200 µL çalışma çözeltisi ilave edildi. Mikroplakanın 

kapağı kapatılarak alüminyum folyoya sarıldı ve 37 ⁰C’ye ayarlanmış su banyosunda 30 



 

43 

dakika inkübe edildi. Sonuçta oluşan mor renkli BCA-Cu+ kompleksinin absorbansı 562 

nm dalga boyunda ölçüldü. BSA standart çözeltilerinin absorbans değerlerine göre, 

konsantrasyona bağlı absorbans eğrisi çizildi. Konsantrasyona bağlı absorbans eğrisi 

kullanılarak numunelerin total protein konsantrasyonu belirlendi. 

 

Resim 5. Farelerden izole edilen akciğer dokusu homojenatlarinda total protein tayininde 

kullanılan 96-kuyucuklu mikroplakanın temsili görüntüsü 

3.2.6. Western blot yöntemi 

3.2.6.1. Jellerin hazırlanması 

Jel dökme için kullanılan cam plakalar (ön cam ve 1 mm’lik ara parça camı) %70 

derişimli etanol çözeltisi ile silindikten sonra jel döküm ünitesine yerleştirildi. Hazırlanan 

sistemde saf su ile sızdırma kontrolü yapıldı. BioRad® TGX Stain-Free FastCast %10 

Acrylamide Kit poliakrilamid hazır jel dökme seri kullanıldı. Ayırma jeli için resolver A ve 

B çözeltilerinden 3’er mL 15 mL’lik falkon tüp içine aktarıldı, içine 30 µL %10’luk 

amonyum per sülfat (APS) çözeltisinden ve 3 µL N,N,N′,N′-Tetramethylethylenediamine 

(TEMED) ilave edildi. Karışım hızlıca pipetlenerek homojen hale getirildikten sonra 

baloncuk oluşmamasına özen gösterilerek pipet yardımıyla camların arasına uygulandı. 

Ardından stacker A ve B çözeltilerinden 3’er ml, %10’luk APS çözeltisinden 10 µL ve 

TEMED 2 µL içeren yükleme jel karışımı da camların arasındaki üst kısma uygulandı. 

Camların arasına örnek yükleme kuyucuklarını oluşturmak için 10 dişli tarak yerleştirildi. 

Poliakrilamid jellerin polimerizasyonu için oda sıcaklığında 30 dakika bekletildi. 
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3.2.6.2. Örneklerin Hazırlanması 

Akciğer homojenatlarından elde edilen örneklerin total protein konsantrasyonları 

üzerinden her bir örnekte 30 µg protein içeren hacim hesaplandı. Örnekler hesaplanan 

hacimde 0,50 mL’lik mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. Örneklere 5 µL Laemmli 

(yükleme) tamponu eklenip, deiyonize su ile hacim 30 µL’ye tamamlandı. Örnekler 

vortekslendikten sonra masaüstü santrifüj ile 1 000 rpm de 30 saniye santrifüjlendi. 

Örnekler 95 ⁰C’de 5 dakika bekletilerek denatüre edildi ve ardından tekrar vortekslenerek 

santrifüjlendi. 

3.2.6.3. Elektroforez 

Cam plakaların arasında polimerleşen jeller deiyonize su ile yıkandı. Jel 

kuyucuklarının tabanının hizası asetatlı kalemle işaretlendi. Jeller Bio-Rad Mini-

PROTEAN ® elektroforez sisteminin yeşil renkli elektrot ünitesine yerleştirildi. Elektrot 

ünitesi ise elektroforez tankı içine uygun şekilde konumlandırıldı. Elektrot ünitesinin iç 

haznesine, jel kuyucuklarını tamamen örtecek seviyede elektroforez tamponu ilave edildi. 

Ardından elektroforez tankının dış haznesine işaretli yere kadar elektroforez tamponu 

eklendi. Jellerin içindeki taraklar kuyucukların şeklini korumaya özen göstererek çıkarıldı. 

Jellerdeki ilk kuyucuklara 3 µL protein moleküler ağırlık standardı (Precision Plus 

ProteinTM Dual Color Standards, Bio-Rad, 1610374) yüklendi. Ardından örnekler (30 µL) 

jeldeki çalışma düzenine göre kuyucuklara yüklendi. Tankın kapağı akım yönüne uygun 

şekilde yerleştirilerek 100 voltta elektroforez başlatıldı. Moleküler ağırlık standardının 

sürüklenmesi izlenerek ilgili bölgede proteinlerin ayrımı gerçekleşince elektroforez 

sonlandırıldı. 

  

Resim 6. Western blotlama deneylerinde uygulanan elektroforez işlemine ait temsili 

görüntü 
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3.2.6.4. Jelden Membrana Transfer İşlemi 

Elektroforez işlemi tamamlandıktan sonra tanktan çıkarılan jeller deiyonize su ile 

yıkandı, cam plakalar dikkatli bir şekilde ayrılarak jeller soğuk (4 ⁰C) transfer çözeltisi 

içine alındı. Jel boyutuna uygun şekilde kesilen poliviniliden florür (PVDF) membranlar, 

metanol içerisinde 15 dakika boyunca orbital çalkalayıcıda karıştırılarak aktive edildi. 

Ardından poliakrilamid jellerdeki proteinler PVDF membrana ıslak transfer yöntemi ile 

aktarıldı. Bu amaçla transfer kasetleri siyah renkli kısım alta gelecek şekilde açıldı. 

Transfer kaseti içine sırasıyla sünger, whatmann kağıdı, jel, membran, whatmann kağıdı ve 

sünger yerleştirilerek kapatıldı. Membran, jel üzerine yerleştirildikten sonra iki yüzey 

arasında oluşan hava kabarcıkları, bir transfer rulosu (roller) kullanılarak uzaklaştırıldı. 

Tankın içine manyetik çubuk, soğutucu akü (buz aküsü) ve transfer kasetleri 

yerleştirildikten sonra kapak akım yönüne uygun şekilde kapatıldı. Transfer işlemi 

süresince tank, buz dolu bir kap içerisinde tutuldu ve içerisindeki çözelti manyetik 

karıştırıcı yardımıyla karıştırıldı. Proteinlerin jelden membrana transfer işlemi 80 voltta 2 

saatte gerçekleştirildi. 

 

Şekil 12. Western blotlama deneylerinde uygulanan jelden membrana transfer (ıslak 

transfer) işleminde kaset içeriği. 
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Resim 7. Western blotlama deneylerinde uygulanan jelden membrana transfer (ıslak 

transfer) işlemine ait temsili görüntü. 

3.2.6.5. Proteinlerin Jelden Membrana Transfer İşleminin Doğrulanması 

Transfer işlemi tamamlandıktan sonra kasetler açılarak membranlar başka bir kaba 

transfer edildi. Proteinlerin membrana transfer doğruluğunu teyit etmek için membran 

üzerine Ponceau S çözeltisi uygulandı. Ponceau S çözeltisi ile protein bantları membran 

üzerinde pembe renkli izlenmektedir. Ardından membranlar deiyonize su ile yıkanarak 

Ponceau S çözeltisi uzaklaştırıldı ve kısa süreli metanol çözeltisine maruz bırakıldı. 

Membranlar oda sıcaklığında 5 dakika bekletilerek metanol uzaklaştırıldı. Sonrasında 

membranlar, 3 kez 5 dakika boyunca TBS-T çözeltisiyle yıkandı. 

  

Resim 8. Western blotlama deneylerinde proteinlerin jelden membrana transfer 

doğruluğunu teyit etmek için uygulanan Ponceau S çözeltisi ile boyama 

işlemine ait temsili görüntü.  
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3.2.6.6. Bloklama 

Membranlar spesifik olmayan bağlanma bölgelerinin kapatılması amacıyla oda 

sıcaklığında 90 dakika boyunca orbital karıştırıcı ile karıştırılarak bloklama çözeltisi (10 

mL) ile inkübe edildi. 

 

Resim 9. Western blotlama deneylerinde spesifik olmayan bağlanma bölgelerinin 

kapatılması için uygulanan bloklama işlemine ait temsili görüntü. 

3.2.6.7. Primer Antikorla İnkübasyon 

Primer antikorlar, %0.1 Tween 20 içeren TBS çözeltisinde hazırlanan %3’lük BSA 

içerisinde kılavuzlarında belirtilen dilüsyon oranıma göre hazırlandı. Dilüsyon oranları 

anti-Nrf-2 1:1 000, anti-β katenin 1:1 000, anti-β aktin 1:1 000; anti-Wnt 5A/B 1:1 000, 

anti Nf-κB p65 1:1 000, anti p- Nf-κB p65 (ser276) 1:1 000, anti-HO-1 1:1 000 

şeklindedir. Yükleme kontrolü olarak β-Aktin kullanıldı. Primer antikor çözeltileri eklenen 

membranlar bir gece boyunca (12-16 saat) +4 ⁰C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon 

süresi dolduktan sonra membranlar 30 dakika (3 kez 10’ar dakika) TBS-T ile yıkandı.  
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Resim 10. Western blotlama deneylerinde membranların primer antikor ile inkübasyon 

işlemine ait temsili görüntü.  

Ardından primer antikorun kaynağına uygun şekilde seçilen sekonder antikor 

çözeltileri (IRDye® 680RD Goat anti-Rabbit IgG ve IRDye® 680RD Goat anti-

Mouse IgG) 1:10,000 dilüsyon oranında hazırlandı. Membranlar sekonder antikor 

çözeltileri ile oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. Sekonder antikor inkübasyonları 

sırasında membranların yerleştirildiği kutular alüminyum folyo ile sarılarak ışıktan 

muhafaza edildi. 

3.2.6.8. Görüntüleme 

Sekonder antikor inkübasyonu tamamlandıktan sonra membranlar 30 dakika (3 kez 

10’ar dakika) TBS-T çözeltisi ile yıkandı. LI-COR görüntüleme cihazının yüzeyi %70’lik 

alkolle silindi. Membran temiz bir pens yardımıyla TBS-T içerisinden alınarak protein 

bantları cihazın iç yüzeyine bakacak şekilde yerleştirildi. Cihazın silikon parçası membran 

üzerine yerleştirildi. Membran ve silikon yüzey arasında hava kabarcığı kalmamasına 

dikkat edilerek üstünden rulo ile hafifçe geçildi. Cihazda 84 µm çözünürlük ve membran 

büyüklüğü ayarları yapılarak, bant yoğunluklarının hesaplanmasında ImageStudio 6.0 

programı kullanıldı. Görüntülemeden sonra membranlar, 30 dakika (3 kez 10’ar dakika) 

TBS-T içerisinde yıkandı. TBS-T ile nemli bırakılan membranlar, streç filme sarılarak 

kaldırıldı. 

 

 

https://www.licor.com/bio/reagents/irdye-680rd-goat-anti-mouse-igg-secondary-antibody
https://www.licor.com/bio/reagents/irdye-680rd-goat-anti-mouse-igg-secondary-antibody
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3.2.7. Histopatolojik analiz 

Farelerden izole edilen akciğer dokularının sol lobu %10’luk formaldehit 

solüsyonunda fikse edildi. Dokular su ile yıkanarak formaldehit uzaklaştırıldı. 

Dehidratasyon (doku içeriğindeki suyun alkolle yer değiştirmesi) işlemi için dokular artan 

derişimlerdeki (%70, %90, %96 ve %99) etanol çözeltilerinde sırasıyla bekletildi. 

Saydamlaştırma aşamasında ise doku içeriğindeki etanolün uzaklaştırılıp yerine ksilenin 

infüze etmesi amacıyla dokulara ksilen uygulandı. Ardından doklar doku takip kasetleri 

içinde eriyik halde bulunan parafine transfer edilerek 60 ⁰C’ye ayarlanmış etüvde 2-4 saat 

bekletildi. Doku takip kasetleri içine yerleştirilen dokulara uygulanan parafinin, oda 

sıcaklığında beklendikten sonra katılaşması sağlandı. Böylece dokulara infüze etmiş olan 

ksilenin yerine parafinin geçirilerek, kesit almaya uygun sertlik ve saydamlıkta parafin 

bloklar elde edildi. Parafin bloklar kesim yüzeyi altta kalacak şekilde mikrotoma 

yerleştirildi ve üst yüzeyi tıraşlanarak temizlendi. Parafin bloklar mikrotom ile kesilerek 5 

µm kalınlığında doku kesitleri cam lam üzerine alındı. Doku kesitleri 60 ⁰C’lik etüvde 1-2 

dakika bekletildi. Deparafinizasyon işlemi için doku kesitlerine ksilen (10 dakika) 

uygulandı. Ardından doku kesitleri azalan derişimlerdeki (%99, %96, %90 ve %70) etanol 

çözeltilerinde sırasıyla 5’er dakika bekletildi. Sonrasında doku kesitleri deiyonize suya 

transfer edilerek hidrate edildi. Kesitler hematoksilen çözeltisinde 5 dakika bekletildi ve 

deiyonize suya daldırılarak yıkandı. Ardından eozin çözeltisine daldırılarak 1 dakika 

bekletildi ve deiyonize su ile yıkandı. Hematoksilen-eozin ile boyama sonrası doku 

kesitlerinin dehidratasyonu ve temizlenmesi için artan derişimlerdeki (%70, %90, %96 ve 

%99) etanol çözeltilerinde ve ksilende 5’er dakika bekletildi. Cam lam üzerindeki doku 

kesiti üzerine entellan damlatılarak lamel ile kapatıldı. Akciğer doku kesitleri, mikroskop 

altında incelenerek peribronşiyal ve parankimal inflamasyon; inflamatuvar hücre 

yoğunluğu ve dokuya hücre infiltrasyonu parametreleri temelinde kör şekilde 

değerlendirildi (154, 155). 
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Resim 11. Histopatolojik analiz için hazırlanan parafin bloklar 

Tablo 9. Akciğer dokularındaki histopatolojik skorlama için yarı-kantitatif değerlendirme 

sistemi 

Skorlar Peribronşiyal/parankimal inflamasyon derecesi 

0 Yok 

1 Hafif 

2 Orta 

3 Şiddetli 

4 Çok şiddetli 

 

3.2.8. Metabolomik Analiz 

Deney gününe kadar -80 ⁰C’de tutulan izole fare akciğer dokuları hızlı bir şekilde 

cam havan içine alınarak üzerine sıvı azot eklendi. Dokular sıvı azot içinde havan eli 

yardımıyla öğütülerek katı toz haline getirildi. Katı toz halindeki akciğer dokuları hassas 

terazi ile tartılarak her birinden 50 mg mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. Örneklere 1 mL 

ekstraksiyon çözeltisi (hacimce 9:1 oranında metanol-su) eklendi ve ultrasonik 

homojenizatör (3 kez, 15 saniye süreyle) ile homojenize edildi. Akciğer homojenatları 15 

000 rpm’de 20 dakika santrifüjlendi ve elde edilen süpernatantlar metabolomik analiz 

yapmak için mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. Süpernatantlar uçurtmalı santrifüj (N-

BIOTEK, NB-503CIR) ile kurutulduktan sonra %1 trimetilklorosillan ve N-metil-N-

trimetilsililtrifloroasetamid ile muamele edilerek metoksaminasyon ve türevlendirme 

uygulandı.Hazırlanan örneklerde metabolit analizleri GC-MS QP2010 Ultra sisteminde 

yapıldı. Metabolomik analizlerin sonucunda elde edilen verilerin dönüştürülmesi, pik 
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hizalaması ve normalizasyon işlemleri MS-DIAL yazılımı kullanılarak gerçekleştirildi. 

Elde edilen veri matrisi üzerinde değişkenlik analizi yapmak amacıyla SIMCA-P+ yazılımı 

(version 13.0; Umetrics, Umea, İsveç) kullanıldı. Bu kapsamda, varyans homojenliği 

kontrolü, aykırı değerlerin belirlenmesi, örneklerin gruplandırılması ve veri setindeki genel 

eğilimlerin değerlendirilmesi amacıyla Temel Bileşenler Analizi (PCA) uygulandı. Kısmi 

En Küçük Kareler Ayırma Analizi (PLS-DA) ise verilerin gruplar arasında 

sınıflandırılmasını sağlayarak potansiyel biyobelirteçlerin belirlenmesini kolaylaştırdı. 

Verilere ait projeksiyondaki değişken önemi grafikleri oluşturularak bu grupların 

ayırımında en önemli metabolitlerin tespit edilmesi sağlandı. Metabolomik analiz için 

metabolitler hücredeki fonksiyonel özelliklerine ve metabolik reaksiyonlardaki rolüne göre 

sınıflandırıldı. Çalışmada aminoasit metabolizması, yağ asidi metabolizması, glikoz 

metabolizması, gen ekspresyonu gibi temel metabolik yolaklar değerlendirildi (156). 

3.2.9. İstatistiksel Analiz 

İzole organ banyosu deneylerinde trakea halkalarında karbakol kasılma yanıtı ‘g’ 

olarak, 5-HT ve bradikinin kasılma yanıtları ise maksimum karbakol kasılmasının yüzde 

(%)’si olarak verildi. Agonistler ile elde edilen konsantrasyona bağımlı yanıt eğrilerinden 

elde edilen maksimum kasılma yanıtları Emaks değerleri, maksimum yanıtın yarısını 

oluşturan agonistlerin konsantrasyonunun (EC50) negatif logaritması ise pD2 değeri olarak 

sunuldu. Western blotlama deneylerinde ise protein ekspresyonları, yükleme kontrolü 

olarak kullanılan beta-aktin protein seviyelerine göre normalize edildikten sonra, her 

membrandaki kontrol örneğine göre nispi olarak hesaplandı. Histopatolojik 

değerlendirmede akciğer doku kesitlerinin mikroskobik değerlendirmesinden elde edilen 

semi-kantitatif skorlar verildi.. Deneylerden elde edilen değerler ortalama±standart hata 

olarak sunuldu. Değerlerin normal dağılıma uygunluğu Shapiro-Wilks veya Kolmogorov-

Smirnov yöntemi ile test edildi. İstatistiksel analizde ikili grup karşılaştırılmasında Student 

t-testi, çoklu grup karşılaştırılmasında tek yönlü varyans analizi post hoc Tukey kullanıldı. 

P<0.05 ise ortalamalar arası fark anlamlı kabul edildi. Veriler GraphPad Prism 5.01 

(GraphPad Prism (Graphpad Yazılımı, San Diego, CA, ABD) programı kullanılarak analiz 

edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Fare Trakea Halka Preparatlarında Agonist Aracılı Kasılma Fonksiyonunun 

Farmakodinamik Analizi 

Çalışmada kontrol, kontrol+DMF, OL, OL+DMF30 ve OL+DMF100 deney 

gruplarındaki farelerden izole edilen trakea halkalarının kontraktil fonksiyonları, izole 

organ banyosu sistemi kullanılarak değerlendirildi. Fare trakea halkalarında karbakol (10
-8

-

10
-4

 M) ile indüklenen konsantrasyona bağımlı kasılma yanıtları benzer bulundu, deney 

gruplarının ortalama maksimum kasılma yanıtı (Emaks) değerleri arasında istatistiksel olarak 

anlamlı fark saptanmadı. Dokuların Cch yanıtları arasında anlamlı farklılık 

görülmemesinden ötürü submaksimal karbakol yanıtı esas alınarak 5-HT ve bradikinin 

yanıtları maksimum CCh yanıtının yüzdesi olarak değerlendirilmiştir.  

 

Şekil 13. Kontrol, OL, OL+DMF30, OL+DMF100 deney gruplarındaki farelerden izole 

edilen trakea halkalarında karbakol (10
-8

-10
-4

 M) ile indüklenen konsantrasyona 

bağımlı kasılma yanıtları. Değerler ‘mg’ cinsinden ifade edildi ve ortalama ±SH 

olarak sunuldu (n=6-8/grup) 

Tablo 10. Farelerden izole edilen trakealardan elde edilen karbakol indüklü kasılma 

yanıtlarının Emaks değerleri. 

Karbakol Kontrol OL OL+DMF30 OL+DMF100 

Emaks 1.236±0.15 1.711±0.1323 1.394±0.1217 1.4±0.2153 
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Şekil 14. Kontrol, OL, OL+DMF30 ve OL+DMF100 deney gruplarındaki farelerden izole 

edilen trakea halkalarında 5-HT (10
-10

-10
-4

 M) ile indüklenen konsantrasyona 

bağımlı kasılma yanıtları. Değerler karbakol ile indüklenen maksimum kasılma 

yanıtı değerinin yüzde (%) cinsinden ifade edildi ve ortalama ±SH olarak 

sunuldu (n=6-8/grup, **p<0.01, ***p<0.001 kontrole kıyasla, #p<0.05 OL 

grubuna kıyasla). 

OVA ve LPS uygulaması ile in vivo deneysel astım oluşturulan OL grubunda 5-HT 

(10
-6

-10
-4

 M) ile indüklenen kasılma yanıtları kontrole kıyasla istatistiksel olarak anlamlı 

yüksek bulundu. OL ve OL+DMF30 deney grupları arasında 5-HT kasılma yanıtları 

açısından anlamlı fark saptanmazken, OL+DMF100 grubunda 10
-4

 M konsantrasyonda 5-

HT ile indüklenen kasılma yanıtı OL grubuna kıyasla anlamlı şekilde azaldı. Ayrıca 

OL+DMF100 grubunda 5-HT (10
-6

-10
-4

 M) kasılma yanıtı değerleri kontrole göre yüksek 

bulundu. Buna göre DMF tedavisi OL grubunda kontrole göre artan 5-HT kasılma yanıtını 

düşük dozda etkilemezken, yüksek dozda ancak kısmen azaltabilmiştir. 

Tablo 11. Farelerden izole edilen trakealardan elde edilen 5-HT indüklü kasılma 

yanıtlarının Emaks (%) değerleri. 

5-HT Kontrol OL OL+DMF30 OL+DMF100 

Emax  %43±4.728 %73.86±2.416 %75.20±5.164 %60.46±4.589 



 

54 

 

Şekil 15. Kontrol, OL, OL+DMF30 ve OL+DMF100 deney gruplarındaki farelerden izole 

edilen trakea halkalarında bradikinin (10
-8

-10
-4

 M) ile indüklenen 

konsantrasyona bağımlı kasılma yanıtları. Değerler karbakol ile indüklenen 

maksimum kasılma yanıtı değerinin yüzdesi (%) cinsinden ifade edildi ve 

ortalama ±SH olarak sunuldu. (n=6-8/grup, ***p<0.001, #p<0.05, ###p<0.001). 

Farelerden izole edilen trakea halkalarının kasılma duyarlılığını değerlendirmek 

amacıyla konsantrasyona bağımlı bradikinin kasılma yanıtları kaydedildi. Buna göre, 

deneysel astım indüklenen OL grubunda bradikinin (10
-5

-10
-4

 M) ile indüklenen kasılma 

yanıtları kontrol grubuna göre anlamlı oranda yüksek ölçüldü. Ayrıca düşük doz DMF 

tedavisi uygulanan OL+DMF30 grubunda da bradikinin kasılma yanıtları OL grubu ile 

benzerdi, bradikinin ile kasılma oranı kontrole kıyasla anlamlı miktarda arttı. Yüksek doz 

DMF tedavisi uygulanan OL+DMF100 grubunda ise bradikinin (10
-5

-10
-4

 M) ile 

indüklenen kasılma yanıtları OL grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı oranda azaldı. 

Dahası, OL+DMF100 grubunda bradikinin kasılma yanıtlarında kontrole kıyasla anlamlı 

fark saptanmadı. 

Tablo 12. Farelerden izole edilen trakealardan elde edilen bradikinin indüklü kasılma 

yanıtlarının Emaks (%) değerleri. 

Bradikinin Kontrol OL OL+DMF30 OL+DMF100 

Emaks %30.41±5.357 %60.38±2.738 %62.32±5.410 %17.61±4.459 
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Tablo 13. Kontrol ve DMF 100 mg/kg/gün grubu farelerden izole edilen trakealarda elde 

edilen karbakol, 5-HT ve bradikinin kasılma yanıtlarının Emaks ve pD2 değerleri 

(n=4) 

Kontrol+DMF 100 mg/kg Karbakol 5-HT Bradikinin 

Emaks 0.8220±0.0802 %47.21±9.134 %28.67±6.048 

 

4.2. Fare Total Akciğer Homojenatlarında Protein Ekspresyonlarının Western Blot 

Yöntemi İle Semi-Kantitatif Değerlendirilmesi 

Ötenazi edilen hayvanlardan hızlıca akciğer dokuları izole edilerek Western blot 

deneylerine kadar -80 ⁰C’de saklandı. Toplanan akciğer dokularında Nrf-2 ve HO-1 

(Nrf2/Keap1 sinyal yolağı belirteçleri), Nf-κ B p65 ve p- Nf-κ B p65 (enflamatuvar yolak 

belirteçleri) , β-katenin ve Wnt-5A/B (Wnt yolağı biyobelirteçleri) , β-aktin proteinlerinin 

ekspresyonu western blot yöntemi ile yarı kantitatif olarak analiz edildi ve karşılaştırıldı. 

Tüm proteinlerin ekspresyonları, literatürden elde edilen bilgiler doğrultusunda astım 

modeli ve DMF tedavisi ile değişmediği bilinen β-aktin (housekeeping protein) protein 

ekspresyonuna göre değerlendirildi.  

4.2.1. Fare Total Akciğer Homojenatlarında Nrf2/Keap-1/HO-1 Sinyal Yolağı Protein 

Ekspresyonu 

Çalışmada, fare in vivo deneysel solunum yolu inflamasyonu modelinde, hücre içi 

antioksidan mekanizmaları indükleyen Nrf2/Keap1 sinyal yolağının aktivasyonu western 

blot analizi ile değerlendirildi. Buna göre OL grubundan izole edilen akciğer örneklerinde 

Nrf2 düzeyi kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı şekilde azaldı. Nrf2 ekspresyonu 

OL+DMF30 grubunda OL grubuna göre anlamlı bir fark göstermedi, ancak OL+DMF100 

grubunda OL grubuna kıyasla anlamlı bir artaş saptandı (Şekil 17, *p<0.01, #p<0.05). 
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Şekil 16. Farelerden izole edilen akciğer dokularında Nrf2 protein ekspresyonunun temsili 

membran görüntüsü 

 

Şekil 17. Farelerden izole edilen akciğer dokularında Nrf2 protein ekspresyonunun yarı 

kantitatif analiz grafiği (n=4-8/grup). Her bir kuyucuktaki protein ekspresyonu 

β-aktin ile normalize edilmiş ve kontrol grubundaki protein ekspresyonunun 

oranı olarak ifade edilmiştir. Veriler ortalama ±S.H olarak sunulmuştur (* 

p<0.01 kontrole kıyasla, # p<0.05 OL grubuna kıyasla) 

Deney gruplarındaki farelerden izole edilen akciğer homojenatlarında Nrf2’nin 

nükleer translokasyonu ile ekspresyonu artan HO-1 proteinin ekspresyonu da incelenmiştir. 

Elde edilen temsili görüntüde özellikle 100 mg/kg/gün DMF tedavisinin HO-1 

eksoresyonunu arttırdığı izlenmekle birlikte (Şekil 18), tekrarlı deneylerimizde 

membrandan uygun şekilde görüntü alınamamasına bağlı olarak deney sonucu analiz 

edilememiştir.  
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Şekil 18. Farelerden izole edilen akciğer dokularında HO-1 protein ekspresyonunun temsili 

membran görüntüsü 

4.2.2. Fare Total Akciğer Homojenatlarında Kanonikal Wnt Sinyal Yolağı Protein 

Ekspresyonu 

Çalışmada farede OVA ve LPS uygulaması ile indüklenen deneysel solunum yolu 

inflamasyonu modelinde akciğer dokusunda Wnt sinyal yolağında rol oynayan proteinlerin 

ekspresyonu western blot yöntemi ile incelendi. Deneylerimizden elde edilen sonuçlara 

göre, OL grubundan izole edilen akciğer homojenatlarındaki defosforile (aktif) β-katenin 

düzeyi kontrole kıyasla anlamlı düşük bulundu (p<0.05). OL+DMF30 ve OL+DMF100 

deney gruplarında ise defosforile (aktif) β-katenin ekspresyonundaki azalmayı önledi, 

böylece OL+DMF30 ve OL+DMF100 gruplarında β-katenin düzeyi kontrol grubu ile 

benzer bulundu. Yalnızca DMF tedavisi uygulanan deney grubundaki farelerdeki β-katenin 

düzeyi ise kontrol grubuna göre anlamlı azaldı (p<0.01) (Şekil 20). 

 

Şekil 19. Farelerden izole edilen akciğer dokularında β-katenin protein ekspresyonunun 

temsili membran görüntüsü 



 

58 

 

Şekil 20. Farelerden izole edilen akciğer dokularında β-katenin protein ekspresyonunun 

yarı kantitatif analiz grafiği (n=4-8/grup). Her bir kuyucuktaki protein 

ekspresyonu β-aktin ile normalize edilmiş ve kontrol grubundaki protein 

ekspresyonunun oranı olarak ifade edilmiştir. Veriler ortalama ±S.H olarak 

sunulmuştur (*p<0.05, ** p<0.01, kontrole kıyasla) 

Ayrıca farelerden izole edilen akciğer homojenatlarında kanonikal ve kanonikal 

olmayan Wnt yolağının agonisti Wnt-5A/B’nin ekspresyon düzeyi ölçüldü. Deney grupları 

arasında Wnt-5A/B düzeyi açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadı 

(p>0.05) (Şekil 22). 

 

Şekil 21. Farelerden izole edilen akciğer dokularında Wnt-5A/B protein ekspresyonunun 

temsili membran görüntüsü. 
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Şekil 22. Farelerden izole edilen akciğer dokularında Wnt-5A/B protein ekspresyonunun 

yarı kantitatif analiz grafiği (n=4-8/grup). Her bir kuyucuktaki protein 

ekspresyonu β-aktin ile normalize edilmiş ve kontrol grubundaki protein 

ekspresyonunun oranı olarak ifade edilmiştir. Veriler ortalama ±S.H olarak 

sunulmuştur. 

4.2.3. Fare Total Akciğer Homojenatlarında Kanonikal Nf-Κb Sinyal Yolağı Protein 

Ekspresyonu 

Çalışmada farede oluşturulan deneysel solunum yolu inflamasyonunda Nf-κB 

sinyal yolağı ile ilişkili proteinlerin ekspresyonu ölçülerek bu sinyal yolağının aktivasyonu 

incelendi. Buna göre serin 276 bölgesinden fosforile edilmiş Nf-κB p65 proteini 

düzeylerinde deney grupları arasında anlamlı fark saptanamadı (p>0.05). Ancak total Nf-

κB düzeyi OL grubunda kontrole kıyasla anlamlı şekilde azaldı (p<0.05). DMF tedavisi 

uygulanan OL+DMF30, OL+DMF100 ve kontrol DMF gruplarında ise total Nf-κB 

düzeyleri kontrol grubu ile benzer bulundu (p>0.05) (Şekil 24).  

 

Şekil 23. Farelerden izole edilen akciğer dokularında total Nf-κB protein ekspresyonunun 

temsili membran görüntüsü 
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Şekil 24. Farelerden izole edilen akciğer dokularında total Nf-κB protein ekspresyonunun 

yarı kantitatif analiz grafiği (n=4-8/grup). Her bir kuyucuktaki protein 

ekspresyonu β-aktin ile normalize edilmiş ve kontrol grubundaki protein 

ekspresyonunun oranı olarak ifade edilmiştir. Veriler ortalama ±S.H olarak 

sunulmuştur. (*p<0.05, kontrol grubuna kıyasla) 

 

Şekil 25. Farelerden izole edilen akciğer dokularında fosforile Nf-κB protein 

ekspresyonunun temsili membran görüntüsü 
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Şekil 26. Farelerden izole edilen akciğer dokularında fosforile Nf-κB protein 

ekspresyonunun yarı kantitatif analiz grafiği (n=4-8/grup). Her bir 

kuyucuktaki protein ekspresyonu β-aktin ile normalize edilmiş ve kontrol 

grubundaki protein ekspresyonunun oranı olarak ifade edilmiştir. Veriler 

ortalama ±S.H olarak sunulmuştur. 

Bununla birlikte fosforile Nf-κB (serin 276) miktarının total Nf-κB düzeyine oranı 

Nf-κB sinyal yolağının aktivasyonunun değerlendirilmesinde sıklıkla kullanılmaktadır. 

Deneylerimizde fosforile Nf-κB düzeyinin total Nf-κB düzeyine oranı OL grubunda 

kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı şekilde yüksek bulundu (p<0.05). DMF 

tedavisi ile OL+DMF30 (p<0.05) ve OL+DMF100 (p<0.01) gruplarında fosforile Nf-

κB’nin total Nf-κB düzeyine oranı OL grubuna göre anlamlı şekilde azaldı ve kontrol 

grubu değerlerine geri döndü. Kontrol ve kontrol+DMF gruplarında ise fosforile Nf-κB’nin 

total Nf-κB düzeyine oranı benzer bulundu (p>0.05) (Şekil 27). 
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Şekil 27. Farelerden izole edilen akciğer dokularında fosforile Nf-κB protein 

ekspresyonunun total Nf-κB protein ekspresyonuna oranı (n=4-8/grup). 

(*p<0.05 kontrol grubuna kıyasla, #p<0.05, ##p<0.01 OL grubuna kıyasla) 

4.3. İzole Fare Akciğer Dokularının Histopatolojik Analizi 

Çalışmada farelere OVA ve LPS uygulanarak in vivo deneysel solunum yolu 

inflamasyonu indüklendi. Farelerden izole edilerek fikse edilip parafine gömülen akciğer 

dokularından hazırlanan kesitler histopatolojik olarak incelendi. Bu amaçla akciğer 

kesitleri hematoksilen-eozin ile boyandıktan sonra mikroskop ile peribronşiyal ve 

parankimal inflamasyon parametrelerine göre puanlanarak değerlendirildi. 

Akciğer kesitlerinde belirlenen parankimal inflamasyonla ilişkili puanlar deney 

grupları arasında benzer bulundu (p>0.05). Ancak OL grubunda peribronşiyal inflamasyon 

puanları kontrol grubuna göre anlamlı şekilde yüksek belirlendi (p<0.05). Ayrıca, 

OL+DMF30 grbunda peribronşiyal inflamasyon düzeyi OL grubunda gözlenen değerlere 

yakın düzeyde izlenirken, OL+DMF100 grubunda azalsa da OL grubuna kıyasla anlamlı 

azalma görülmedi (Şekil 28). 
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Şekil 28. (a) Farelerden elde edilen akciğer örneklerinde parankimal inflamasyon skorları. 

(b) Farelerden elde edilen akciğer örneklerinde peribronşiyal inflamasyon 

skorları. Değerler yarı-kantitatif olarak ifade edildi ve ortalama ± SH olarak 

verildi. (*p<0.05, kontrol grubuna kıyasla) 
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Resim 12. Akciğer dokularında histopatolojik analiz görüntüleri. (a) Kontrol grubu 

histopatolojik analiz görüntüleri. (b) OL grubu histopatolojik analiz 

görüntüleri. (c) OL+DMF30 grubu histopatolojik analiz görüntüleri. (d) 

OL+DMF100 grubu histopatolojik analiz görüntüleri. (e) DMF grubu 

histopatolojik analiz görüntüleri. 
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4.4. İzole Fare Akciğer Dokularının Metabolomik Analizi 

Çalışmada OVA ve LPS uygulaması ile in vivo deneysel solunum yolu 

inflamasyonu indüklenen farelerin akciğer sol lobu izole edilerek homojenize edildi. 

Akciğer homojenatlarında karbonhidrat, yağ asidi, aminoasit ve protein metabolizması ile 

enerji üretimi gibi başlıca biyokimyasal sinyal yolaklarında önemli rol oynadığı bilinen 

metabolitler kantitatif analiz edildi. Ölçüm sonuçlarına göre uygulanan temel bileşenler 

analizinde (PCA) metabolitlerin deney grupları içinde homojen dağılım gösterdiği tespit 

edildi (Şekil 30). Ardından yapılan kısmi en küçük kareler ayrımcı analizinde (PLS-DA) 

ise deney grupları metabolit içerikleri yönünden ayrıştırılarak, gruplar arasındaki farklılığı 

sağlayan metabolitler belirlendi (Şekil 30). PLS-DA analizinde projeksiyondaki 

değişkenlerin önemi (Variable Importance in Projection, VIP) puanları tespit edildikten 

sonra, bu değerin birden büyük (>1) olduğu metabolitler deney grupları arasında ayrımı 

sağlayan biyobelirteç metabolitler olarak belirlendi. 
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Şekil 29. Kontrol, kontrol+DMF, OL, OL+DMF30 ve OL+DMF100 deney gruplarındaki 

farelerden elde edilen akciğer homojenatlarının metabolomik analizinden elde 

edilen temel bileşenler analizi (PCA) grafiği (a) ve kısmi en küçük kareler 

ayrımcı analizi (PLS-DA) grafiği (b).  

Akciğer homojenatlarında GC-MS ile yapılan metabolomik analizler sonucunda 

tanımlanan metabolitler Tablo 14’te sunulmuştur. 

a 

b 
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Tablo 14. GC-MS analizi sonucunda akciğer homojenatlarında tanımlanan metabolitler 

10-hydroxydecanoic asit Glikoz Oksalik asit 

1-heksadekanol Glikoz 6 fosfat Palmitik asit  

1-metil nikotinamid Glukuronik asit Palmitoleik asit 

1-metilhidantoin Glutamik asit Pantotenik asit 

2,4,5-Trihidroksipentanoik asit Glutamin Pinekolik asit 

2,4-Bishidroksibutanoik asit Gliseraldehit Porfin 

2-amino-2-metil 1,3-propanediol Gliserik asit  Prolin 

2-hidroksipüridin Gliserol Pürin ribozid 

2-keto-L-glukonik asit Gliserol 1-fosfat Piroglutamik asit  

3,4-dihidroksifenil glukol Gliseron fosforik asit Pirofosfat 

3-aminoizobütirik asit  Glisin Ribitol 

3-fosfogliserat Glisin deüterym d5 Ribonik asit gamma lakton 

4-aminofenol Glikolik asit Riboz 5 fosfat 

4-hidroksibenzoik asit Halostakin Ribuloz 5 fosfat 

5-aminoimidazol 4-karboksamid Heptadekanoik asit  Sakkarik asit 

5-aminovalerik asit Homoserin Sellobioz 

5-beta-androstan-3,17-dion Hidroksiüre Serin 

5-beta-kolestan-3-alpha-7-alpha-

12-alfa-triol 

Hipotaurin Sedoheptüloz anhidrit 

monohidrat 

5'-deoksi-5'-(metiltiyo) adenozin İminodiasetik asit Sitramalik asit 

6 fosfoglukonik asit Inosin  Sitrik asit 

Asetil L serin Izolösin Sistein 

Adenozin-5-monofosfat Izomaltoz Sistidin 

Alanin Kaprik asit Sitidin 5 monofosfat 

Allo-inositol Kreatinin Skualen 

Alloz Ksilitol Stearik asit 

Araşidik asit Kolesterol Stigmasterol 

Askorbik asit Laktoz Sophoroz 

Aspartik asit Laktuloz Sükkinik asit 

Behenik asit Laurik asit Sükroz 

Benzen-1,2,4-triol Lösin Şikimik asit 

Benzoik asit Linoleik asit Tagatoz 

Beta-alanin Lisin Taloz 

Beta-glutamik asit Liksoz Tartarik asit 

Beta-gliserolfosfat Malik asit Testosteron 

Bifenil Malonik asit Tetratriaseton 

Dehidroaskornik asit  Maltoz Threitol 

D-Glukoz-6-fosforik asit Maltotrioz Treo-beta hidroksiaspartik asit  

Dioktil ftalat  Mannitol Threonik asit 

Eritroz-4-fosfat Mannoz Threonin 

Estron Melezitose Threoz 

Fenilalanin Metionin Timin 

Fitalik asit Metil linoleat Tirozin 

Fluroglukinol Metil oleat Uracil 

Fosfonomisin Metil palmitat Üre 

Fosforik asit Metil stearat Uridin 5'-monofosfat 

Fruktoz Metil beta-D-galactopiranozid Valine 

Fumarik asit  Mimozin N-asetil-D-mannoz amin 

Galaktinol Monometilfosfat N-asetil-L-glutamik asit 

Galaktoz Miyo-inositol N-Dotriakontan 

Galakturonik asit Miristik asit N-etilglisin 

Glukoheptonik asit  Nonanoik asit N-metil-DL-glutamik asit 

Glukonik asit  Oksaloasetik asit O-fosfo-L-serine 

Glukonik asit lakton Oleik asit O-fosfo L-treonin 

Glukopiranoz Ornithin O-fosfokolamin 
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Şekil 30. Kontrol, DMF, OL, OL+DMF30 ve OL+DMF100 deney gruplarından elde 

edilen akciğer homojenatlarının metabolomik analizinde, gruplar arası ayrımı 

sağlayan metabolitlerin Variable Importance in Projection (VIP) puanları ile 

metabolitlerin düzeylerinin karşılaştırılmasını gösteren grafik. 

Buna göre lösin, dehidroaskorbik asit, benzoik asit, mannoz, 2,4,5-

trihidroksipentanoik asit, glikolik asit, aspartik asit, nonanoik asit, gliseron fosfat, O-fosfo-

L-tirozin, 4-hidroksibenzoik asit, soforoz, laurik asit, mimozin, fosfomisin, gliserol-1-

fosfat, laktik asit, 6-fosfoglikoz, 1-heksadekanol, monometilfosfat, alanin, tetratriakontan, 

skualen, malik asit ve fenilalanin gibi metabolitlerin düzeyleri deney grupları arasında 

farklılık gösterdi (Şekil 30). 

4.4.1. Aminoasit Metabolizmasında Rol Oynayan Metabolitlerin Analizi 

Lösin ve aspartik asit düzeyi OL grubunda kontrole kıyasla arttı, DMF tedavisi ise 

doza bağımlı şekilde daha fazla artırdı. Alanin, fenilalanin ve O-fosfo-L-tirozin düzeyleri 
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ise OL grubuna göre kontrol grubunda daha düşük bulundu. DMF tedavisi ise bu 

metabolitlerin düzeyini OL grubuna göre azalttı (Şekil 31-36). 

4.4.2. Karbonhidrat Metabolizmasında Rol Oynayan Metabolitlerin Analizi 

Kontrol+ DMF grubu akciğer dokularında D-glikoz-6-fosfat, glikoz-6-fosfat, 

mannoz,malik asit,pürin ribozid, glikoz, 2-keto-L-glukonik asit, bifenil, laktik asit, 

galaktoz, sitidin, liksoz, sitramalik asit, 3-fosfogliserol, aspartik asit, pirofosfat, 6-

fosfoglukonat seviyesi kontrol grubu ile kıyaslandığında anlamlı olarak artmıştır. Benzoik 

asit, glukuronik asit, fruktoz, gliserol, dehidroaskorbik asit, glukopiranoz ve fruktoz 

seviyelerinde ise anlamlı azalma gözlemlenmiştir. D-glukoz-6-fosfatın seviyesinin ise 

gruplar arasında çok güçlü ayırt edici özellik taşıyan (VIP>2.4) seviyede olduğu tespit 

edilmiştir. Karbonhidrat metabolizması ile glikolizde önemli mannoz, soforoz, gliseron 

fosfat, gliserol-1-fosfat ve laktik asit metabolitleri OL grubu farelerin akciğer 

homojenatlarında kontrole kıyasla anlamlı şekilde yüksek bulundu. DMF tedavisi ile 

OL+DMF30 grubunda bu metabolitlerin düzeylerini OL grubuna göre azaltırken, aksine 

tedavi uygulaması OL+DMF100 grubunda metabolit düzeylerinin artmasına sebep oldu. 

Benzer şekilde mannoz, soforoz, gliseron fosfat ve laktik asit kontrol+DMF grubunda 

kontrol grubuna kıyasla artarken, gliserol-1-fosfat düzeyi azaldı. Ayrıca akciğer dokusunda 

6-fosfoglukoz ve malik asit metabolitlerinin düzeyleri OL grubunda kontrole göre arttı. 

OL+DMF30 ve OL+DMF100 deney gruplarında ise bu metabolitlerin düzeylerinde OL 

grubuna kıyasla doza bağımlı şekilde artış saptandı. Ayrıca glikolik asit düzeyi OL 

grubunda kontrole göre düşük bulundu, DMF tedavisi de glikolik asit düzeyini OL grubuna 

kıyasla doza bağımlı şekilde azalttı (Şekil 31-36). 

4.4.3. Lipit ve Yağ Asidi Metabolizmasında Rol Oynayan Metabolitlerin Analizi 

Nonanoik asit v 1-heksadekanol düzeyleri OL grubunda kontrole kıyasla düşük 

bulundu. DMF tedavisi ise bu metabolitlerin düzeylerini OL grubuna göre doza bağımlı 

şekilde azalttı. DMF tedavisi uygulanan kontrol+DMF grubunda da benzer şekilde 

nonanoik asit ve -heksadekanol düzeyleri kontrole kıyasla düşük bulundu. Laurik asit 

düzeyi OL grubunda kontrole göre yüksek ölçüldü. OL+DMF30 ve OL+DMF100 deney 

gruplarında ise laurik asit düzeyi OL grubuna göre doza bağımlı şekilde azaldı. DMF 

tedavisi uygulanan kontrol+DMF grubunda da benzer şekilde nonanoik asit, 1-

heksadekanol ve laurik asit düzeyleri kontrole kıyasla düşük bulundu. Tetratriakontan ve 

skualen metabolit düzeyleri ise OL grubunda, kontrole kıyasla azaldı. Ancak OL+DMF30 
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grubunda tetratriakontan ve skualen düzeyleri OL grubuna göre artarken, OL+DMF100 

deney grubunda düşük bulundu. Kontrol+DMF deney grubunda tetratriakontan düzeyi 

kontrole göre azalırken, skualen düzeyi arttı (Şekil 31-36).  

4.4.4. Aromatik ve Sekonder Metabolitlerin Analizi 

Benzoik ve 4-hidroksibenzoik asit düzeyleri OL grubunda kontrol grubuna göre 

azaldı, ayrıca OL+DMF30 deney grubunda OL grubuna göre daha düşük bulundu. 

OL+DMF100 grubunda ise benzoik asit OL grubuna göre azalırken, 4-hidroksibenzoik asit 

düzeyi tersine OL grubuna göre yüksek bulundu. Kontrol+DMF deney grubunda ise DMF 

tedavisi benzoik ve 4-hidroksibenzoik asit düzeylerini kontrole göre azalttı. Mimozin ve 

2,4,5-trihidroksipentanoik asit metabolitleri OL grubunda kontrole kıyasla yüksek bulundu. 

DMF tedavisi ise bu metabolitlerin düzeyini OL grubuna göre doza bağımlı şekilde artırdı. 

Ayrıca kontrol+DMF deney grubunda bu metabolitlerin düzeyi kontrole göre yüksek 

bulundu (Şekil 31-36). 

4.4.5. Diğer: Dehidroaskorbik Asit, Monometil Fosfat ve Fosfonomisin 

Hücre içi antioksidan savunma sistemlerinde önemli bir metabolit olan 

dehidroaskorbik asit düzeyi OL grubunda kontrole göre düşük bulundu. OL+DMF30 ve 

OL+DMF100 deney gruplarında da OL grubuna göre doza bağımlı şekilde azaldı. 

Dehidroaskorbik asit düzeyi kontrol+DMF grubunda kontrole göre daha düşük ölçüldü. 

Ancak monometil fosfat metabolitinin düzeyi OL grubunda kontrole göre arttı. DMF 

uygulaması ise OL+DMF30 ve OL+DMF100 deney gruplarında monometil fosfat düzeyini 

DMF dozuna bağlı şekilde OL grubuna göre artırdı. DMF tedavisi ise kontrol+DMF 

grubunda da monometil fosfat metabolitinin kontrol grubuna göre artmasına neden oldu. 

Fosfonomisin metaboliti OL grubunda kontrole göre azaldı. DMF tedavisi de OL+DMF30 

ve OL+DMF100 deney gruplarında OL deney grubuna göre fosfonomisin düzeylerini 

DMF dozuna bağlı şekilde artırdı. Kontrol+DMF grubunda ise fosfonomisin düzeyi 

kontrol grubuna göre düşük bulundu (Şekil 31-36).  
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Şekil 31. Kontrol ve kontrol+ DMF gruplarından elde edilen akciğer homojenatlarındaki 

metabolit ekspresyonlarının ısı haritası (heat map) ile gösterimi. 
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Şekil 32. Kontrol ve kontrol+DMF deney gruplarından elde edilen akciğer 

homojenatlarının metabolomik analizinde, gruplar arası ayrımı sağlayan 

metabolitlerin VIP puanları ile metabolitlerin düzeylerinin karşılaştırılmasını 

gösteren grafik. 
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Şekil 33.  Kontrol ve kontrol+DMF deney gruplarından elde edilen akciğer 

homojenatlarının karşılaştırmalı metabolomik analizine ait yanardağ (volcano 

plot) grafiği. 
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Şekil 34. Kontrol ve OL gruplarından elde edilen akciğer homojenatlarındaki metabolit 

ekspresyonlarının ısı haritası (heat map) ile gösterimi. 
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Şekil 35. Kontrol ve OL deney gruplarından elde edilen akciğer homojenatlarının 

metabolomik analizinde, gruplar arası ayrımı sağlayan metabolitlerin VIP 

puanları ile metabolitlerin düzeylerinin karşılaştırılmasını gösteren grafik. 
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Şekil 36. Kontrol ve OL deney gruplarından elde edilen akciğer homojenatlarının 

karşılaştırmalı metabolomik analizine ait yanardağ (volcano plot) grafiği. 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Çalışmada OVA ile sensitize edilen farelere ardışık olarak i.n. OVA ve LPS 

uygulaması yapılarak solunum yolu enfeksiyonu ile tetiklenen deneysel astım modeli 

oluşturuldu. Klinikte MS ve psöriazis gibi otoimmün hastalıkların tedavisinde 

kullanılmakta olan DMF’nin solunum yolu inflamasyonu ile ilişkili hastalıklarda olası 

etkinliğini değerlendirmek amacıyla farede indüklenen deneysel astım modelinde DMF 

tedavisinin solunum yolu hiperreaktivitesi, peribronşiyal ve parankimal inflamasyon ile 

immunometabolizma üzerine etkileri ve bu etkiye aracılık eden olası etki mekanizmaları 

incelendi.  

Astım nefes darlığı, öksürük, hırıltılı solunum, mukus üretiminde artış ve solunum 

yolu hiperreaktivitesi gibi klinik belirtilerle karakterize edilen bir hastalıktır. Klinikte 

alerjik astım, nötrofilik astım ve obezite ile ilişkili astım gibi farklı astım fenotipleri 

mevcuttur. Hastalık belirtilerinin daha sık ve şiddetli görüldüğü epizodik alevlenme 

dönemleri alerjen maruziyeti veya solunum yolu enfeksiyon gibi faktörlerle tetiklenir. 

Farede sistemik veya solunum yoluna lokal olarak OVA uygulanması; Th2 hücrelerinin 

farklılaşmasına, Th2 tipi sitokinlerin üretiminde artışa, solunum yolunda eozinofili, 

histopatolojik değişiklikler ve bronşiyal hiperreaktivite gibi klinik astıma benzer 

özelliklerin ortaya çıkmasına yol açan, literatürde yaygın olarak kullanılan ve kabul 

edilmiş bir deneysel modeldir (157, 158). LPS ise gram negatif bakteri hücre duvarı 

bileşenidir ve TLR4 reseptörleri aracılığı ile immün sistemi aktive ederek inflamatuvar 

yanıt oluşturur. Aynı zamanda hava kirliliği ve sigara dumanı kronik maruziyette solunum 

yolu inflamasyonuna neden olan faktörlerde de belirli oranda LPS kontaminasyonu 

bulunmaktadır. LPS uygulaması bakteriyel enfeksiyona bağlı gelişen doğal immün 

reaksiyonu oldukça iyi yansıtan, literatürde uzun zamandır kapsamlı şekilde benimsenmiş 

inflamasyon modeli oluşturur. Klinikte astım belirtilerinin daha belirgin hale geldiği 

epizodik alevlenme döneminin deneysel olarak oluşturulması için OVA ve LPS 

kombinasyonu kullanılmaktadır. Böylece Th2 ve Th1 tip lenfosit aracılı inflamatuvar yanıt 

oluşturmaktadır. Bu deneysel modelde hem eozinofili hem de nötrofil aktivasyonu 

gelişmektedir (6, 149). 

Çalışmada deneysel astım modeli oluşturulan farelerden izole edilen trakea 

dokularının karbakol, 5-HT ve bradikinin ile indüklenen konsantrasyona bağımlı kasılma 

yanıtları izole organ banyosu yöntemi ile incelendi. Farede OVA ve LPS ile oluşturulan 
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solunum yolu inflamasyonunda karbakol ile indüklenen kasılma yanıtları değişmezken, 5-

HT ve bradikinin kasılma yanıtlarının kontrole karşı arttığı ve bu modelde 5-HT ve 

bradikinine karşı trakeal hiperreaktivite geliştiği gösterildi. 

Solunum yolu remodellingi ve sinir inervasyonundaki değişiklikler solunum yolu 

düz kasının kasıcı uyaranlara duyarlılığının artmasına ve bronşiyal hiperreaktiviteye neden 

olmaktadır (159, 160). Çeşitli çalışmalarda deneysel inflamasyon modellerinde solunum 

yolu düz kasında in vitro karbakol kasılma yanıtının değişmediği gösterilmiştir (161-163). 

Deneysel astım modellerinde rodentlerde solunum yollarında ve pulmoner damarlarda; 

insanlarda astım patogenezinde önemli rol oynayan başta histamin olmak üzere lökotrien 

C4, platelet aktive edici faktör ve adenozin yanıtlarının çok zayıf olmasından ötürü 

karbakol ve 5-HT indüklü yanıtlar astım araştırmalarında önemlidir (164). Astım 

patogenezinde ve astım ile ilişkili solunum yolu inflamasyonunda 5-HT2A reseptörleri 

önemli rol oynamaktadır. Birçok preklinik çalışmada, farelerden izole edilen trakea ve 

bronş preparatlarında 5-HT reseptörlerinin aracılık ettiği konsantrasyona bağımlı kasılma 

yanıtı gösterilmiştir (165-167). Çeşitli deneysel astım modellerinde yapılan ex vivo 

çalışmalarda, trakea ve bronşiyol dokuların 5-HT2A reseptör antagonisti ketanserin ile 

inkübasyonu 5-HT ile indüklenen kasılma yanıtlarını azaltmıştır (168). Ayrıca farelerden 

izole edilen trakea ve bronş preparatlarında, 5-HT presinaptik 5-HT2A reseptörlerini aktive 

ederek kolinerjik sinir uçlarından asetilkolin salıverilmesini artırmaktadır; salıverilen 

asetilkolin ise muskarinik (M3) reseptörler üzerinden 5-HT ile indüklenen kasılma yanıtına 

aracılık etmektedir (169). Diğer bazı çalışmalarda ise izole fare trakeasında 5-HT3 

reseptörlerinin de 5-HT kasılmasına aracılık ettiği raporlanmıştır (170). 

Astım patogenezinde bradikinin solunum yolunda inflamatuvar yanıtları 

tetikleyerek bronkokonstriksiyona neden olduğu bilinmektedir. Astım hastalarından elde 

edilen BAL sıvı örneklerinde kinin düzeylerinin ve akciğer düz kas hücrelerinde B2 

reseptör ekspresyonunun sağlıklı bireylere göre yüksek bulunmuştur (171, 172). LPS ile 

indüklenen akut solunum yolu inflamasyon modellerinde, LPS’nin B1 reseptörleri 

upregüle ettiği ve bradikininin B1 reseptörler aracılı inflamatuvar yolakları aktive ettiği 

gösterilmiştir (173). Fare trakeasında bradikinin B2 reseptörleri aracılığı ile 

konsantrasyona bağımlı kasılma yanıtı oluşturur (174). Ancak kinin benzeri bir madde olan 

bradikinin solunum yolunda eksprese edilen kininaz enzimi aracılığı ile hızlıca inaktive 
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edilmektedir (175). Çalışmada kininaz enzim inhibitörü kaptopril ile inkübe edilen fare 

trakea halkalarından bradikinin kasılma yanıtları alınmıştır. 

Çalışmamızda DMF’nin karbakol, 5-HT ve bradikinin ile indüklenen trakeal 

kontraktilite üzerine etkileri araştırılmıştır. Jaiswal ve arkadaşları tarafından yapılan 

deneysel çalışmada, ev tozu akarı ile sensitize edilen deney farelerine 0.5 mg/kg DMF i.n. 

uygulanmıştır. Metakolin testi ile havayolu duyarlılığı değerlendirilen farelerde, 

provokasyon testi ile elde edilen direnç değerlerinde azalma görülmüştür (143). 

Çalışmamız kapsamında, DMF 5-HT ve bradikinin ile artmış kontraktil yanıtlarda özellikle 

yüksek doz (100 mg/kg) ile anlamlı azalma sağlamıştır. 100 mg/kg DMF tedavisi ile, 

bradikinin ile indüklenen trakeal kontraktilitede kontrole yakın iyileşme gözlemlenmiştir. 

Çalışmada deneysel astım modeli ile solunum yolu inflamasyonu uygulanan 

farelerde DMF tedavisinin etkilerine aracılık eden olası hücresel mekanizmaları incelemek 

amacıyla akciğer homojenatlarında, Nrf2/Keap1 sinyal yolağı ile ilişkili proteinlerin 

ekspresyonu incelendi. Sonuçlarımız, yüksek doz sistemik DMF tedavisinin solunum yolu 

inflamasyonu sonucu ortaya çıkan Nrf2 ekspresyonundaki inhibisyonu önlediğini 

göstermektedir. 

Nrf2, hücre içinde antioksidan mekanizmaları ve ksenobiyotiklerin 

detoksifikasyonunu indükleyen bir transkripsiyon faktörüdür (176). Bazal koşullarda Nrf2, 

inhibitör protein Keap1 ile kompleks oluşturarak sitoplazmada stabil şekilde tutulur (177). 

Duan ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada, OVA ile oluşturulan astım 

modelinde Nrf2 ekspresyonunun kontrole kıyasla azaldığı gösterilmiştir (178). Ayrıca bir 

diğer çalışmada OVA uygulanan farelerden izole edilen akciğer dokusunda Nrf2 

ekspresyonunun baskılandığı, O-metillenmiş flavon türevi olan eupatilin tedavisinin ise 

Nrf2 ekspresyonunu aktive ederek inflamatuvar sitokin ve ROS üretimini, aynı zamanda 

akciğerdeki histopatolojik değişiklikleri önlediği raporlanmıştır (179).  

Benzer şekilde Cen ve arkadaşları HEK293T hücrelerinde DMF’nin doza bağımlı 

şekilde Nrf2 sinyal yolağını aktive ederek hücre içi antioksidan yanıt elemanlarınının 

ekspresyonunu indüklediğini göstermiştir. Aynı çalışmada CD4-spesifik Nrf2 geni silinmiş 

farelerde OVA ile indüklenen alerjik astım modeli uygulanmış; bu farelerde DMF tedavisi, 

naive farelerde gözlenen koruyucu etkinin aksine, artmış IgE düzeyleri, sitokin 

salıverilmesi, mukus üretimi, inflamatuvar hücre infiltrasyonu ve solunum yolu 

inflamasyonunu önlememiştir (180). 
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Buna göre sonuçlarımız literatürdeki verilerle uyumludur. Deneysel astım 

modelinde Nrf2 ekspresyonunun indüklenmesi DMF’nin solunum yolu inflamasyonundaki 

terapötik etkilerine katkı sağlıyor olabilir. 

Çalışmada astım modeli oluşturulan farelerden izole edilen akciğer dokusunda 

sistemik DMF tedavisinin Wnt sinyal yolağı üzerine etkisi incelendi. Sonuçlarımız 

inflamasyon ile ilişkili olarak akciğer homojenatlarında aktif β-katenin düzeyinin 

azaldığını gösterdi. İntragastrik olarak uygulanan DMF tedavisi ise hem düşük hem de 

yüksek dozda inflamasyon sonucu değişen aktif β-katenin düzeylerini kontrol grubundaki 

seviyelere benzer hale getirdi. Kanonikal ve kanonikal olmayan Wnt yolağının agonisti 

Wnt-5A/B’nin akciğer dokusundaki ekspresyonu ise solunum yolu inflamasyonu veya 

DMF tedavisi ile değişmedi. Ayrıca bu çalışmada farelerden elde edilen akciğer 

homojenatlarında Nf-κB sinyal yolağında rol oynayan proteinlerin ekspresyon düzeyi 

incelendi. Elde edilen bulgularımız solunum yolu inflamasyonu ile ilişkili olarak Nf-κB 

sinyal yolağının aktive olduğunu, sistemik DMF tedavisinin ise hem düşük hem de yüksek 

dozda Nf-κB yolağının aktivasyonunu önlediğini gösterdi. 

Wnt sinyal yolağının embriyogenezis, fibrozis ve inflamasyonda önemli rol 

oynadığı bilinmektedir (116). Wnt yolağı solunum epiteli, dendritik hücre, makrofaj, T 

lenfosit ve fibroblast gibi birçok farklı hücre türünde proliferasyonu ve hücre 

farklılaşmasını indükler (181). Ayrıca kronik inflamatuvar solunum yolu hastalıklarında 

fibrotik değişiklikler ile inflamatuvar yanıtı indüklediği gösterilmiştir (131). Wnt sinyal 

yolağı memeli canlılarda farklı alt tipleri bulunan glikoprotein yapısında endojen agonistler 

tarafından aktive edilir. Wnt yolağı agonistleri hücre membranında yerleşik Frizzled 

reseptörü ve LRP5/6 koreseptörü ile etkileşerek sinyal yolağının aktivasyonuna neden olur 

(115, 116). Wnt sinyal yolağı β-katenin bağımlı kanonikal ve kanonikal olmayan sinyal 

yolağı olarak ikiye ayrılır (110). Kanonikal Wnt yolağının aktivasyonu serin 9 bölgesinden 

GSK-3β’yi fosforile ederek bu proteinin inhibisyonuna neden olur (182). GSK-3β’nin 

inhibisyonu sonucu β-katenin yıkım kompleksi dağılır ve β-katenin’i fosforile edemez. 

Fosforile olmayan β-katenin proteozomal degradasyondan korunarak stabilize olur ve aktif 

hale geçer. Aktif haldeki β-katenin hücre çekirdeğine transloke olarak TCF/LEF ile hedef 

genlerin transkripsiyonunu indükler (115, 116). 

İntrauterin dönemde kanonikal Wnt yolağının aktivasyonu solunum yolu düz kası 

gibi akciğer oluşturan çeşitli histolojik yapıların gelişiminden sorumludur (183, 184). 
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Astım gelişiminde aktive olduğu bilinen family with sequence similarity 13 member A 

(FAM13A) geninin transkripsiyonu β-katenin’in aktif forma dönüşerek hücre içinde 

agregasyonuna neden olmaktadır (44). Ayrıca literatürde mevcut olan birçok çalışmada 

Wnt sinyal yolağının disfonksiyonunun astım gibi kronik inflamatuvar solunum yolu 

hastalıklarının patogenezine katkı sağladığı gösterilmiştir (132, 185, 186). 

Huang ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada, sıçanda kronik OVA 

uygulaması ile alerjik astım modeli indüklenmiş sıçanlardan izole edilen akciğer 

dokularında aktif β-katenin düzeyi yüksek bulunmuştur (115). Benzer şekilde farede tolüen 

diizosiyanat ile indüklenen astım modelinde de akciğerde fosforile olmayan aktif β-katenin 

ekspresyonunun arttığı gösterilmiştir (132). Liang ve arkadaşları tarafından yapılan bir 

çalışmada ise farede ev tozu akarı ile deneysel astım modeli indüklenerek akciğer dokuları 

izole edilmiş, elde edilen akciğer homojenatlarından membranöz sitozolik ve nükleer 

fraksiyonlar hazırlanmıştır. Bu çalışmada astım oluşturulan farelerde aktif β-katenin 

düzeyleri membranöz fraksiyonda azalırken, sitozolik ve nükleer fraksiyonlarda artmıştır 

(187). 

Ayrıca farede OVA ile indüklenen bir astım modelinde in vivo kanonikal Wnt 

sinyal yolağı agonisti Wnt-1 uygulanarak astım ile ilişkili deneysel parametreler 

incelenmiştir. Sistemik Wnt-1 uygulaması IL-13 ekspresyonunun, inflamatuvar hücre 

infiltrasyonunun ve goblet hücre gelişiminin artmasını önleyerek bronşiyal 

hiperreaktiviteyi azaltmıştır (188). Ancak aynı çalışmada farede ev tozu akarı ile 

indüklenen astım modeli oluşturulduğunda Wnt-1 uygulaması astım ile ilişkili 

parametrelerde anlamlı bir değişikliğe neden olmamıştır (188). Diğer bir çalışmada ise 

farede OVA ile astım modeli oluşturularak kurkuminin astım ile ilişkili deneysel 

parametreler üzerine etkinliği incelenmiş ve kurkuminin astım üzerine terapötik etkisini 

Wnt/β-katenin yolağının aktivasyonu aracılığıyla sağladığı ileri sürülmüştür (189). Ayrıca 

Wnt/β-katenin sinyal yolağının solunum yolundaki hücrelerde epitel-mezenkimal 

transdiferansiyasyon ve fibrotik değişiklikleri indükleyerek solunum yolu remodellinginde 

önemli rol oynadığı bilinmektedir (190). 

Bunun yanı sıra çeşitli preklinik çalışmalarda kanonikal olmayan Wnt yolağının da 

astım patogenezine katkı sağladığı ileri sürülmüştür. Şiddetli astım tanısı konulmuş 

hastalardan izole edilen solunum epiteli ve lamina propria örneklerinde Wnt-5A 

düzeylerinin sağlıklı bireylere kıyasla yüksek olduğu gösterilmiştir (191). Ayrıca bu 
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hastalardan elde edilen biyolojik örneklerdeki Wnt-5A düzeylerinin hastalardaki solunum 

yolunda eozinofil infiltrasyonu ve remodelling ile pozitif korelasyon gösterdiği de tespit 

edilmiştir (191). Benzer şekilde astım hastaları ve sağlıklı donörlerden elde edilen biyopsi 

örneklerinden hazırlanan primer solunum yolu düz kas hücre kültüründe, astımlı 

hastalardan izole edilen hücrelerde Wnt-5A/B seviyeleri sağlıklı bireylerden izole edilen 

hücrelere kıyasla yüksek bulunmuştur (192). Koopmans ve arkadaşları tarafından yapılan 

bir çalışmada, farede OVA ile indüklenen astım modelinde Wnt-5A’nın aşırı 

ekspresyonunun IL-4 ve IL-5 gibi Th2 tip sitokin üretiminin artmasına ve α-SMA aracılığı 

ile remodellinge neden olduğu ileri sürülmüştür (193). Ayrıca akciğer fibroblastlarında IL-

17A/TGF-β1/Wnt-5A sinyal aksının bulunduğu ve Wnt-5A’ nın bu sinyal aksı aracılığı ile 

IL-17A’nın inflamatuvar yanıt üzerine etkilerini potansiyelize ettiği bildirilmiştir (188). 

Ayrıca Wnt-5A ile inkübe edilen izole sığır trakea dokularında histamin ile indüklenen 

kasılma yanıtı artmıştır (194). Buna karşın Beckert ve arkadaşları, farede OVA veya ev 

tozu akarı ile indüklenen iki ayrı astım modelinde Wnt-5A uygulamasının BAL sıvısında 

ve akciğerde inflamatuvar hücre ve sitokin düzeyini azalttığını ileri sürmüştür (195). 

Ayrıca bir diğer çalışmada, Wnt-5A’nın kanonikal Wnt/β-katenin sinyal aktivasyonunu 

inhibe ettiği bildirilmiştir (186). 

Literatürde farede OVA ile indüklenen astım modelinde akciğer dokusunda 

fosforile Nf-κB p65 düzeyi yüksek bulunmuş ve astımlı farelerde Nf-κB sinyal yolağının 

aktive olduğu gösterilmiştir (196). Liang ve arkadaşları tarafından yapılan bir diğer 

çalışmada ise astım modeli oluşturulan farelerde fosforile Nf-κB p65’in total Nf-κB p65’e 

oranının arttığı tespit edilmiştir (187). Bu çalışmada Nf-κB yolağının inhibe edilmesi 

akciğerde histopatolojik değişiklikleri ve solunum yolu hiperreaktivitesini azaltmıştır 

(187). 

Literatürdeki çalışmalara göre kanonikal ve kanonikal olmayan Wnt ile Nf-κB 

sinyal yolaklarının astım ile ilişkili solunum yolu inflamasyonunda rol oynadığı açıktır. 

Ancak Wnt yolağının aktivasyonunun deneysel astım modeli türüne, incelenen deneysel 

parametrelere ve ölçüm zamanına göre değiştiği görülmektedir. Ayrıca kanonikal ve 

kanonikal olmayan Wnt yolağının akciğerdeki epitel hücre, dendritik hücre, lenfosit, 

lökosit, fibroblast ve düz kas hücrelerindeki etkilerinin de hücre tipine göre farklılık 

gösterdiği anlaşılmıştır. Ayrıca hücre içinde inflamatuvar sürecin farklı zaman noktalarında 
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kanonikal ve kanonikal olmayan Wnt ile Nf-κB sinyal yolaklarının etkileşimi de oldukça 

değişken ve karmaşıktır.  

Önceki çalışmalarımızda OVA ve LPS ile indüklenen astım modelinde Akt sinyal 

yolağı aracılığı ile GSK-3β’nın serin 9 bölgesinden fosforile edilerek inhibe olduğu 

gösterilmiştir (163). Bu durumda β-katenin yıkım kompleksinin inhibe olması ve hücre 

içinde aktif β-katenin düzeyinin artması beklenir. Bunun aksine çalışmamızda astım 

modeli uygulanan farelerden izole edilen total akciğer homojenatlarında aktif β-katenin 

düzeyi kontrole göre düşük bulundu. Bu durum fosforile olmayan aktif β-katenin düzeyinin 

farklı hücre kompartmanlarında değişken olmasına ve β-katenin translokasyonunun artması 

sonucu nükleer fraksiyonda yoğunlaşmasına bağlı olabilir. Aynı zamanda literatürdeki 

çalışmalarda kanonikal olmayan Wnt yolağının hücre içi sinyal iletim mekanizmasında yer 

alan JNK aktivasyonunun β-katenin’i serin 33/37 ve threonin 41 bölgelerinden fosforile 

ettiği ileri sürülmüştür (197). Diğer bir çalışmada Akt yolağı aktivasyonunun β-katenin’i 

tirozin 654 bölgesinden fosforile ettiği gösterilmiştir (198). Bu nedenle oluşturduğumuz 

astım modelinde β-katenin, GSK-3β ile ilişkili yıkım kompleksinden bağımsız, farklı bir 

hücresel mekanizma ile fosforile edilerek yıkılıyor olabilir. Ayrıca çalışmada astım modeli 

oluşturulan farelerde Nf-κB sinyal yolağının aktive olduğunu tespit ettik. Nf-κB sinyal 

yolağı aktivasyonunun Wnt/β-katenin sinyal yolağını baskıladığı ileri sürülmüştür (199). 

Bu nedenle astım modelinde farelere i.n./i.p. OVA verilmesinin ardından uygulanan LPS 

ile Nf-κB sinyal yolağının aktivasyonu sonucu aktif β-katenin düzeylerini azaltmış olabilir. 

Literatürde DMF’nin Wnt sinyal yolağı üzerine etkilerini inceleyen çalışmalar 

bulunmaktadır. İn vivo iskemi reperfüzyon hasarı modelinde DMF tedavisinin β-katenin 

ekspresyonunu indükleyerek terapötik etkinlik gösterdiği bildirilmiştir (200). Diğer bir in 

vitro çalışmada SH-SY5Y hücrelerine amiloid beta proteini uygulanarak oluşturulan 

nörodejenerasyon modelinde DMF inkübasyonu β-katenin ekspresyonunun azalmasını 

önlemiştir (201). Bunun yanı sıra, DMF uygulaması Nf-κB p65’in serin 276 ve serin 468 

bölgelerinden fosforilasyonunu inhibe etmektedir (202). Birçok preklinik çalışmada DMF 

tedavisinin Nf-κB yolağını inhibe ettiği bildirilmiştir (203). 

Buna göre elde edilen sonuçlar DMF’nin terapötik etkisine Nf-κB yolağı 

inhibisyonunun aracılık ettiğini düşündürmektedir. Ayrıca DMF tedavisi Nf-κB yolağını 

inhibe ederek astım uygulanan farelerdeki aktif β-katenin düzeyindeki azalmayı geri 

çevirmiş olabilir. 
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Çalışmada astım modeli oluşturulan farelerde DMF tedavisinin akciğerde 

histopatolojik değişiklikler üzerine etkileri incelendi. Bu amaçla akciğer kesitlerinde 

peribronşiyal ve parankimal inflamasyon semi-kantitatif olarak değerlendirildi. Astım 

modeli uygulanan farelerde peribronşiyal inflamasyon tespit edildi, ancak parankimal 

inflamasyon skorlarında gruplar arasında anlamlı değişik saptanmadı. DMF tedavisi düşük 

dozda astım oluşturulan farelerde peribronşiyal inflamasyonu etkilemezken, yüksek dozda 

uygulandığında peribronşiyal inflamasyon skorlarını kontrole benzer düzeye getirdi. 

El-Baz ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada OVA ile sensitize edilen deney 

hayvanlarına sataşma fazında sistemik OVA ve LPS uygulanmıştır. Elde edilen akciğer 

kesitlerinde yapılan histopatolojik analizlerde inflamasyon ve fibrozis tespit edilmiştir 

(204). Başka bir çalışmada OVA ve LPS ile alerjik astım modeli oluşturulan farelerin 

akciğerlerinde peribronşiyal ve perivasküler alanlarda inflamatuvar hücre infiltrasyonunun, 

goblet hücre plazisi ve mukus ürtiminin arttığı gösterilmiştir (205, 206). Ayrıca 

çalışmalarda DMF’nin bleomisin ile indüklenen akciğer fibrozisi modellerinde, fibrozisi 

azalttığı ileri sürülmüştür (207). Solunum yolu inflamasyonu modellerinde DMF tedavisi 

ile akciğer dokularında patolojik skorlarda ve makrofaj infiltrasyonunda azalma 

bildirilmiştir (144).  

DMF, klinikte psöriazis ve multiple sklerozis tedavisinde kullanılmaktadır. Bu 

otoimmün hastalıklardaki terapötik etkinliğine immunomodulatör etkisinin aracılık ettiği 

ileri sürülmüştür (208). Çalışmada astım modeli uygulanan farelerden izole edilen akciğer 

homojenatlarında metabolomik analiz yapıldı. Deney grupları arasında akciğer dokularında 

ölçülen miktarları bakımından anlamlı farklılık gösteren ve ayrımı sağlayan biyobelirteç 

metabolitler belirlendi. Biyobelirteç metabolitler ise aminoasit, karbonhidrat, glikoliz, lipid 

ve yağ asidi metabolizması gibi biyokimyasal reaksiyonlarda yer alan metabolitler ile 

aromatik ve sekonder metabolitler olarak sınıflandırıldı. Farelerden izole edilen akciğer 

dokularında yapılan metabolomik analizlerde lösin, aspartik asit, alanin, fenilalanin ve o-

fosfo-L-tirozin hücrede aminoasit metabolizmasında yer alan biyobelirteç metabolitler 

olarak tespit edildi. Sonuçlarımız lösin ve aspartik asit düzeyinin astım uygulanan farelerde 

arttığını gösterdi. Benzer şekilde DMF tedavisi de astımlı farelerde bu metabolitlerin 

düzeyini artırdı. Alanin, fenilalanin ve o-fosfo-L-tirozin metabolitleri ise astım uygulanan 

farelerde kontrole göre azaldı. DMF tedavisi ise alanin, fenilalanin ve o-fosfo-L-tirozin 

düzeyllerini astımlı farelerde azalttı. Lösin hücre içinde inflamatuvar yanıtta ve immün 
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hücrelerin proliferasyonunda önemli bir aminoasittir (209). Lösinin LPS ile indüklenen m 

TOR sinyal yolağında rol oynadığı bilinmektedir (209). Ancak bunun aksine astım 

hastalarından elde edilen serum örneklerinde lösin düzeyleri sağlıklı bireylerle 

karşılaştırıldığında düşük bulunmuştur (210). Hücre içinde Krebs döngüsünde yer alan bir 

aminoasit olan aspartik asit ise enerji üretimi ve nitrojen metabolizmasını destekler. Bu 

nedenle inflamatuvar hücre infiltrasyonu ve protein katabolizması ile metabolik yeniden 

programlanmanın arttığı durumlarda aspartik asit düzeyi artar (211). Çalışmada belirlenen 

biyobelirteç metabolitlerden biri olan alanin ise glikolizin ara basamaklarında anahtar rol 

oynayan bir aminoasittir. Solunum yolu inflamasyonunda immün hücre aktivasyonu ve 

oksidatif stres artan enerji ihtiyacını karşılamak amacıyla Warburg etkisi ile glikolizi 

indüklediği için alanin düzeylerini azaltır (212). Fenilalanin hücre içinde biyokimyasal 

reaksiyonlar ve immün regülatör yolaklar arasındaki etkileşimi düzenleyen önemli bir 

aminoasittir. Hücrede Krebs döngüsüne girerek enerji üretimini desteklediği, Th2 

lenfositler başta olmak üzere immün hücrelerde enerji metabolizmasını düzenlemektedir 

(213). Fenilalanin karaciğerde hidroksillenerek tirozin aminoasitine dönüşür. Ayrıca hücre 

içinde inflamatuvar sinyal yolaklarının aktivasyonu tirozin aminoasitinin fosforilasyonunu 

indüklemektedir. Tirozin fosforilasyonu ise o-fosfo L-tirozin düzeyinin artmasına neden 

olur (214, 215). Buna göre astım uygulanan farelerden elde edilen akciğer dokularında 

aminoasit metabolizmasında rol oynayan biyobelirteç metabolitlerin düzeylerinin solunum 

yolu inflamasyonu ve immün hücre aktivasyonuna bağlı olarak değiştiği görülmektedir. 

Sonuçlarımız literatür verileri ile uyumludur. Ancak DMF tedavisi aminoasit 

metabolizması ile ilişkili biyobelirteç metabolitlerin düzeylerinde solunum yolu 

inflamasyonu sonucu meydana gelen değişiklikleri önleyememiştir. Astım modeli 

uygulanan farelerden izole edilen akciğer homojenatlarında yapılan metabolomik 

analizlerde mannoz, soforoz, gliseron fosfat, gliserol-1-fosfat, laktik asit, 6 fosfogikoz, 

malik asit ve glikolik asit karbonhidrat metabolizması ve glikolizde rol oynayan 

biyobelirteç metabolitler olarak belirlendi. Astımlı farelerin akciğer dokularında mannoz, 

soforoz, gliseron fosfat, gliserol-1-fosfat ve laktik asit gibi biyobelirteç metabolitler 

kontrole göre yüksek bulundu. Mannoz, glikoz taşıyıcıları ile hücre içine girerek glikoliz 

reaksiyonunda enerji üretimi için kullanılmaktadır. Aynı zamanda mannoz hücre içinde 

proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonlarında gelişen glikolizasyon reaksiyonlarında 

da kullanılmaktadır (216). Soforoz karbonhidrat yıkımında düzeyi artan bir metabolittir 

(217). Gliseron fosfat ve gliserol-1-fosfat biyobelirteç metabolitlerinin glikolize aracılık 
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ettiği bilinmektedir. Ayrıca immün hücrelerin aktive olduğu durumlarda membran  

fosfolipitlerinin üretiminin indüklenmesi sonucu gliseron fosfat ve gliserol-1-fosfat 

metabolitlerinin düzeyi artmaktadır (218). Laktik asit ise hücre içinde glikoliz 

reaksiyonunda oluşan son üründür (219). Sonuçlarımız solunum yolu inflamasyonu ve 

inflamatuvar hücre infiltrasyonu sonucu akciğer dokusundaki hücrelerde glikoliz 

reaksiyonunun indüklendiği ve Warburg etkisinin meydana geldiğini göstermektedir. 

Özellikle solunum yolu inflamasyonu gibi inflamatuvar hücre proliferasyonunun arttığı 

durumlarda laktik asit düzeyinin artması ayırt edici ve tipik bir hücresel yanıttır (220). 

Astımlı bireylerden izole edilen bronşiyal epitel hücrelerinde, inflamasyon ve oksidatif 

stresin tetiklediği metabolik yeniden programlama sonucu, aerobik koşullarda dahi ATP 

üretiminin esas olarak glikoliz yoluna bağımlı olduğu gösterilmiştir (220). Warburg etkisi 

olarak tanımlanan hücre metabolizmasının yeniden programlanması laktik asit düzeylerinin 

artmasına neden olmaktadır (221). Çalışmada düşük dozda uygulanan DMF tedavisi 

astımlı farelerde gelişen Warburg etkisini önledi. Ancak yüksek doz DMF tedavisi 

solunum yolu inflamasyonu ile indüklenen karbonhidrat ve glikoliz metabolizmasındaki 

değişiklikleri geri çeviremedi. In vitro çalışmalarda DMF, glikozun hücre içine girişini 

doza bağımlı artırmıştır (222). Ancak bir diğer çalışmada DMF’nin terapötik etkisini hücre 

içinde aerobik glikolizin inhibisyonu aracılığı ile gösterdiği raporlanmıştır (208). Buna 

göre çalışmada elde edilen sonuçlar literatür verileri ile uyumludur. Bunun yanı sıra astımlı 

farelerin akciğer dokularında 6-fosfoglikoz ve malik asit metabolitlerinin düzeyi artarken, 

glikolik asit düzeyi kontrole göre azaldı. DMF tedavisi ise solunum yolu inflamasyonu 

sonucu 6-fosfoglikoz, malik asit ve glikolik asit gibi metabolitlerin düzeylerinde meydana 

gelen değişikliği doza bağımlı şekilde potansiyalize etti. 6-fosfoglikoz metaboliti hücre 

içinde bir taraftan glikolize katılarak enerji üretimini desteklerken, aynı zamanda pentoz 

fosfat yolağına katılarak antioksidan etkili NADPH üretimini sağlar (223). Malik asit 

metaboliti hücre içinde Krebs döngüsünde oluşan bir ara üründür. İnflamasyonda hücre 

içinde enerji üretiminin artması sonucu mitokondrideki redoks dengesinin korunması 

amacıyla malik asit düzeyleri değişmektedir (224). Glikolik asit düzeyleri ise peroksizom 

metabolizması sırasında değişmektedir (225). Çalışmada astım modeli uygulanan 

farelerden izole edilen akciğer dokularında metabolomik analiz yapılarak, nonanoik asit ve 

1-heksadekanol, laurik asit, tetratriakontan ve skualen lipid ve yağ asidi metabolizmasında 

rol oynayan biyobelirteç metabolitler olarak belirlendi. Astım uygulanan farelerde 

nonanoik asit ve 1-heksadekanol düzeyleri kontrole kıyasla azaldı. Benzer şekilde DMF 
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tedavisi uygulanan astımlı farelerde ise bu metabolitlerin düzeyi doza bağımlı şekilde daha 

da azaldı. Orta zincirli bir yağ asidi molekülü olan nonanoik asitin düzeyi lipoliz ve 

oksidatif strese bağımlı olarak artmaktadır (226). 1-heksadekanol metaboliti ise palmitik 

asidin indirgenmesi sonucu oluşmaktadır. İnflamatuvar durumlarda membran 

fosfolipitlerin yenilenme hızına bağlı olarak düzeyi değişmektedir (227). Astımlı farelerde 

laurik asit düzeyi kontrole kıyasla yüksek bulundu. DMF tedavisi ise astım modeli 

uygulanan farelerde laurik asit düzeyini doza bağımlı şekilde azalttı. Bazal durumda laurik 

asit gibi yağ asitleri hücre içine alınarak hızlıca okside edilir. Ancak solunum yolu 

inflamasyonu, immün hücre aktivasyonu ve metabolik stres ile ilişkili yağ asidi 

metabolizmasında β-oksidasyon disfonksiyonu sonucu laurik asit düzeyi yükselir. Ayrıca 

mitokondriyal fonksiyonların bozulması da laurik asit düzeylerini artırabilmektedir (228). 

Astımlı farelerde tetratriakontan ve skualen metabolitleri kontrole kıyasla azaldı. Düşük 

doz DMF tedavisi inflamasyon sonucu tetratriakontan ve skualen düzeyindeki azalmayı 

önlerken, yüksek doz tedavi bu metabolitlerin düzeyini etkilemedi. Tetratriakontan 

membran lipit fraksiyonlarında bulunan doymuş uzun zincirli alkan yapısında bir 

hidrokarbondur. Solunum yolu inflamasyonunda lipid metabolizmasındaki bozulma veya 

hücre membran remodellingi nedeniyle düzeyi değişmektedir. Triterpen yapısındaki 

skualen, hücre membranında kolesterol ve diğer sterollerin biyosentezinde kullanılan öncü 

bir metabolittir. Hücrede inflamatuvar yolakların aktivasyon, kolesterol ihtiyacını arttırarak 

skualen düzeylerinde değişikliğe yol açabilir. Bunun yanı sıra skualen metaboliti hücre 

membranını oksidatif strese karşı koruyarak antioksidan fonksiyon gösterir (229). 

Çalışmada farelerden izole edilen akciğer homojenatlarında yapılan metabolomik analizde 

benzoik asit, 4-hidroksibenzoik asit ve mimozin aromatik ve sekonder biyobelirteç 

metabolitler olarak belirlendi. Astım uygulanan farelerde benzoik asit, 4-hidroksibenzoik 

asit düzeyleri kontrole göre azaldı. DMF tedavisi ise her iki dozda da benzoik asit, 4 

hidroksibenzoik asit düzeylerindeki değişikliği önleyemedi. Benzoik asit hücrede 

metabolize edilerek 4-hidroksibenzoik asite dönüşür. Benzoik ve 4-hidroksibenzoik asit  

metabolitlerinin düzeylerinin oksidatif stres ve aromatik amino asit metabolizmasına bağlı 

olarak değiştiği bilinmektedir (230). Astım oluşturulan farelerde mimozin düzeyleri 

kontrole kıyasla arttı. DMF tedavisi ise astım oluşturulan farelerde mimozin düzeylerini 

daha da arttırarak doza bağımlı şekilde inflamasyona bağımlı etkileri metabolize etti. 

Solunum yolu inflamasyonu ve oksidatif stres hücresel proteinlerin oksidatif 

modifikasyonu ve aktive olan immün hücrelerdeki metabolik değişiklikler, metabolik 
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disfonksiyon için biyobelirteç olan mimozin benzeri metabolitlerin artışına neden olur 

(231). Son olarak izole fare akciğer homojenatlarında yapılan metabolomik analizde 

dehidroaskorbik asit, monometil fosfat ve fosfonomisin gibi maddeler de biyobelirteç 

metabolitler olarak belirlendi. Astım modeli uygulanan farelerde dehidroaskorbik asit 

düzeyi kontrole göre azalırken, monometil fosfat düzeyi yüksek bulundu. DMF tedavisi 

astımlı farelerde inflamasyon ile ilişkili dehidroaskorbik asit, monometil fosfat 

düzeyindeki değişiklikleri doza bağımlı şekilde artırdı. Dehidroaskorbik asit hücre içinde 

askorbik asitin oksidasyonu sonucu oluşur. Dehidroaskorbik asit hücre içinde serbest 

radikalleri temizleyerek akciğerdeki hücreleri oksidatif hasara karşı korur (232). 

Monometil fosfat hücre içinde metilasyon ve fosforilasyon reaksiyonları sonucu oluşan 

küçük bir moleküldür (233). Solunum yolu inflamasyonu ve immün hücrelerin aktivasyonu 

hücre içinde çeşitli kinaz enzimlerini aktive ederek fosforilasyona neden olmaktadır. 

Ayrıca solunum yolu remodelingi sonucu dokuda meydana gelen protein ve lipid 

modifikasyonu da monometil fosfat düzeylerini artırabilir (234). Sonuç olarak bu 

çalışmada OVA ve LPS ile astım oluşturulan farelerde DMF tedavisinin etkinliği ortaya 

konmuştur. Çalışma kapsamında in vivo astım modelinde DMF’nin terapötik etkinliği 

trakeal kontraktilite, kanonikal ve non kanonikal Wnt yolağı proteinlerinin ekspresyonu ve 

hücresel metabolitlerin ekspresyonu yönünden ilk kez değerlendirilmiştir. Moleküler 

çalışma verilerimize göre, OVA ve LPS ile indüklenen astım modelinde kanonikal Wnt 

yolağının inhibe olduğu görülürken, non kanonikal Wnt yolağında anlamlı bir değişiklik 

gözlemlenmemiştir. Fonksiyonel düzelme gösteren yüksek doz DMF (100 mg/kg/gün) 

tedavisi peribronşiyal ve parankimal inflamasyonu iyileştirmede yetersiz kalmıştır. 

DMF’nin kontraktil fonksiyonlardaki terapötik etkisini Nrf2/HO-1 ve Nf-κB yolakları 

aracılı göstermiş olabileceği düşünülmektedir. Ancak etki mekanizmasının 

aydınlatılmasına yönelik daha ileri çalışmalar gereklidir. Çalışma bulgularımız, psöriazis 

ve multiple sklerozis tedavisinde yıllardır klinikte kullanımı olan DMF’nin astım 

tedavisinde yeniden konumlandırılma potansiyelinin değerlendirilmesi gerektiğini ortaya 

koymaktadır. 
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