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OZET

Farede OVA-LPS ile indiiklenen Alerjik Asttim Modelinde Dimetil Fumaratin

Terapotik Etkinliginin Arastirilmasi

Alerjik astim, en yaygin goriilen astim alt tipi olmakla birlikte hastalarin yasam
kalitesini 6nemli Olciide etkilemektedir ve heniiz radikal bir tedavisi mevcut degildir.
Patogenezinde oksidatif stres, inflamasyon ve hiicre metabolizmasindaki degisiklikler gibi
bircok faktér rol oynamaktadir. Bu calismada amacimiz dimetil fumaratin (DMF)
ovalbumin (OVA) ve lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen astim modelinde trakeal
kontraktilite, akciger dokusunda protein ekspresyonlarindaki degisiklikler, parankimal ve
peribronsiyal inflamasyon ve hiicre metabolitlerindeki degisiklikler aracili terapdtik

etkisini arastirmaktir.

Disi Balb/c farelere sensitizasyon ve satasma fazlarindan olusan 21 giinliik deney
protokoliinde intraperitoneal (i.p.) ve intranazal (i.n.) OVA ve LPS uygulanarak alerjik
astim modeli olusturuldu. 18-21. Giinlerde deney gruplarina gore farelere diisikk doz (30
mg/kg/giin) veya yliksek doz (100 mg/kg/giin) DMF oral gavaj ile verildi. 22. Giin
farelerden trakea ve akciger dokulari izole edildi. Izole edilen trakealardan miyograf
sistemi araciligryla karbakol, 5-HT ve bradikinine bagli kontraktilite yanitlar1 elde edildi.
Yiiksek doz DMF tedavisi, 5-HT ve bradikinin ile indiiklenen trakeal kontraktiliteyi inhibe
etti. Akciger dokularinda western blotlama teknigi ile kanonikal Wnt/B-katenin yolagi
(defosforile B-katenin, Wnt-5A/B), Nf-kB yolag: (total Nf-kB ve fosforile Nf-xB p65),
Nrf2/HO-1 yolagr (Nrf2) proteinlerinin ekspresyonu degerlendirildi. B-katenin
diizeylerinde astimli farelerde ve kontrol DMF grubunda anlamli azalma goriiliirken, DMF
tedavisi alan astimli farelerde ekspresyon seviyesi degismedi. Wnt-5A diizeylerinde
gruplar arasinda anlaml farklilik goriilmedi. Nrf2 diizeyi astimli farelerde azalirken, DMF
tedavisi ile Nrf2 ekspresyonu indiiklendi. Astimli farelerde aktive olan Nf-kB yolagi, DMF
tedavisi ile inhibe edildi. Akciger dokularinda yapilan metabolomik analizlerde 6zellikle
glikoz metabolizmasinda astim kaynakli gelisen bozukluklar DMF ile iyilestirildi. Akciger
dokularinda peribronsiyal ve parankimal inflamasyon iizerinde DMF nin iyilestirici etkisi
tespit edilemedi. Calismamizin sonuglarina gore; yliksek doz DMF (100 mg/kg/giin)
astimdaki fonksiyonel, molekiiler ve metabolik degisiklikleri iyilestirerek terapdtik etkinlik

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Astim, 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/B-catenin pathway components (dephosphorylated -catenin,
Wnt-5A/B), NF-kB pathway components (total NF-kB and phosphorylated NF-kB p65),
and Nrf2/HO-1 pathway (Nrf2) was assessed in lung tissues by Western blotting. -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-kB 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. GIRIS ve AMAC

Kiiresel Astim Y&netimi ve Onleme Stratejisi (Global Initiative for Asthma,; GINA)
2024 kilavuzuna gore, astim; hiriltili solunum, nefes darlig1 ve oksiiriik gibi belirtilerden
biri ya da birkagiyla seyreden, bu belirtilerin genellikle gece saatlerinde, egzersiz, kahkaha,
alerjen maruziyeti, soguk hava veya viral enfeksiyonlar gibi tetikleyicilerle ortaya ¢iktig;
zaman ic¢inde degiskenlik gosteren siklik ve siddette gozlenebilen, heterojen ve kompleks
yapida bir kronik hastaliktir (1, 2). Astim hastalariin biiyiik ¢ogunlugu alerjik astim
tanihidir (3). Alerjik astim patogenezinde genetik, epigenetik birgok faktorlerin yani sira,
inflamasyon, oksidatif stres ve buna bagli morfolojik ve hiicre metabolizmasindaki
degisiklikler rol oynamaktadir (4). Giincel tedavi yaklagimlar1 ¢ogunlukla ataklari kontrol
etmeye yonelik olup heniiz kiiratif bir tedavi se¢enegi mevcut degildir (5). Astim ile iligkili
deneysel aragtirmalarda siklikla kullanilan modeller arasinda i.p. ve/veya i.n. OVA, LPS’in
kombine veya tekli uygulamalar1 yer almaktadir (6). Bu tez ¢alismasinda sensitizasyon ve
satagma fazlarinda i.p. ve i.n. OVA ve LPS uygulamasi ile farelerde astim olusturulmustur.
OVA ve LPS ile indiiklenen trakeal reaktivite degisiklikleri, Wnt/B-katenin, niikleer faktor
kB (Nf- kB) ve niikleer faktor eritroid 2 iliskili faktér 2/hemeoksijenaz-1 (Nrf2/ HO-1)
molekiiler yolaklarindaki degisiklikler, akciger dokularinda parankimal/peribronsiyal

inflamasyon ve hiicre metabolizmasindaki degisiklikler incelenmistir.

DMF, antiinflamatuvar ve immunomodiilator etkinligi ile psoriazis ve multiple
sklerozis hastaliklarinda klinik kullanimi mevcut olan Nrf2 indiikleyici terapotik ajandir.
Astim patogenezi ile iliskilendirilen oksidatif stres ve inflamatuvar yolaklarda regiilator
etkisi  birgcok preklinik c¢alisma ile kanitlanarak, astim tedavisinde yeniden
konumlandirilabilecegi one siiriilmiistiir (7). Bu tez ¢alismasinda, OVA ve LPS ile astim
olusturulan farelerde, DMF nin diisiik ve yiiksek dozlarinin astim patogenezine eslik eden
fonksiyonel, molekiiler, yapisal ve hiicresel metabolizmadaki degisiklikler {izerine etkisi

degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Solunum Sistemi Anatomisi Ve Fizyolojisi

Memeli canlilarda solunum sistemi cavitas nasi (burun boslugu), paranazal
sinlisler, farenks, larenks, interkostal norovaskiiler yapilar, trakea, brons, bronsiyoller,
alveoller ve akciger parankiminden olusur. Solunum sistemi anatomik olarak ekstratorasik
alan, trakeadan terminal bronsiyollere kadar uzanan trakebrongiyal alan, alveoller ve
akciger parankimini iceren asinar alan olmak tizere 3 kisimda incelenir. Klinik
uygulamalarda ekstratorasik alan iist solunum yolu; intratorasik alan ve alveolar yapilar ise
alt solunum yolu olarak isimlendirilmektedir (8). Solunum yolunun, her dallanma adiminda
duvar cap1 ve kalinligr giderek azalmaktadir. Trakea, 10-13 cm uzunlugunda ve 1,5- 2 cm
genisliginde, , altinci-yedinci servikal vertebra ile dordiincii-besinci torasik vertebraya
kadar uzanan tiibiiler yapidir. Trakeanin tiibiiler yapis1 ventralinde hiyalin kikirdak yapisi,
dorsalinde ise solunum yolu diiz kasindan olugmaktadir. Trakea besinci torasik vertebra
siirinda dallanarak bronglart olusturur (9). Akcigerler inhalasyon havasini solunum yolu
araciligr ile alveolar keseciklere kadar tasiyarak pulmoner kapiler damarlardaki kanin
oksijenlenmesini ve karbondioksitten arinmasimi saglamaktadir. Akciger radix
pulmonis’ten kalp ve trakeaya baglanir. Radix pulmonis’ten itibaren pariyetal ve visseral
yapraklar mesopneumonium’u (akciger mezenteri) olusturur. Akcigerin mediyal kisminda
bronglar, pulmoner, bronsiyal ve lenfatik damarlar ile sinirler gibi radix pulmonis’i
olusturan yapilar hilum pulmonis’te akciere baglanir. Akcigerler fissura horizontalis ve
fissura-obliqua ile loblara ayrilir. Buna gore, sag akciger ii¢ lobdan, sol akciger ise iki
lobdan olusmaktadir. Sag akciger soldakine gore daha biiylik ve agirdir. Akcigerler plevra
ad1 verilen iki katli serdz tabaka ile kaplidir. insanda akcigerlerin toplam gaz hacmi 6 000

mL’dir (10, 11).
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2.2. Kemirgenlerde Solunum Sistemi

Kemirgenlerde solunum sisteminin genel yapisi diger memelilere benzer sekilde
baslica trakea ve akcigerlerden olusmaktadir. Ancak kemirgenlerde sol akciger tek loblu
iken, sag akciger bes loba ayrilmaktadir. Akcigerlerin toplam gaz hacmi ise siganlarda 10
mL, farelerde ise 1 mL’dir. Insan solunum sistemine kiyasla akcigerleri saran plevra
dokusu daha ince, alveolar keseciklerin yapist daha kii¢iikk , kan-gaz degisiminin
gerceklestigi bariyer kalinlig1 ise daha azdir. Fare trakeasinda kikirdak bulunur ancak diger
memelilere gore daha az organize olmustur; trakeanin sadece iist kismi diger memelilerde
goriilen tam halkalara sahiptir ve bunlar distale dogru ilerledik¢e plakalara doniisiir.
Solunum yolu dikotomik degil monopodial bir dallanma 6riintiisii sergiler. Fare akcigerinin
diger iki 6nemli 6zelligi solunum yolunun goreceli biiyiikliigii ile solunum yolu epitelinin

ince olmasidir (10).
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2.3. Astim

Kiiresel Astim Y&netimi ve Onleme Stratejisi (Global Initiative for Asthma,; GINA)
2024 kilavuzuna gore astim hiriltili solunum, nefes darlhigi, gogiiste sikisma hissi ve
Oksiiriik belirtilerinin biri veya birkacinin goriildiigli, belirtilerin gece vakitlerinde,
egzersiz, kahkaha, alerjenler veya soguk hava ya da viral enfeksiyonlar ile tetiklendigi,
zaman i¢inde degisik sekillerde ve farkli yogunluklarda goriilebildigi heterojenik ve
kompleks bir kronik hastaliktir (1,2). Astim, klinik belirtilerin siddetinin ve sikliginin
artt1g1 epizodik hastalik alevlenmeleri ile seyreder. Solunum yolu diiz kasinda hipertrofi ve
hiperplazi, goblet hiicrelerinde hiperplazi ve mukus salgisinda artis, submukozal mukus
bezlerinde hipertrofi, subepitelyal fibrozis ve kolajen birikiminde ve submukozal kan
damarlarinda artis, submukozal 6dem ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, diiz kas
kasilmasindan kaynakli solunum yolu obstriiksiyonu astima eslik etmektedir (13). Astim
hayat kalitesini azaltip, i1s gilicii kaybina neden olarak bireye ve topluma Onemli
sosyoekonomik yiikk olusturmaktadir. Ayrica astimli hastalarda diyabet, artrit,
kardiyovaskiiler ve hipertansif hastaliklar, hormonal bozukluklar, obezite, rinit, kanser,
inme ve osteoporozis riskinde artig bildirilmektedir (14). Hastalik patogenezinin altinda
yatan molekiiler mekanizmalar ve epizodik alevlenmeleri tetikleyen faktorlere bagli olarak

alerjik astim, erken baslangi¢li eozinofilik astim, enfeksiyon ile indiiklenen astim, viral



enfeksiyonla kotililesen astim, aspirin ile indiiklenen astim, premenstriial astim, nétrofilik

astim, steroid direngli eozinofilik astim gibi farkli astim fenotipleri tanimlanmstir (5).
2.4. Tarihce

Astim ile ilgili ilk kayitlara eski Cin ve Misir kaynaklarinda rastlanmaktadir.
Hastaligin semptomlari ile ilgili mevsimsel alevlenme dénemleri, hiriltili solunum, mukus
yapisinda degisiklikler bildirilmistir. 20. yiizyila kadar astim tanist infektif, kardiyak ve
diger solunum yolu hastaliklar1 ile karnistinlmistir ve ancak 20. yiizyillda net olarak
tanimlanabilmistir (15). 19. yiizyilda alerjik yanitta rol oynayan hiicrelerin ve saman
nezlesinin tanimlanmasi astim hastaligi ile ilgili mevcut yaklagimin temelini olusturmustur.
1819 yilinda John Bostock ilk vakay1 yayimlamistir. 1873 yilinda Charles Blackley saman
nezlesi ve astim ile iligkili 28 vaka raporu bildirmistir. Bircok iilkede, 1960’11 yillarda
sodyum lauril siilfat gibi kimyasallar1 iceren temizlik {iriinlerinin evlerde kullanilmaya
baslanmasi ile astim insidansinda ve astima bagli hastaneye yatis riskinde artis
gozlemlenmistir (16). Astim etimolojik olarak, Yunanca’da ‘’nefes nefese kalma’’ ya da
“’kisa nefes alma’” anlamina gelen sozciiklerden tiiretilmistir. Galen, Hipokrat gibi bir¢ok
hekimin regetelerinde ve metinlerinde asttm semptomlar1 ile tanimlanan hastaliklara
rastlanirken, Ibni Sina’nm astimla ilgili 6zel olarak yazdigi metinde hastalik trakeada

mukus birikimi, nefes almada zorluk, hizli hizli nefes alma belirtileri ile tanimlanmistir
(17).
2.5. Etiyoloji

Astim etiyolojisinde genetik, epigenetik ve ¢evresel birgok faktor rol oynamaktadir.

2.5.1. Genetik Faktorler

Genome Wide Association Studies (GWAS) kapsaminda ylriitiilen ¢alismalarda
asttmli ve saglikli bireyler arasinda bircok genetik varyantta farklihk oldugu
gozlemlenmistir. Astim ilk kez 1989 yilinda 7//¢q/3 lokusundaki genetik varyasyonlarla
iliskilendirilmis ve simdiye kadar 600°den fazla genin astim ve astimla iliskili fenotipler
(IgE seviyelerinde yiikselme, brongsiyal hiperreaktivite, eozinofili vb.) ile iligkisi
tanimlanmistir. Beta2 adrenerjik reseptor geni, T helper (Th)l ve Th2 hiicre
farklilasmasinda yer alan sitokinler, reseptorler, sinyal proteinleri ve transkripsiyon
faktorleriyle iliskili /L4, IL4RA, IFNG, IFNGRI, STAT6, GATA3 ve TBX21 genlerindeki
varyasyonlar1 ortaya koyan birgok ¢aligma yapilmistir (18). Ozellikle /7g12-21 lokusunda



yer alan endoplazmik retikulumda protein katlanmasindan sorumlu ORDMLS3,
GSDMB,ZPBP2 ve IKZF3 genlerindeki degisiklikler major olarak astim ve astimdaki
proinflamatuvar siiregler ile iliskilendirilmektedir (13). Ayrica 6p21.32, 5q22.1, 2q12 ve
9p24.1 lokuslarindaki genetik varyasyonlarin da astim gelisiminde rol oynadigi

gosterilmistir (19).
2.5.2. Epigenetik Faktorler

Epigenom wide association studies (EWAS) ve preklinik caligmalar, DNA
metilasyonu, post-translasyonel histon modifikasyonu ve mikroRNA (miRNA)
ekspresyonunun immiin yanitlarda major regiilator rol oynayan ve astimdaki gen
ekspresyon degisiklikleri ile iliskilendirilen en yaygin epigenetik mekanizmalar oldugunu
gostermistir. Solunum yolu remodellinginde gérevli COLI5SA1, RBI, FOXPI, CCDCI9;
stirfaktan sekresyonunda gorevli , ACOT7, PPT2; solunum yollarinda nitrik oksit (NO)
tiretiminden sorumlu ACP5 ve sitokin iiretimi ve sinyalizasyonunda gorevli IL5RA,
DICERI genlerindeki DNA metilasyonunda azalma astim ile iligkilendirilmektedir.
Bazofillerde ve mast hiicrelerinde histidin dekarboksilaz geninin hipometilasyonunun
ozellikle alerjik astim ile iliskili oldugu bildirilmistir. Post translasyonel histon
modifikasyonlarinin (asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, SUMOilasyon ve ADP-
ribozilasyonu) astimdaki 6zellikle CD*'T hiicre farklilasmas ile iliskisi tanimlanmis ancak
altta yatan mekanizma yeterince aydinlatilamamistir. Ayrica miRNA 221, miRNAZ21,
miRNA19, miRNA145, miRNA146 ve miRNA126 seviyelerinin de astimli hastalarda

degistigi kaydedilmistir (19).
2.5.3. Cevresel Faktorler

Astim hastalarinda solunum yolu hiperreaktivitesi nedeniyle, tetikleyici faktorlere
maruziyet solunum yolunda bronkokonstriksiyona, inflamasyona ve &deme sebep
olabilmektedir. Alerjenler (polenler, kiif, kedi/kdpek, toz akarlar1), irritanlar (toz
partikiilleri, hava degisiklikleri, ozon ve duman gibi hava kirleticileri, temizlik iiriinleri,
boya, parfiim gibi c¢esitli kimyasallar, tiitlin, marihuana), solunum yolu enfeksiyonlari
(insan rinoviriis, solunum sinsital viriis, influenza, parainfluenza, koronaviriis, adenovirts,
insan metapnomoniviriis, bokaviriis vb.), stres, egzersiz, ilaglar (aspirin, beta blokorler),
vitamin D eksikligi, diyet astim hastaligi gelisiminde ve astim alevlenmesinde rol

oynayabilmektedir (18,20).



2.6. Epidemiyoloji

Diinya Saghk Orgiitii (DSO) verilerine gére 2019 yilinda astimdan etkilenen
toplam insan sayis1t 262 milyondur ve astim kaynakli 6liim sayis1 455 bindir (21). 2024
GINA kilavuzuna gore ise diinya ¢apinda yaklasik 300 milyon kisi astimla miicadele
etmektedir ve her giin 1 000 kisi astim nedeniyle hayatini kaybetmektedir (2). Tiirkiye’de
yaklasik 3 milyon kisinin astim hastast oldugu tahmin edilmektedir ve tiim kronik solunum
yolu hastaliklar1 i¢inde en sik hastane yatis1 gerektiren ikinci hastalik astimdir. Tiirkiye’de
yiiriitiilen cok merkezli bir ¢alismada astim goriilme siklig1 %5 olarak bildirilmistir. Astim
gdriilme oranmmin Marmara Bolgesi ve I¢ Anadolu Bélgesinde yiiksek oldugu ve astim
tanili hastalarin ¢ogunlugunu (%74.8) kadinlarin olusturdugu goézlemlenmistir (22).
Puberte oncesi astim insidansi erkeklerde daha fazla iken, puberte sonrasi kadinlarda daha

fazladir (23).
2.7. Patogenez
2.7.1. Astimda inflamasyon

Astimda goriilen kronik inflamasyon, alveolar hipoventilasyon ve hipoksiye sebep
olur ve akcigerlere perflizyon azalir. Akcigerlerdeki inflamasyonun intraplevral ve
intraalveolar basinci arttirmasi ile pulmoner sirkiilasyon daha da azalarak kan oksijenlenme
seviyesinin azalmasina ve karbondioksit retansiyonuna sebep olur (24). Astim
patogenezinde rol oynayan immiin mekanizmalar farkli T lenfosit alt tiplerinin
farklilagmasina ve aktivasyonuna bagli olarak degiskenlik gostermektedir (25). Alerjik
astim patogenezi baglica Th2 tip inflamasyona bagimlidir ancak diger astim fenotiplerinde
Thl ve Thl17 hiicre yanitlarinin da solunum yolu inflamasyonunda rol oynadigi tespit

edilmistir (5, 13).

Th2 ve Thl hiicre yanitlarindaki arasindaki dengenin bozulmasi uzun yillar
boyunca astim patogenezinde ana etken olarak tanimlanmis olsa da otoimmiin hastaliklarin
gorilme siklhigindaki artistan Otiiri astim gelisim mekanizmalarinin  Th2 ve Thl
yanitlarindaki dengesizlik ile agiklanamayacak kadar kompleks olduguna karar verilmistir
(26). Th2 yanitin astim patogenezinde rol oynamasina bagl olarak astim c¢esitleri Th2
yanit1 yiiksek astim (T2, eozinofilik astim) ve Th2 yanit1 diisiik astim (Th1, Th17, solunum
yolu disbiyozisi, NO sinyalizasyonunda disregiilasyon vb. faktorler aracili) olmak tizere iki

ana gruba ayrilmaktadir (27).



2.7.1.2. Tip 2 Astim (Eozinofilik Astim)

Tip 2 astimda Th2 inflamatuvar yanit baskin olup alerjik ya da alerjik olmayan
temellere sahip olabilir ve baslica eozinofilik solunum yolu inflamasyonu ile iliskilidir.
Tekrarlayan ve kronik rinosiniizit ve nazal polip iliskili astim, aspirin ile indiiklenen astim
alt tiplerinde de Tip 2 inflamasyon goriilmektedir (28). Tip 2 astimda Th2 sitokinler,
inflamatuvar hiicreler (eozinofiller, mast hiicreleri, bazofiller, Th2 lenfositler, IgE iireten
plazma hiicreleri) ve solunum yolu epitelyal hiicre sitokinleri birlikte etki gostermektedir
(13). Alerjenler ve viral enfeksiyonlar gibi astim tetikleyicileri dendritik hiicre aktivasyonu
aracihigryla native CD4 T+ lenfositlerin efektér Th2 hiicrelere farklilasmasina neden olur.
Cevresel patojenlere maruziyet sonrasinda solunum yolu epitelinden alarmin sitokinler
olarak adlandirilan interlokin (IL)-25, IL-33 ve timik stromal lenfopoietin (TSLP) gibi
faktorlerin saliverilmesi de dendritik hiicre aktivasyonuna katki saglamaktadir. Alarminler,
epitelyal hiicrelerde eksprese edildikten sonra 7o/l benzeri reseptorlerle (TLR)
etkilesmektedir ve astim patogenezinde major rol oynayan Th2 sitokinlerin ekspresyonuna
onciilik etmektedir. TSLP, insan epitel hiicrelerinin yani1 sira dendritik hiicreler, mast
hiicreleri, insan akciger makrofajlar1 ve fibroblastlar tarafindan da saliverilebilmekte ve
etkilerini TSLP reseptorii ve IL-17 reseptor (IL-17R) o’ya baglanarak gostermektedir. IL-
33 ise epitel hiicreler ve endotel hiicrelerden saliverilmektedir ve solunum yolu
fibroblastlarindan kolajen ve fibronektin sentezini, mast hiicrelerinden Th2 sitokinlerin
saliverilmesini saglayarak hem immiinizasyonda hem de remodellingde rol oynamaktadir.
IL-25, IL-17E sitokini olarak da bilinmektedir ve akciger fibrozisi ve akciger
fibroblastlarinda sitokin ekspresyonunda artisa sebep olmaktadir. Astim tedavisinde Th2 ve
Th17 sitokinlerin yani sira, alarmin sitokinlerin hedeflendirildigi tedaviler de

arastirilmaktadir (29, 30).

Mast hiicreler ve efektér Th2 hiicreler IL-4 salivererek GATA transkripsiyon
faktorii 3 (GATA3) ve sinyal iletimi ve trankripsiyon faktorleri (STAT) 6 gibi
transkripsiyon faktorleri araciligiyla Th2 hiicre farklilagmasina ve aktivasyonuna katki
saglar. Ayrica aktive Th2 hiicrelerden IL-5 ve IL-13 saliverilir. IL-5, kemik iligi tizerinde
etkisi ile eozinofil sayisinda artisa, eozinofil kolonizasyonuna ve migrasyonuna sebep
olmaktadir (31). IL-13, goblet hiicre metaplazisine, mukus hipersekresyonuna ve
dontstiiriicti biiyiime faktorii (TGF)-f ekspresyonunda artis ile solunum yollarinda

fibrozise neden olmaktadir (32). Th2 tarafindan aktive edilen B hiicreler, immunoglobulin



(Ig) E antikorlarini iiretir (33). Uretilen IgE antikorlarmin mast hiicreleri yiizeyindeki IgE
reseptorlerine baglanmast ile olusan kompleks sonucunda, mast hiicreleri graniillerinde
bulunan monoaminler (histamin), proteoglikanlar (heparin, kondroitin stilfat), proteazlar
(kimaz, triptaz, karboksipeptidaz 3, katepsin G), noropeptidler (serotonin) gibi cesitli
maddeler saliverilmektedir. Ayrica mast hiicrelerinde prostoglandinler (PGD2, PGE2),
l6kotrienler (LTB4, LTC4, LTD4, LTE4), kemokinler (CXCL1, CXCL3, CXCLS,
CXCL10), biiyime faktorleri ve ¢esitli sitokinler (IL-1B, IL-6, IL-13) de novo
sentezlenmektedir (34,35). Histamin, prostaglandin ve lokotrienler solunum yolu diiz
kasmin kasilmasina, mikrovaskiiler 6dem, solunum yolu mukus sekresyonunda artig ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonuna neden olmaktadir. LTC4, LTD4 ve LTE4 ise solunum
yollarinda konstriksiyona ve solunum yolunda duyarliliga neden olmaktadir (36). Native
CD4" T- lenfositler dendritik hiicre aktivasyonu sonucu IL-12 araciligi ile Th1 lenfositlere
farklilagsmaktadir. Efektor Thl hiicreler antiviral immiiniteden sorumlu interferon (IFN)-y

tiretir ve inflamatuvar yanit olusturur (Sekil 3) (27).
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2.7.1.3. Tip 2 Olmayan Astim (Notrofilik Astim)

Siddetli astim prognozu olan hastalarda, ge¢ baslangicli astimda, obezite ve tiitiin
kullanim1 ile indiiklenen astimda, kortikosteroid tedavisine direncli astim fenotiplerinde ve
astim alevlenmelerinde nétrofilik inflamasyonun baskin oldugu tespit edilmistir (37,38).
Astim tanili hastalardan alinan o6rneklerde noétrofil sayisi hastaligin siddeti ile pozitif
korelasyon gostermektedir (39). Notrofiller salgiladiklart kemotaktik faktorler ve graniil
proteinleri aracilifiyla mukus hipersekresyonu, solunum yolu remodellingi ve solunum
yolunda hiperreaktiviteye, akciger fonksiyonlarinin azalmasina, monosit ve makrofajlarin
inflamasyon bdlgesine infiltrasyonuna sebep olmaktadir (37). Notrofiller tarafindan
sentezlenen matriks metalloproteinaz (MMP)-9 ve notrofil elastaz proteolitik enzimleri
solunum yollarina hasar vererek CXCL-8 (interlokin-8) gibi kemoatraktanlarin
sekresyonunu arttirmaktadir (40). CXCL-8 ayrica noétrofillerin akcigere infiltrasyonuna
aracilik etmektedir. Solunum yolu epitel hiicreleri, T hiicreleri ve makrofajlarin yan1 sira
notrofiller de CXCL-8 salgilayarak, solunum yolu nétrofil infiltrasyonuna katkida
bulunmaktadir Nétrofiller ayrica, onkostatin M sitokini gibi salgiladiklar1 diger peptitler
araciligiyla epitel bariyer fonksiyonunun bozulmasina yol agmaktadir. Noétrofilik astim
patogenezinde ndtrofillerle Th17 hiicreler arasindaki iletisim O6nemli rol oynamaktadir.
Th17 sitokinlerinden biri olan IL-17 ile indiiklenen T lenfositler ve nétrofiller CXCL-8
uretmektedir. Son yillarda yapilan caligmalarda, IL-17’nin CXCL-8 sekresyonunu
indiikleyerek inflamasyon ile nétrofilik infiltrasyonun siddetlenmesine neden oldugu tespit
edilmistir. Epitel hiicrelerden saliverilen IL-33’tin de Thl7 hiicre polarizasyonunu
arttirarak, astim alevlenmelerinde nétrofilik inflamatuvar yanita neden oldugu bildirilmistir
(37). Notrofilik astim patogenezinde Th17 inflamatuvar yanitin yani sira Th1 inflamatuvar
yanit da gelismektedir. Alerjenlere maruziyet sonrasi ekspresyonlar: artan IL-12 ve IFN-y
sitokinleri dogal T hiicreleri Thl hiicrelere farklilastirmaktadir Farklilasan Thl hiicreler
IFN-y salivererek Thl farklilasma siirecine katkida bulunurken Th17 farklilasmasini inhibe
etmektedir. Notrofillerden saliverilen TGF-B1 sitokini IL-23, IL-21 veya IL-6 sitokini ile
dogal T hiicrelerinin Th17 hiicrelere farklilagmasini tetiklemektedir. Bu sitokinler ayrica T
hiicrelerinde STAT3 ekspresyonunu indiikleyerek IL-17A, IL-17F, IL-21 ve IL-22
sitokinlerinin ekspresyonunu arttirmaktadir. Ekspresyonu artan 1L-17A, IL-17F ve 1L-22
bronsiyal diiz kas hiperproliferasyonunu ve epitelyal hiperplaziyi indiiklemektedir (39, 41).
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Sekil 4. Notrofilik astim patogenezi (BioRender da ¢izildi)

2.7.1.4. Obezite iliskili Astim

Obezite, adipoz dokudan makrofajlar, leptin, adiponektin, IL-1B, IL-6, IFN-y ve
timor nekrozis faktdr (TNF)-a gibi bir¢ok proinflamatuvar biyobelirteglerin saliverildigi
metabolik bir sendromdur. Birgok c¢aligmada, o6zellikle leptinin solunum yolu
hiperreaktivitesine ve serum IgE seviyelerinde artisa sebep oldugu gosterilmistir (42).
Obeziteye eslik eden inflamatuvar siireglerin yani sira, obez bireylerde solunum yolu
capimin akciger hacmine gore orantisiz olmasi gibi mekanik sebepler de zorlu ekspiratuvar
hacim (FEV1), zorunlu vital kapasite (FVC), rezidiiel hacim (RV) ve toplam akciger
kapasitesinde azalmaya sebep olmaktadir. Akciger fonksiyonlarindaki azalmalar obez

bireylerde astim gelisimi riskini artirmaktadir (43).

11



Saghkh solunum yolu Astmatik solunum yolu

)

}D'uz kas L4
spazmi

Mukus
hipersekresyonu

| T [k Goblet hticre
0] QJ OJ { 91 Y ¥ hiperplazisi
®'®

& ®

mast hiicresi

413

Eozinofilik —— IL-5
eozinofil @ & . inflamasyon
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2.7.2. Astim Ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirevleri (ROS) gibi oksidan etmenler ile antioksidan
mekanizmalar arasindaki molekiiler dengenin degismesi sonucu redoks sinyalizasyonu ve
molekiiler hasar mekanizmalarinin bozulmasidir (45). Astimda, ,oksidatif stres regiilasyon
yolaklarinda antioksidan enzimler olan siiper oksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon
peroksidaz, heme oksijenaz 1 (HO-1) enzim seviyelerinde azalma goriilmektedir (46).
Tedaviye direngli astim tanili hastalarda malondialdehit (MDA) ve protein oksidasyon
belirteclerinde anlamli artis bildirilmistir (47). Ercan ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada, astim tanili ¢ocuklarin plazma MDA seviyeleri saglikli ¢gocuklara gore yiiksek;

indirgenmis glutatyon seviyesi ise anlamli sekilde diigiik bulunmustur (48).
2.7.3. Astim ve Solunum Yolu Remodellingi

Astimda kronik inflamasyon sonucunda solunum yolunun proksimalinde ve
distalinde solunum yolu remodellingi ad1 verilen irreversibl yapisal degisiklikler meydana
gelmektedir. Solunum yolu remodellingi epitel hasari, subepitelyal fibrozis, diiz kas hiicre
hipertrofisi ve hiperplazisi, doku elastikiyetinin azalmasi ve bronkokonstriksiyona neden

olur. Ayrica epitel hiicrelerin mezensimal hiicrelere doniisiimii, ekstraseliiler matriks
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birikimi, subepitelyal ddem, anjiyogenik faktorlerde artig, goblet hiicre hiperplazisi ve
mukus hipersekresyonu gelisir. Solunum yolu remodellinginde gozlemlenen histopatolojik
degisiklikler retikiiler bazal membran, lamina propria ve submukozada miyozin, a-aktin,
tenaskin, fibronektin, desmin ve kolajen gibi maddelerin sentezinin artisi ile iligkilidir (5).
TGF-B, platelet derived biiyiime faktori, epidermal biliylime faktorii, vaskiiler endotelyal
bliyiime faktorii, kemokinler (CXCL2, CXCL3, CXCLS), IL-11 ve IL-17 profibrotik
faktorler solunum yolunda kolajen sentezini indiiklemektedir. Solunum yolunda tip I ve III
kolajen birikimi subepitelyal fibrozise neden olur (36, 49, 50). Solunum yolu
remodellingine neden olan baslica mediyator inflamatuvar hiicrelerden saliverilen TGF-
B’dir. Astim patogenezinde 6nemli rol oynayan IL-4, IL-5 ve IL-13 bronsiyal epitel ve
inflamatuvar hiicrelerden TGF-$ saliverilmesi sonucu subepitelyal ve peribronsiyal
fibrozise neden olur (30). Remodelling ve solunum yolu ¢eperinin kalinligr astim ile iligkili

mortalite orani ile pozitif korelasyon gostermektedir (30,50).

Kaslarda
konstriksiyon

inflamasyonlu/kalinlagmis
solunum yolu duvari

Daralmis solunum yolu

Mukus (sinirli hava akisi)

Sekil 6. Solunum yolu remodellingi (BioRender da ¢izildi)

2.8. Tedavi

Astim tedavisinde hastalik belirtilerinin ve epizodik alevlenmelerin sikligi ile
siddetinin azaltilmasi, hastanin yasam kalitesinin iyilestirilmesi ve mortalitenin énlenmesi
hedeflenir. Giiniimiizde astimin klinik tedavisi ¢ogunlukla semptomatiktir. Bazi ilaglar ise
hastalik patogenezi ile iliskili solunum yolu inflamasyonunu hedeflemektedir. Giincel

tedavi kilavuzlarina gore astimin kiiratif tedavisi miimkiin degildir (52).
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Astim ataklarinda kullanilmak iizere etkisi hizli baslayan ve kisa siiren
bronkodilator etkili yatistirici ilaglar, solunum yolu inflamasyonunu azaltan veya
ilerlemesini onleyen kontrol edici ilaglar ve tedaviye direncli ya da siddetli astim
hastalarinda kullanilan ek tedavilerden olusur (53). Buna gore bronkodilatasyona neden
olan kisa siire etkili inhale beta-2 adrenerjik agonistler yatistirict olarak kullanilirken, uzun
etkili beta-2 adrenerjik agonistler, kortikosteroidler ve teofilin gibi ilaglar kontrol edici
ilaglart olusturur. Tim astim fenotipleri i¢in basamakli tedavide ilk segenek inhale
kortikosteroidlerdir. Siddetli astim ataklarinda ve tedaviye direngli olgularda sistemik
kortikosteroid ilaclar kisa siireli tedavide kullanilmaktadir. Ancak solunum yolu
inflamasyonuna nétrofilik inflamasyonun eslik ettigi olgularda sistemik kortikosteroid
tedavisinin de etkinligi smirhdir (54). Astim tedavisinde immunosupresan ilaglar belirli
oranda fayda saglamakla beraber ciddi yan etkileri nedeniyle astim olgularinda klinik

kullanimlari oldukga kisithidir (55).

Beta-2 adrenerjik reseptor agonistleri solunum yolu diiz kasinda bulunan beta-2
reseptorler aracili solunum yolu diiz kasinin gevsemesi sonucu bronkodilatasyon saglar.
Beta-2 adrenerjik reseptorler stimiilator stimiilatdor G proteini ile kenetli reseptorler olup,
uyarilmalar1 ile adenilil siklaz aktive edilir. Adenilil siklaz aktivasyonu ile hiicre
icerisindeki siklik adenozin monofosfat (CAMP) seviyesi artar. Solunum yolu diiz kasinda
cAMP diizeylerindeki artis, intrasseliiler kalsiyum igeriginde azalmaya ve protein kinaz A
(PKA) aktivasyonuna yol acar. PKA, miyozin hafif zincir fosfataz aktivasyonu ve miyozin
hafif zincir kinaz inaktivasyonuna sebep olarak solunum yolu diiz kasinda gevseme saglar.
Inhalasyonla lokal olarak kullanilabilmesi nedeniyle klinik kullanimda etkin ve giivenlidir.
Beta-2 adrenerjik reseptor agonistleri; kisa etkili beta agonistler, uzun etkili beta agonistler

ve ultra uzun etkili beta agonistler olmak iizere {i¢ sinifa ayrilmaktadir (56).

Tablo 1. Klinik kullanimi1 olan beta-2 adrenerjik agonist ilaglar (56).

Salbutamol
K kili 2 istl
1sa etkili beta-2 agonistler Terbutalin

Salmeterol
Formoterol
Olodaterol
Vilanterol

Uzun etkili beta-2 agonistler

Ultra uzun etkili beta-2 agonistler Indakaterol
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Muskarinik tip 1 (M1) reseptdr blokorleri antikolinerjik ilaglar da astimdaki fazla
uyarilmig vagal tonu inhibe ederek astim tedavisinde bronkodilator olarak tek basina ya da
kombine olarak kullanilmaktadir. Kisa etkili M1 antagonistler ipratropium bromid,
oksitopium bromid; uzun etkili M1 antagonistler tiotropium astim tedavisinde inhale
kullanilan ajanlardir (2). Ksantin tiirevi teofilin ise astim tedavisinde kullanilan sistemik
bronkodilator ilagtir. Teofilin astimdaki terapotik etkisini birka¢ yolla gdstermektedir.
Hiicre i¢inde fosfodiesteraz (PDE) inhibisyonu sonucu ¢ AMP diizeylerini arttirarak
bronkodilatasyona neden olur. Ayrica, TNF-a ve l6kotrienler gibi ¢esitli proinflamatuvar
faktorlerin tiretimi ve saliverilmesini azaltarak antiinflamatuvar etkinlik gosterir. Adenozin
reseptorleri lizerindeki antagonistik etki araciligiyla bironsiyoller ve solunum yolu diiz
kaslarinda dilatasyon saglar. Kardiyak ve santral sinir sistemi yan etkilerinden dolayi
tedavide teofilin kullanimi1 ¢ok tercih edilmemekle birlikte, PDE4 inhibisyonu
mekanizmasiyla etki eden bir diger ila¢ roflumilast tedavide kullanilmaktadir (55, 57).
Montelukast, solunum yolu diiz kast ve makrofajlarda bulunan Iokotrien reseptorlerini
antagonize ederek solunum yolu 6demi, diiz kas konstriksiyonu ve hiicresel metabolik
degisiklikleri inhibe etmektedir. Lokotrien D4 ve E4 reseptorii sisteinil 16kotrien
reseptorlere yiiksek affinite ile baglanan montelukast, baglica mast hiicrelerinden
saliverilen 16kotrienlerin solunum yolundaki etkilerini azaltir (58). Makrolid grubu
antibiyotik olan azitromisinin uzun siireli kullaniminin astim tedavisinde ihtiya¢ duyulan
kortikosteroid dozunda azalma ve antiinflamatuvar etkinlik sagladigi bir¢ok calisma ile
gosterilmistir (59). Biyolojik ajanlar, hedefe yonelik etkileri sayesinde klasik tedavilere
kiyasla daha etkili tedavi segenekleri sunarak bircok otoimmiin ve inflamatuvar hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir. Son yillarda 6zellikle siddetli astim olgularinda solunum yolu
inflamasyonu ve hastalik patogenezinde onemli rol oynayan IgE, sitokin (Th2 tip
sitokinler) ve sitokin reseptorlerini hedefleyen monoklonal antikorlar ve benzeri biyolojik
tedavilerin kullanim1 yayginlagmaktadir (60, 61). IL-9 hedefli monoklonal antikor MEDI-
528’in ve TNF-a inhibitorlerinin, PGD2 hedefli ajanlarin astim tedavisinde kullanimu ile
ilgili klinik ¢alismalar devam etmektedir (62). Farmakoterapiye direngli astim olgularinda
akcigere radyofrekansla elde edilen 1s1 enerjisinin uygulanmasini igeren brongiyal
termoplasti yontemi de denenmektedir. Bronsiyal termoplasti, solunum yolu diiz kas
yogunlugunu ve retikiiler bazal membran kalinligin1 azaltmaktadir (52, 60). Alerjik astim

tedavisinde, sensitize edici alerjenin artan dozlarda hastaya uygulanmasi ile alerjene

15



duyarlilig1 azaltmayi amaglayan oral immunoterapi yontemi de tercih edilen baska bir

tedavi segenegidir (60).

Tablo 2. Astim tedavisinde kullanilan ilaglar

Farmakolojik sinif

Etkin madde

Uygulama yolu

Kortikosteroidler

Budenosid,mometazon, siklesonid

Uzun siireli tedavide inhalasyon,
ataklarda sistemik

B2 agonistler

Salbutamol,formoterol,
inkadaterol,vilanterol, olodaterol

Inhalasyon, oral

Lokotrien reseptor antagonistleri Montelukast Oral
Metilksantinler Teofilin Oral
Muskarinik kolinerjik : . . . .
antagonistler Ipratropium, tiotropium Inhalasyon
Makrolid antibiyotikler Azitromisin Oral

Tablo 3. Astim tedavisinde kullanilan ve klinik arastirmalar1 devam eden biyolojik ajanlar

Hedef Etkin madde
Dolasimdaki serbest IgE Ce3 domaini Omalizumab
IL-4 reseptor a alt {inite IA)uMpéliu;llz;b
IL-1R Anakinra
IL-40/IL-130a reseptor kompleksi If:;ﬁtiiﬁﬁzb
Mepolizumab
Anti-IL-5 immunomdiilasyonu Reslizumab
Benralizumab
IL-17 reseptorii Brodalumab
Timik stromal lenfopoietin Tezepelumab
PGD2 Fevipiprant

2.9. Astimda Hiicresel Metabolizma

Metabolizma hiicredeki yasamsal fonksiyonlar sirasinda gergeklesen kimyasal
reaksiyonlarin tiimiinii kapsar. Buna gore hiicredeki metabolik yolaklar hiicre tiirii ve
fonksiyonuna gore degiskenlik gosterir. Yakin zamanda bazi calismalarda immiin

hiicrelerin ve solunum yolu epitel hiicrelerin glikoliz, yag asidi oksidasyonu ve amino asit
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metabolizmas1 gibi biyokimyasal yolaklarindaki belirli degisikliklerin hiicre aktivasyonu,
farklilagmasi ile hiicresel fonksiyonlar1 etkileyerek solunum yolu inflamasyonu ve
remodellinge katki sagladig1 gosterilmistir. Reaktif oksijen tiirevlerinin birikmesi sonucu
gelisen oksidatif stres brongiyal epitel hiicre biitiinliiglinii bozarak, adenozin trifosfat
(ATP) tiretimini saglayan metabolik yolaklar baskilanirken, glikoz ve lipit metabolizmasi

ile iliskili yolaklar indiiklenmektedir (64).
2.9.1. Glikoz Metabolizmasi

Solunum yolu epitel progenitdr hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilasmasi icin
glikoz gerekir. Solunum yolunda hiicreye glikoz alimini 6nleyen bir disregiilasyon Clara
hiicrelerinin proliferasyonuna, siliya ve goblet hiicrelerinin farklilagsmasina neden olarak
epitel biitiinliigiiniin bozulmasina yol acar. Astim patogenezinde T lenfositlerin ve diger
immiin hiicrelerin aracilik ettigi inflamasyon ve oksidatif stres hiicre icinde ATP
tiretiminin oksidatif fosforilasyondan ziyade glikoza bagimli olmasina neden olur. Aerobik
kosullarda oksidatif fosforilasyonla sentezlenen ATP miktar1, glikolizle sentezlenen ATP
miktarma kiyasla yaklasik 18 kat fazladir. Buna gore oksidatif fosforilasyonla enerji
tiretimi verimi daha yliksektir. Glikoliz sirasinda glikozdan laktik asit iiretilmektedir.
Ancak kanser hiicrelerinde ve bazi inflamatuvar durumlarda aerobik kosullar altinda dahi
ATP diretimi glikolize bagimli gergeklesmektedir. Hiicre i¢i metabolik yolaklardaki bu
degisiklik ‘aerobik glikoliz’ ya da ‘Warburg etkisi’ olarak tanimlanmaktadir. Astimli
hastalardan elde edilen bronsiyal epitel hiicrelerinde ATP iiretimi glikolize bagimh
gerceklestigi icin laktat diizeyleri yliksek bulunmustur (64). Literatiirde mevcut preklinik
calismalarda Thl, Th2 ve Thl7 gibi efektor T lenfositlerde ATP iiretimi g¢ogunlukla
glikoliz araciligr ile gerceklesirken, regiilator T hiicrelerde lipit metabolizmasina
bagimlidir. Inflamatuvar hiicrelerde glukoz tasiyicisi tip I (GLUT1) ekspresyonunun
indiiklenmesi ile hiicre igine glikoz girisinin artmasit T lenfosit proliferasyonu ile

proinflamatuvar sitokin {iretimini artirmaktadir (65).
2.9.2. Lipit Metabolizmasi

Immiin sistem hiicrelerindeki lipit metabolizmas1 hiicresel fonksiyonlari
etkilemektedir. Hiicrede stearoil koenzim A desaturaz tekli doymamis yag asitlerinin
biyosentezinde gorevlidir. Astimli hastalardan elde edilen bronsiyal 6rneklerde bu enzimin
ekspresyonu diisiik bulunmustur. Ayrica astimda stearoil koenzim A disfonksiyonu da

gelismektedir. Benzer sekilde astim olgularinda asetil karboksilaz beta ile yag asidi
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biyosentezinden sorumlu diger bazi enzimlerin disfonksiyonu solunum yolu
hiperreaktivitesi ve antiviral immiin yanitin azalmasi ile iligkilendirilmistir (66). Sistemik
dolasimda bulunan dendritik hiicre vb. antijen sunan hiicrelerin immunojenik aktivasyonu
lipit metabolizmasindaki degisikliklerle iliskili olarak regiile edilmektedir. Farkli dendritik
hiicre fenotiplerinde aktive olan metabolik yolaklarin degiskenlik gosterdigi tespit
edilmistir. Bazal durumda veya aktive olmamig dendritik hiicreler mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonla ATP iiretmektedir. Ancak, infeksiy0z ajanlar veya tiirevleri ile TLR’lerin
uyarilmasi sonucu hiicrede glikolitik yolaklar aktive olur ve hiicrenin immunolojik
aktivitesi artar. Buna goOre yag asidi metabolizmasindaki degisiklikler makrofajlarin
aktivasyonunu ve farklilagsmasini indiikleyerek proinflamatuvar sitokin saliverilmesine yol
acar (67). Ayrica hiicrede arasidonik asit tiirevi yag asitleri prostaglandin ve l6kotrienlere

dontiserek eozinofillerin apoptozisini engelleyerek eozinofiliye neden olur (64,68).
2.9.3. Aminoasit Metabolizmasi

Astimda solunum yolu inflamasyonu ve remodelling ile iliskilendirilen aminoasitler
glutamin, L-tirozin, metionin, L-arjinin, L-sitriilin, hidroksiprolin ve prolindir (69). Alerjik
astim patogenezi ile iligkili Th2 tip inflamatuvar yanitta hiicre i¢i arjinin metabolizmasi
onemli rol oynamaktadir. Astim hastalarinda indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ve arjinaz
enzimlerinin disregiilasyonu arjinin ve nitrik oksit diizeylerinin kontrole gore degigsmesine
sebep olurken, kolajenin ana bileseni olan hidroksiprolin ve prolin diizeylerindeki
degisikliklerin solunum yolu remodellingi ile ilgili oldugu Onerilmistir (64,69). Astim
hastalar1 ve saglikli goniillillerden izole edilen periferik kan Orneklerinden yapilan
metabolomik analizlerde treonin, valin,izolosin ve glutamat diizeyleri anlamli sekilde farkl

bulunmustur (70).
2.10. Deneysel Astim Modelleri

Deneysel astim modelleri hastalik patogenezinin incelenmesinde veya terapotik
hedeflerin, ilag adayr molekiillerin preklinik degerlendirilmesinde kullanilmak {izere
gelistirilmistir. Deneysel astim modellerinde hastalik patogenezinde rol oynayan solunum
yolu inflamasyonu vb. faktorler taklit edilmeye calisilir. Hiicre kiiltiiriinde bronsiyal epitel
hiicreleri ile olusturulan in vitro deneysel modellerin yani sira (71), literatlirde fare, sigan
ve kobay gibi rodentlerde olusturulan ¢ok sayida farkli in vivo deneysel model mevcuttur
(72). Astim patogenezinin altinda yatan molekiiler yolaklari, astimin klinik 6zelliklerini ve

epizodik alevlenmeleri tiim yonleriyle tam olarak yansitan deneysel astim modeli
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bulunmamaktadir. Literatiirde tanimlanmis deneysel modellerde cesitli alerjenler, irritan
madde veya viriis ile bakteri bileseni araciligi ile solunum yolu inflamasyonu indiiklenerek

klinik astimin yansitilmasi amag¢lanmaktadir.
2.10.1. Alerjik (Atopik) Astim Modeli

Tavuk yumurtasinin beyaz kisminda bulunan ovalbumin proteini (73,74), ev tozu
akar1 (75) veya fungal ekstraktlar (76) gibi alerjenlerle deney hayvanlarinda alerjik
solunum yolu inflamasyonu modeli olusturulabilmektedir. Bu deneysel modellerde
sensitizasyon fazinda deney hayvanina alerjen uygulamasi yapilarak immiin sistem aktive
edilir. Ovalbumin (OVA) gibi kii¢lik molekiil yapisinda alerjenlerin immiin sistemi aktive
edebilmesi i¢in aliiminyum hidroksit (Al(OH);) gibi maddeler hapten olarak kullanilir ve
deney hayvanina es zamanli uygulanir. Bu asamada antijen sunan hiicreler ve diger
inflamatuvar hiicreler tarafindan saliverilen sitokinler T lenfosit aktivasyonuna ve efektor
T lenfosit farklilagmasina sebep olur. Ardindan aktive olan B lenfositler tarafindan IgE vb.
antikorlar tretilerek sistemik dolasima saliverilir. Satagsma fazinsa ise gorece daha yiiksek
dozda alerjen deney hayvanina sistemik ya da lokal olarak uygulanir. Sensitizasyon fazinda
immiin sistemi aktive edilmis deney hayvanina satasma fazinda alerjen uygulamasi
solunum yolu inflamasyonuna sebep olur. Deney hayvanlarinin solunum yolu ve akciger
dokularindan izole edilen biyolojik 6rneklerde IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi sitokinler ile IgE
diizeyi artar, efektor Th2 lenfosit farklilagmasi ve eozinofil infiltrasyonu goriiliir. Goblet
hiicre hiperplazisi ve mukus hipersekresyonu meydana gelir. Sonug¢ olarak solunum
yolunda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, bronkoalveolar lavaj (BAL) sivisinda sitokin
diizeyi artigi, bronsiyal hiperreaktivite ile daha uzun siireli modellerde solunum yolu
remodellingi goézlenir (77). Solunum yoluna intratrakeal trimellitik anhidrit gibi irritan
maddelerin uygulanmasi ile mesleki maruziyetle indiiklenen deneysel astim modeli
olusturulmaktadir. Ayn1 amagla toliien diizosiyanat da kullanilmaktadir (78). Calismalarda
astim patogenezine notrofil infiltrasyonun katki sagladigi ve efektor Thl ve Thl7
lenfositlerin astimda nétrofilik hiicre aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Diger
baz1 deneysel modellerde ise lipopolisakkarit (LPS) veya polyinosinic-polycytidylic acid
vb. maddelerle TLR aktivasyonu araciligi ile solunum yolu inflamasyonu
indiiklenmektedir. LPS gram negatif bakterilerin dis membraninda yer alan endotoksin

bilesenidir. LPS, TLR4 reseptoriiniin agonistidir; epitel hiicre, monositler, makrofajlar,
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notrofiller ve dendritik hiicrelerin ylizeyinde bulunan TLR4’leri aktive ederek dogal

immiin sistemi indiikler. Ayrica Thl aracili nétrofilik infiltrasyona neden olur (79).
2.10.2. OVA ve LPS Modeli

Deneysel hayvan c¢aligmalarinda, OVA-LPS kombinasyonunun uygulandigi miirin
modellerinde Th2 aracili eozinofili ve pulmoner nétrofili gelistigi gosterilmistir. OVA-LPS
kombine uygulanan sicanlarda akciger fonksiyon parametreleri (tidal voliim, respiratuvar
oran) modiilasyonu sadece OVA ya da sadece LPS uygulanan sicanlarla karsilastirildiginda
OVA-LPS’in daha siddetli bronkokonstriksiyona sebep oldugu bildirilmistir. OVA-LPS
uygulanan sicanlardan alinan BAL orneklerinde, tekli uygulama yapilan sicanlara gore
eozinofil, notrofil, lensofit sayisinda artis rapor edilmistir. OVA-LPS uygulamasi
inflamatuvar sitokinlerin (IL-4, IL-5 ve IL-13) seviyelerinde sadece OVA ya da sadece
LPS gruplarina gore anlamli artis saglamistir. Thakur ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada, OVA-LPS uygulanan siganlarin akcigerlerinde yapilan histopatolojik
incelemelerde artmis epitelyal proliferasyon, diiz kas hiperplazisi, artmis 16kosit

infiltrasyonu gosterilmistir (6).
2.11. Niikleer Faktor Kappa B (Nf-kB) Yolag:

Bircok farkli memeli hiicre tiirlinde NF-kB yolagi bulunmaktadir. Sinyal yolagi
inaktif haldeyken NF-kB, inhibitor protein IkB ile kompleks halinde bulunur. Sinyal yolag:
aktive edilince bir genetik transkripsiyon faktorii olan NF-kB hiicre ¢ekirdegine transloke
olarak proinflamatuvar sitokin, kemokin, adezyon molekiilii, bliylime faktorii ve enzimin
ekspresyonunu indiikler (80). NF-kB sinyal yolagi dogal bagisiklik sistemini aktive eden
bakteriyel veya viral patojenler, LPS, TNF-a ve IL-1B gibi proinflamatuvar sitokinler,
bliylime faktorleri veya ultraviyole 1s1n tarafindan aktive edilir (81). Nf- kB/Rel ailesi bes
transkripsiyon faktoriinden olugsmaktadir: c-Rel, Nf- kB1 (p50/p105), Nf- kB2 (p52/p100),
RelA (p65) ve RelB (4-12). Hiicrede Nf- kB sinyalizasyonu kanonikal ve kanonikal
olmayan iki ayr1 yolak ile seyreder. Kanonikal olan ve olmayan yolaklar IKKa veya IKKf
kinaz alt birimleri ile regiilator alt birim (IKKy)’nin farkli kombinasyonlarini1 kullanir.
Patojenler, LPS, TNF-a ve IL-1B gibi proinflamatuvar sitokinler kanonikal NF-kB sinyal
yolagin1 aktive ederken; lenfotoksin B, CD40 ligand ve B lenfosit aktivatorii faktorlerinin
etkilerine kanonikal olmayan yolak aracilik eder (82). TLR’lerin aktivasyonu IKK
kompleksini indiikler. IKK, IKP’yr iki farkli serin bdlgesinden fosforile ederek
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ubikitinasyonuna ve proteazomlar tarafindan yikilmasina neden olur. Serbest haldeki NF-

kB ¢ekirdege transloke olur (83-85).

Sekil 7. NF-kB kanonikal yolagi (Gilmore’dan, 84).

2.11.1. Astim ve Nf-kB Yolag:

Astimli hastalardan izole edilen bronsiyal epitel hiicrelerde NF-kB ekspresyonu
kontrole gore yiiksek bulunmustur (86).Mast hiicrelerinden saliverilen histamin solunum
yolu hiicrelerinde NF-kB aktivasyonu araciligir ile TNF-a, IL-1B, IL-4, IL-5, monosit
kemoatraktan protein-1, graniilosit makrofaj koloni uyarict faktér ve adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu indiikleyerek kronik solunum yolu inflamasyonu ve
obstriiksiyona neden olur (87). Farelerde OVA ile indiiklenen astim modelinde NF-xB
inhibitorii dehidroksimetileopksi kinomisin tedavisi BAL sivisinda Th2 sitokin diizeyini,
eozinofilik solunum yolu inflamasyonunu ve solunum yolu hiperreaktivitesini azaltmistir
(88). Tully ve arkadaglar1 tarafindan evsel toz akari ile bronsiyal epitel hiicre hattinda in

vitro, farelerde ise in vivo deneysel astim modeli olusturulmustur. Caligmada astim
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patogenezinde CCI0-IkB geninin silinmesi ile NF-kB aktivasyonunun roli incelenmistir.
NF-kB aktivasyonu ile iligkili genin silinmesi sonucu eozinofilik inflamasyon azalirken,
notrofilik inflamasyon gelismemistir (89). OVA ile indiiklenen deneysel fare astim
modelinde, Nf- kB inhibisyonu ile solunum yolu duyarliliginda iyilesme, serum IgE
seviyesinde azalma, akciger dokusu ve BAL sivisinda IL-5, IL-13 sitokin seviyesinde
azalma kaydedilmistir (90). Astim atagi nedeniyle 6len insanlardan izole edilen akciger
biyopsi orneklerinde yapilan analizlerde, saglikli bireylere kiyasla bronsiyal epitelyumda

sitoplazmik ve niikleer p65 orani1 anlamli olarak yiiksek bulunmustur (91).
2.12. Keap1/Nrf2/HO-1 Yolag:

Niikleer faktor eritroid-2 iligkili faktor 2 (Nrf2), stres ile indiiklenen cap ‘n’ collar
transkripsiyon faktorleri grubuna aittir. Nrf2, aktivasyonundan sorumlu bolgesinde 16sin ve
cinko bulundurmaktadir. Maf proteinleri ile heterodimerizasyon olusturan Nrf2, oksidatif
strese karst hemeoksijenaz-1 (HO-1) regiilasyonunu saglayarak endojen antioksidan
mekanizmalarda rol oynayan temel transkripsiyon faktoriidiir (92,93). Nrf2, alt1
fonksiyonel Neh bolgesinden (Neh 1-6) olusmaktadir. Bazal kosullarda Neh2 bolgesinin
amino-terminal ucundan Kelch-like associated protein (Keap-1) ile bagli bulunmaktadir.
Bazal durumda Keap-1 ile bagli haldeki Nrf2 ubikutinlenerek yikilir. Oksidatif stres
durumunda ise Keap-1 kompleksinin konformasyonel degisiklige ugramasi Nrf-2’nin
stabilize olmasim1 saglar (94). Cekirdege transloke olan Nrf2, Maf proteinleri ile
heterodimerizasyon olusturur. Maf-Nrf2 kompleksi antioksidan yanit elemanlarina baglanir
ve genetik transkripsiyonu (HO-1, NAPH kinon oksidorediiktaz, tioredoksin rediiktaz 1,
glutatyon peroksidaz ve faz II detoksifikasyon enzimleri) aktive eder (94-96). Nrf2 nin
hiicre i¢inde redoks reaksiyonlarimin regiilasyonu, ksenobiyotiklerin metabolizmasi,
protein homeostazi, DNA onarimi, karbonhidrat ve lipit metabolizmasi, demir homeostazi
ile mitokondriyal fonksiyonlar ile iliskili 250 farki genin transkripsiyonunu regiile ettigi

gosterilmistir (97).
2.12.1. Astim ve Keap1/Nrf2/HO-1 Yolag:

Astim, kronik obstriiktif akciger hastaligi, akut respiratuvar sendrom ve pulmoner
fibrozis gibi kronik solunum yolu hastaliklarinin patogenezinde hiicre i¢i mekanizmalarda
Nrf2’nin rolii 6nemlidir. Preklinik kronik solunum yolu hastaligi modellerinde Nrf2
indiikleyici ajanlar ve Nrf2 geni silinen deney hayvanlari ile elde edilen sonuglar Nrf2’nin

potansiyel bir terapotik hedef oldugunu gostermistir (98). Caligsmalarda Nrf2 aktivasyonu,
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antijen maruziyeti sonucu gelisen eozinofilik inflamasyonu ve solunum yolu duyarliligini
azaltarak deneysel astim parametrelerinde iyilesme saglamaktadir (99). Deneysel astim
modellerinde Nrf2 aktivatorii tedavisi IL-4, IL-5, IL-13 ve eotaksin ekspresyonunu, BAL
stvisinda inflamatuvar hiicre sayisini, IgE diizeyini ve akciger dokusunda histopatolojik
degisiklikleri azaltmistir (100). Benzer sekilde Nrf2 geni silinmis farelerde OVA
uygulamasi sonucu BAL sivisi drneklerinde inflamatuvar hiicre aktivasyonu ve hiicre
infiltrasyonu artmistir (101). Preklinik nétrofilik inflamasyon modellerinde ise Nrf2
geninin silinmesi sonucu eozinofilide azalma, notrofil infiltrasyonunda ise artis meydana
gelmigstir. Ayrica Th2 ve Th17 hiicre sitokinleri ile IL-6, TNF-a ve IFN-y sekresyonu
artarken, solunum yolu duyarliliginda anlamli degisiklik saptanmamaistir (102). Siddetli ve
orta siddetli astim tanili ¢ocuklarla yapilan calismada, siddetli astim hastaliginda Nrf2
ekspresyonunun arttig1 ancak Nrf2 aktivasyonunun ve Keapl protein seviyesinin gruplar

arasinda anlamli farklilik gostermedigi kaydedilmistir (103).
2.13. Wnt/p-katenin Yolagi

Wnt yolag: ile iliskili Wingless (Wnt) geni ilk kez Drosophila melanogaster’in
mutagenezis gorlintiilemesi sirasinda kesfedilmistir ve int-1 olarak adlandirilmistir
(104,105). Wnt sinyal yolag: hiicre icinde B-katenin bagimli (kanonikal) ve B-kateninden
bagimsiz (kanonikal olmayan) Wnt yolaklarindan olusmaktadir. Kanonikal Wnt yolagi
Wnt ligandlarinin Frizzled reseptorii ile diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor iliskili
protein 5/6 (LRP5/6) ko-reseptorii aktive etmesi sonucu B-katenin yikim kompleksini
inhibe eder ve sonucgta P-katenin cekirdege transloke olur (106). Wnt yolag1 B-katenin
aktivasyonu yoluyla hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi, embriyogenezis, fibrozis ve
inflamasyonla iliskili genetik transkripsiyonu regiile eder. Kanonikal olmayan Wnt yolagi
ise hiicre i¢i kalsiyum iyonlarinin konsantrasyonlarinda bazi degisikliklere, c-Jun N-
terminal kinaz (JNK), kalsiyum-kalmodulin bagiml protein kinaz II (CaMKII), Rac veya
protein kinaz C (PKC) aktivasyonuna neden olmaktadir. Kanonikal yolak baslica hiicre
proliferasyonunu regiile ederken, kanonikal olmayan Wnt yolagi hiicre migrasyonunda
onemlidir (107). Kanonikal ile kanonikal olmayan Wnt sinyal yolag: hiicre i¢inde benzer
fonksiyonlar1 aktive edebilirken, iki yolak arasinda negatif diizenleme de mevcuttur (108).
Wnt sinyal yolagi memeli canlilarda 19 farkli iiyeden olusan, 350-400 aminoasit
uzunlugunda, glikoprotein yapisinda endojen agonistler tarafindan aktive edilir (109). Wnt

ligandlar1 hiicre i¢inde ribozomda sentez edildiklerinde 40 kDa biiyiikliigiinde aminoasit
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zinciri yapisindadir. Sonrasinda endoplazmik retikuluma tasimarak bu yapiya palmitoil
transferaz enzimi tarafindan palmitoleik asit eklenerek posttranslasyonel modifikasyona
ugrarlar.Bazi Wnt ligandlarina ise glikolizasyon ile posttranslasyonel modifikasyon
uygulanmaktadir. Wnt ligandlarima palmitoleik asit eklenmesi yapiya lipofilik 6zellik
kazandirmaktadir. Ayrica ligandlar1 sentezi, yapisal Ozelliklerinin korunmast ve
fonksiyonlart i¢in de gereklidir. Posttranslasyonel modifikasyonlardan sonra golgi
cisimcigine tasinarak vezikiil i¢ine alinir ve ekstraseliiler ortama saliverilir (110-112).
Wnt-1,Wnt-2, Wnt-3, Wnt-3A, Wnt-7 ve Wnt-8 ¢ogunlukla kanonikal yolagi; Wnt-4, Wnt-
5A, Wnt-5B, Wnt-11 ise kanonikal olmayan yolagi tercih etmektedir (113). Frizzled
reseptorlii G protein kenetli reseptor ailesinden olup, 7-transmembran yapisina ve diisiik
nanomolar konsantrasyonlarda bile Wnt baglama duyarliligina sahip N-terminal sisteinden
zengin bolgeye (CRD) ye sahiptir.10 adet Frizzled reseptorii tanimlanmistir (110,114).
Wnt sinyal yolag: aktive edilmediginde sitozoldeki B-katenin, aksin, adenomatdz poliposis
koli (APC), glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3) ve kazein kinaz-1 (CK-1)’den olusan yikim
kompleksi tarafindan inhibe edilerek yikilmaktadir. GSK-3’lin N terminal ucu araciligiyla
Ser33, Ser37 ve Thr41l aminoasitleri ve CK-1 tarafindan Ser45 aminoasitleri fosforillenir
ve fosforillenen P katenin E3-ligaz B-TrCP tarafindan ubikinizasyona ugrayarak yikilir.
Ortamda Wnt ligandlar1 oldugunda Wnt yolag1 aktive olur. Frizzled reseptorii ve LRP5/6
dimerize olur. LRP’nin sitoplazmik kuyrugu ve Dishevelled proteini fosforillenir.
Fosforillenen Dishevelled proteini Frizzled reseptoriiniin sitoplazmik kismina baglanir.
Fosforillenen LRP kismu ise axin ile etkileserek GSK-3B ve CK-1’1 inhibe eder. Fosforile
olmayan f-katenin sitozolde stabilize edilir ve Nup62, Napl53 ve RANBP2
niikleoproteinlerine baglanarak niikleusa transloke olup ugrayan [-katenin T hiicre
faktor/lenfoid arttirict faktor ailesinin (TCFs/LEFs) transkripsiyon faktorlerine baglanir.
Baglanma sonrasinda bu transkripsiyon faktorleri transkripsiyonel aktivatdrlere doniisiir ve
c-myc, siklin D1, survivin gibi cesitli genlerin ekspresyonunu saglar. TCF/LEFs ailesinin
LEF1, TCF1, TCF3 ve TCF4 olmak {iizere simdiye kadar dort {iyesi tanimlanmistir (115-
119).

Kanonikal Wnt sinyal yolagindaki mutasyonlar embriyogeneziste kemik yogunlugu
ve yapisinda bozulmalar, dogum defektleri, malignensi, tip II diyabet, inflamatuvar ve
fibrotik solunum yolu hastaliklari, norodejeneratif hastaliklar ile iligkili bulunmustur (120,
121). Kanonikal Wnt yolaginda bulunan sklerostin, Dickkopf 1-3, frizzled iligkili protein 1

(Sfrp-1) B-kateninin cekirdege translokasyonunu engelleyerek veya Wnt proteinlerinin
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reseptOr/koreseptorlerle etkilesimini azaltarak Wnt yolagimi inhibe eder (122). Wnt
ligandlarint hedefleyen monoklonal antikorlar, LRP6 inhibitorleri, p-katenin yikim
kompleksini stabilize eden bilesikler (XAV939), B-kateninin transkripsiyon faktorii olarak
etkisini inhibe eden bilesikler (ICG-001) etkinlik ve giivenilirlik yoniinden ¢esitli preklinik
ve klinik caligsmalarda arastirilmaktadir. Ancak heniiz klinik kullanimlar1 Amerika Birlesik

Devletleri fla¢ ve Gida Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmamustir (123, 124).

WWNT aktif
degilken

WNT aktif

Nikleus

Sekil 8. Wnt/B-katenin yolagi (Clevers’den, 125).
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Sekil 9. Wnt/ B- katenin yolag: aktivasyonu ve inaktivasyon (Colozza’dan, 126).

2.13.1. Astim ve Wnt/B-katenin Yolag:

Wnt/B-katenin yolagi embriyogeneziste fetal akciger gelisimi ve hiicre
farklilasmasinda oOnemlidir. Farkli Wnt ligandlar1 farkli hiicre tiplerinde eksprese
edilmektedir. Ornegin fetal akciger dokusunda Wnt-2, siliyal epitel hiicrelerde ve alveolar
tip 2 hiicrelerde Wnt-3, trakeada Wnt-4, mezenkimal ve solunum yolu epitel hiicrelerinde
Wnt-5A eksprese edilmektedir (127). Astimla iliskili solunum yolu fonksiyonlarinin
azalmas1 Wnt inhibitor faktér (WIF) ve Wnt-1 indiiklenebilir sinyal yolagi proteini (WISP)
genlerindeki mutasyonlarla iliskili oldugu ileri siirtilmiistiir (128). Astim hastalarindan elde

edilen bronsiyal biyopsi 6rneklerinde Th2 tip inflamasyonun Wnt-5A seviyesi ile pozitif
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korelasyon gosterdigi bildirilmistir (129). Farede OVA ile indiiklenen deneysel astim
modelinde, deksametazonun Wnt-7B, LRPS, B-katenin ve siklinD1 diizeylerini artirarak
solunum yolunda doku onarimini inhibe ettigi gosterilmistir (130). Saglikli bireyler ve
astim hastalarindan elde edilen tiikiiriik Ornekleri ile yapilan bir calismada, astim
hastalarinda Wnt-7A ve Wnt-5A ekspresyonu ve [B-katenin diizeyi yiiksek bulunmus,
Wnt/B-katenin sinyal yolaginin aktivitesinin arttig1 ileri siiriilmiistiir. Ayrica silencing
riboniikleik asit (RNA) ile Wnt/B-katenin sinyal yolagiin inhibisyonu akciger
orneklerinde kolajen sentezi ve subepitelyal fibrozisi azaltmistir (131). OVA ile deneysel
asttm modeli uygulanan fare akciger dokusunda Wnt-5A ve B-katenin diizeyleri yiiksek
bulunmustur. Wnt/B-katenin sinyal yolaginin D vitamini ile inhibe edilmesi akciger
dokusunda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve fibrozisi azaltmistir (115). Toluen
diizosiyanat ile indiiklenen deneysel astim modelinde, XAV-939 ve ICG-001 uygulamasi
solunum yolu remodellingi ile iliskili matriks metalloproteinaz (MMP)-2, MMP-9,
fibronektin, TGF-B1 ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii diizeylerini azaltmistir. Ayrica
akciger dokusunda yapilan histopatolojik analizlerde kolajen birikimi ve goblet hiicre
hiperplazisi diisiik bulunmustur. XAV-939 ve ICG-001 uygulanan farelerden alinan BAL
stvisi Orneklerinde IFN-y ve IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi Th2 tip sitokinlerin diizeyi ile ndtrofil
ve eozinofil sayilar diisiik bulunmustur (132). Jia ve arkadaglar1 tarafindan yiiriitiilen bir
calismada, sicanlarda OVA ile indiiklenen astim modelinde Wnt/B-katenin sinyal yolag:
inhibitorii rekombinant Dickkopf iliskili protein I uygulamasi sonucu akciger dokusunda
kolajen birikimi ve a-diiz kas aktin yogunlugu azalmistir. OVA uygulanan si¢canlarda (-
katenin, fosforile PB-katenin, c-myc, siklin DI ekspresyonu kontrole gore yiiksek
bulunmustur (133). Diger inflamatuvar solunum yolu hastaliklarin1 yansitan deneysel
modellerde ise Wnt/B-katenin sinyal yolaginin aktivitesi ile ilgili farkli sonuglar elde
edilmistir. Chen ve arkadaslar tarafindan yiiriitiilen ¢aligmada, deneysel akciger hasari
modelinde GSK-3f diizeyinin arttig1, B-katenin diizeyinin ise azaldigi gosterilmistir. Ayni
calismada SB216763 ile GSK-3f’nin inhibisyonu ile Wnt/B-katenin yolaginin aktive
edilmesi sonucu B-katenin ve siklin D1 diizeyleri artmiistir. Ayrica BAL s1v1 6rneklerinde
IL-1pB, IL-6, TNF-a ve proapoptotik Bax protein diizeyleri azalmistir. Bununla birlikte
kapiller permeabilitasyon, 6dem, konjesyon ve alveolar hasar azalmis; akcigerde doku
onarimi artmistir (134). Kronik obstriiktif akciger hastalarindan alinan akciger biyopsi
orneklerinde B-katenin, Frizzled reseptor 4, GSK-3p ekspresyonu diisiik bulunmus ve

Wnt/B-katenin sinyal yolaginin aktivasyonunun azaldigi bildirilmistir. Aynm1 calisma
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kapsaminda insan bronsiyal epitel hiicrelerin sigara ekstraktina maruz birakismasi ile
yapilan analizlerde Wnt-3A, Frizzled reseptor 1, Frizzled reseptor 4, P-katenin, TCF4,
siklin D1, MMP-2, MMP-9 seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik
bulunmustur. SB216763 uygulanmasi ile Wnt yolaginin aktive edilmesi B-kateninin

¢ekirdege translokasyonunu arttirarak TNF-a ve IL-1P ekspresyonlarini azaltmistir (135).
2.14. Dimetil Fumarat

Dimetil fumarat (DMF), fumarik asite karboksilik asit eklenmesi ile olusan ester
tiirevidir. Oral yoldan uygulanmasinmi takiben esterazlar araciligi ile aktif monometil
fumarat metabolitine doniigen bir 6n ilagtir. DMF antioksidan ve antiinflamatuvar etkili bir
ilactir. FDA tarafindan multiple sklerozis (MS) ve psoriazis tedavisinde klinik kullanimi
onaylanmistir (136). Oral uygulanan DMF hizli bir sekilde metabolize edildigi igin
sistemik dolasimda analitik yontemlerle tespit edilmesi zordur. Oral dozun ancak
%0.1’inden daha az1 idrarda tespit edilebilmektedir (137). Molekiil agirlig1 144.13 g/mol,
erime sicakligi 102-106 °C’dir. Suda ve su: etil alkol karisiminda ¢oziiniirligii azdir (138).
DMF’nin yar1 6mrii 12 dakikadir, ancak monometil fumarat metaboliti serum proteinlerine
%30-50 oraninda baglandig: i¢in aktif metabolitinin yar1 émrii (36 saat) daha uzundur

(139).

O

Sekil 10. DMF kimyasal yapis1 (Papadopoulou’dan, 139)

DMF, fumarik asite metabolize olarak hiicre i¢inde sitrik asit dongiisiine
girmektedir (7). Calismalarda DMF nin Nrf-2 aktivasyonunu saglayarak glutatyon (GSH)
tiretimini stimiile ettigi ve ROS ile indiiklenen sitotoksisiteyi azalttig1 onerilmistir. Ayrica
DMF’nin antiinflamatuvar etkileri Nf-kxB downregiilasyonu ve antiapoptotik protein Bcl-2
inhibisyonuna da atfedilmistir (140).Zhen ve arkadaslari tarafindan yapilan g¢alismada,

renal iskemi reperfiizyon hasari olusturulan farelere DMF tedavisi (25 mg/kg, per oral)
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uygulandiginda Nrf2, HO-1, NADPH kinin oksidorediiktaz diizeyleri artmis, renal hasar
ise azalmistir. Buna goére DMF’nin terapotik etkilerine Nrf2’nin aracilik ettigi ileri
stiriilmiistiir (141). Ovalbumin ile asttm modeli olusturulan deneysel calismada, DMF
tedavisi (100 mg/kg, per oral) ile serum IgE seviyelerinde azalma, gézlemsel fenotipik
astim semptomlarinin baglangicinda gecikme, akciger dokularinda peribrongiyal ve
perivaskiiler inflamasyonda ve BAL orneklerinde eozinofilik infiltrasyonda azalma
gozlemlenmistir. Nazal mukoza ile yapilan histopatolojik analizlerde tedavi grubunda
nazal mukoza kalinliginda, inflamatuvar hiicre infiltrasyonunda, inflamatuvar yanitta ve
goblet hiicre sayisinda azalma bildirilmistir. Akciger dokularindan alinan 6rneklerde DMF
tedavisinin, ovalbumin uygulamasi ile artig gosteren IL-4 ve IL-13 ekspresyonlarini protein
seviyesinde azalttigini ancak m RNA seviyesinde bir degisiklik yapmadigini
kaydetmislerdir. Cen ve ekibi, in vitro ¢alismalarinda DMF ile doz bagimli olarak Nrf2
seviyelerinde artis ve DMF’nin Nrf2 aktivasyonu araciligityla regiilator T hiicrelerinin
seviyesini modiile ettigini gostermistir (142). Jaiswal ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
calismada, evsel toz akari ile sensitize edilen farelerde DMF tedavisi (0.5 mg/kg,
intranazal) ile yapilan analizlerde BAL sivisinda eozinofil, alveolar makrofaj, lenfosit
sayisinda azalma ve akciger dokularinda peribronsiyal ve perivaskiiler inflamasyonda,
muko6z hiicre metaplazisinde iyilesme oldugu belirtilmistir. DMF tedavi gruplarinda
solunum yolu duyarliliginda, CCL24 ve CCL22 kemokin seviyelerinde ve Th2 sitokin
ekspresyon seviyelerinde azalma goriilmiistiir. Farelerden alinan akciger ve mediastinal
lenf nodlar ile yapilan ¢alismalarda DMF’nin dendritik hiicrelerin mediastinal lenf noduna
migrasyonunu saglayarak Th2 yamta aracilik ettigi gosterilmistir (143). Dizel egzoz
parcaciklar1 ile farelerde solunum yolu inflamasyonu indiiklenen baska bir deneysel
caligmada, tedavi gruplarina oral yoldan DMF (30 mg/kg) uygulanmistir. DMF tedavisi ile
BAL swvisinda inflamatuvar hiicre sayisinda, akciger dokusunda histopatolojik
degisikliklerde, oksidatif ve nitrozatif stres belirteclerinde azalma kaydedilmistir (144).
Seidel ve arkadaslar tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada, insan primer solunum yolu diiz
kas hiicrelerinin TNF-a ve IFN-y inkiibasyonu CXCL10 sekresyonunu indiiklemistir.
Ortama DMF eklendiginde hiicrelerde HO-1 enzim seviyeleri konsantrasyona bagimli
artmig, CXCL10 diizeyleri ise azalmistir (7). Baska bir in vitro calismada ise DMF
uygulamasi, platelet derived biiyiime faktoriiniin insan primer diiz kas hiicrelerindeki
proliferatif etkisini hiicrelerdeki HO-1 enzim seviyesini arttirarak inhibe ettigi ileri

stiriilmiistiir (145). Chen ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada, hidroksikarbolik asit
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reseptor 2 (Hca2) delesyonu yapilan fareler ile DMF’nin deneysel alerjik
ensefalomiyelitteki etkinligi arastirilmistir. Kontrol grubundaki farelerde DMF tedavisi (30
mg/kg, per oral) ile motor fonksiyonlarda iyilesme ve spinal kord dokusuna immiin hiicre
infiltrasyonunda azalma goriiliirken, Hca2’/" farelerde DMF terapotik etki gostermemistir
(146). Deneysel otoimmiin norit modelinde oral yoldan uygulanan DMF tedavisinin (25
mg/kg) koruyucu ve tedavi edici etkinligi incelenmistir. Koruyucu DMF tedavisi hastalik
belirtilerinin ortaya ¢ikmasini geciktirmis, periferik sinir hasarini azaltmistir. Farelerden
izole edilen siyatik sinir ve dalak Orneklerinde yapilan analizlerde, koruyucu ve tedavi
edici DMF uygulamasinin M1 makrofaj (proinflamatuvar) sayisini azaltirken, M2 makrofaj
(antiinflamatuvar) aktivasyonunu azalttig1 gosterilmistir. Miirin makrofaj hiicre hattt RAW
264.7 kullanilarak yapilan in vitro ¢alismada, LPS ile M1 makrofaj fenotipi indiiklenerek
DMF’nin makrofaj polarizasyonuna etkisi arastirllmistir. /n vitro DMF uygulamasi ile
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (i NOS) ve TNF-a ekspresyonunun azaldigi, arjinaz 1 ve
IL-10 ekspresyonunun ise arttigi gosterilmistir (147). Sisplatin ile indiiklenen deneysel
bobrek hasarinda DMF tedavisi Nf-kB aktivasyonunu azaltarak antiinflamatuvar etki

gostermis ve bobrek hasarini azaltmistir (148).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec¢

3.1.1. Kimyasallar

Calisma kapsaminda kullanilan kimyasallar Tablo 4’te sunulmustur.

Tablo 4. Kullanilan kimyasallar, marka ve kodlar1

Kimyasallar

Marka/Kod

In vivo astim modelinin
olusturulmasi ve tedavi

Lipopolysaccharides Escherichia
coli (0127:B8)

Ovalbumin
Aliiminyum hidroksit

Karboksimetil seliiloz

Sigma, L4516

Sigma, S7951
Sigma, 239186
ISOLAB Chemical

In vitro trakea
hiperreaktivitesinin dl¢iimil

Dimetil fumarat Abdi Ibrahim
Ketalar® (Ketamin HCI) Pfizer

Rompun ® (Ksilazin) Bayer

Sodyum kloriir (NaCl) ISOLAB Chemical
Potasyum kloriir (KCI) ISOLAB Chemical

Sodyum bikarbonat (NaHCO;)
Glikoz monohidrat

Kalsiyum kloriir (CaCly,)
Karbakol

S5-hidroksitriptamin

Kaptopril

Bradikinin

Indometazin

ISOLAB Chemical
ISOLAB Chemical
ISOLAB Chemical
Sigma, 212385
Sigma, H9523
Sigma, C4042
Sigma, 05-23-05000
Sigma, 17378

Doku homojenatlarinda
protein seviyelerinin tespiti
(Western Blot)

Dithiothreitol (DTT)

Etilendiamin  tetra  asetik  asit
(EDTA) tetrasodyum tuz

Fosfat tamponlu salin tablet
Glisin

HEPES

Hidroklorik asit (HCI)

Metanol

PMSF (Fenil metil siilfonil florid)

Precision Plus ProteinTM Dual
Color Standards

Ponceau S
Proteaz inhibitor kokteyl
Amonyum per siilfat (APS)

Bromofenol blue

Sigma, 43815
ZAG Kimya, 10378-23-1

Sigma, P4417
Sigma, G8898
Sigma, 54457
Sigma, 3203331
ISOLAB 67-56-1
Sigma, 78830
Bio-Rad, 1610374

Sigma, P7170
Sigma, P8340
Bio-Rad, 161-0700
Biomatik, A2223
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Tablo 4 (Devam)

Doku homojenatlarinda
protein seviyelerinin tespiti
(Western Blot)

Yagsiz siit tozu

S1g1ir serum albiimin (BSA)
Tween 20

Tris-Baz (C4H11NO3)
Triton X 100

Alfasol®

Capricorn Scientific, BSA-1U

Sigma, P1379
Sigma, T1503
Sigma, T8787

Entellan Merck, 107961

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

Etanol (%96) ISOLAB, 920.052, 67-56-1
Histopatolojik analiz Formaldehit Tekkim, TK-911012

Metanol ISOLAB, 947.046, 67-56-1

Parafin (graniil) Tekkim, 200661.00502

Ksilen VWR (28973.363)

Metanol (%70)

N-metil-N-
trimetilsililtrifloroasetamid

ISOLAB, 67-56-1

Metabolomik analiz Sigma, 69479

3.1.2. Antikorlar

Western Blot deneylerinde kullanilan antikorlar Tablo 5’te sunulmustur.

Tablo 5. Kullanilan antikorlar, marka ve kodlar1

Antikor Katalog numarasi

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

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

Anti- B 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-kB p65 antikoru (anti rabbit) Cell Signaling #3034

Anti p- Nf-kB 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 kullanilan analiz setleri Tablo 6’ da sunulmustur.
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Tablo 6. Western blot deneylerinde kullanilan analiz setleri

Analiz seti

Katalog numarasi

Elektroforez jeli hazirlama seti (TGX FastCast
Acrylamide Kit, %10)

BIO-RAD, 1610173

Total protein diizeyi 6l¢iimil analiz seti

Pierce ® TM BCA Protein Assay Kit

3.1.4. Cihazlar

Calismalarda kullanilan cihazlar Tablo 7°de sunulmustur.

Tablo 7. Kullanilan cihazlar, marka ve kodlar1

Cihaz Marka/Model
Buz makinesi Hoshaizaki, Japonya
Buzdolabi (+4°C) Argelik, Tirkiye

Deiyonize su cihazi

Sartorius, Almanya

Derin dondurucu (-20 °C)

Argelik, Tirkiye

Derin dondurucu (-80 °C)

Thermo Fischer Scientific/TSX40086V

Dikey elektroforez ve transfer sistemi

BIORAD/MINI PROTEAN TETRA CELL, ABD

Elektroforez gii¢c kaynagi

BIORAD, ABD

Gaz kromotagrafisi- kiitle spektrofotometrisi (GC-MS)
cihazi

QP2010 Ultra, Shimadzu

Goruntiileme sistemi

LICOR/ODYSSEY CLX

Hassas terazi

SARTORIUS/ ARIUM COMFORT 1 H20.1.1.UV

Homojenizator Heidolph, Almanya
Isttic Witeg, Almanya
Isik mikroskobu Olympus BX51; Olympus Co., Tokyo, Japan

Kaba terazi

CROWN, SF-400

Lam ISOLAB-075.05.004, Tiirkiye

Lamel ISOLAB-075.01.007, Tirkiye

Mikroplaka okuyucu BMG LABTECH/SPECTROSTRA NANO
Mikrotom RM 2255; Leica Inst., Nussloch, Almanya
Mikrotom bigag1 Feather, FE 2007500011

Miyograf sistemi DMT/DMT620M

Orbital karistirici BIOSAN, MR-1

Otomatik pipetler

GILSON/PIPETMAN NEO P100N

S1vi azot tanki

Thermo Scientific/TY509X4

Sogutmal1 santrifiij cihaz1

HERMLE/Z 32 HK

Ugurtmal1 santrifiij cihazi

N-BIOTEK, NB-503CIR

Ultrasonik homojenizator

BANDELIN, SONOPULS 2 000.2

Vorteks

ISOLAB, Tiirkiye
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3.1.5. Cozelti ve tamponlar
3.1.5.1. Krebs-Henseleit (KH) cozeltisi

KH ¢ozeltisi i¢in 6.902 g NaCl (128 mM), 0.350 g KCI (4.7 mM), 0.163 g KH,PO4
(1.2 mM), 0.246 g MgSO4 (1.2 mM), 2.1 g NaHCO3 (25 mM) ve 1.98 g glikoz (11.1 mM)
sirasiyla hassas terazide tartilip 800 mL distile suda manyetik karigtirict yardimiyla
¢oziindiiriildii. Hazirlanan ¢ozeltinin icinden yaklasik 20 dakika karbojen gaz karisimi
(%95 0,2-%5 CO,) gegirildi. Ayrt bir cam behere aktarilan 0.368 g CaCl, distile suda
¢Oziindiiriildi. Elde edilen CaCl, ¢ozeltisi, i¢inden karbojen gazi gegirilen KH ¢ozeltisine
damla damla eklendi ve son olarak hacim distile su ile 1 000 mL’ye tamamlandi. KH

cozeltisi +4 °C’de muhafaza edildi ve her deney giinii taze hazirlandi.

Indometazin Cozeltisi

Indometazinin (molekiil agirhi§1:357.8 g/mol) suda c¢oziiniirligliniin  disiik
olmasindan 6tiirii ¢oziinlirliigiinii artirmak amaciyla sodyum karbonat kullanilmigtir. 21.47
mg indometazin tartilarak mikrosantrifiij tiipiine alindi. Ayn1 miktarda sodyum karbonat
iceren ¢ozelti tlizerine eklenerek (2 mL) eklenerek pH 6.5-8 araligina getirildi. 30 mM
indometazin igeren ¢ozeltiden KH ¢ozeltisine 100 pL eklenerek, son konsantrasyon 3 pM

olacak sekilde indometazin iceren KH ¢ozeltisi hazirlandi.
3.1.5.2. Western Blot Stok Cozelti ve Tamponlar

1 M Tris-Cl (pH:7.4) Tamponu

121.1 g Tris (tris-(hidroksimetil) aminometan) bazi (molekiil agirligi:121.14 g/mol)
bazi, 800 mL deiyonize su igerisinde manyetik karigtirict yardimiyla ¢oziindiiriildii.
Cozeltinin pH’si, damla damla derisik HCI (2 M) eklenerek 7.4 degerine ayarlandi ve
hacim deiyonize su ile 1 000 mL’ye tamamlandi. Cozelti deney giinline kadar oda

sicakliginda muhafaza edildi.

10x Tris-Glisin Tamponu

30.3 g Tris bazt (molekiil agirhigi: 121.14 g/mol) ve 144 g glisin (molekiil
agirlig:75.07 g/mol) 800 mL deiyonize su igerisinde manyetik karistirici yardimiyla
¢ozlindiiriildii. Hacim deiyonize su ile 1 000 mL’ye tamamlandi. Cozelti deney giiniine

kadar oda sicakliginda muhafaza edildi.
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0.5 M Tris-HCI (pH:6.8) Tamponu

6.057 g Trizma bazi, 90 mL deiyonize su igerisinde tamamen c¢oziindiiriildii.
Cozeltinin pH degeri derisik HCl ile 6.8 degerine ayarlandi. Hacim 100 mL’ye

tamamlandi. Cozelti oda sicakliginda muhataza edildi.

Triton-X 100 (%20) Cozelti

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

Cozelti deney gliniine kadar 2-8 °C’de muhataza edildi.

5 M Sodyum Kloriir (NaCl) Cozeltisi

29.22 g NaCl 100 mL deiyonize suda c¢oziindiiriilerek hazirlanan ¢ozelti oda

sicakliginda muhafaza edildi.

0.5 M EDTA Cozeltisi

20.81 g EDTA tetrasodyum tuzu (molekiil agirligi: 416.20 g/mol), deiyonize suda
¢oOziindiiriildii. pH degeri, derisik NaOH ¢ozeltisi ile 8.0'e ayarlandi ve hacim 100 mL’ye

tamamlandi. Cozelti oda sicakliginda muhafaza edildi.

50 mM Sodyum Pirofosfat (NaPPi) Cozeltisi

1.115 g NaPPi (molekiil agirlig1.:444.06 g/mol), 50 mL deiyonize suda
coziindiirillerek 1.5 mL’lik hacimlerde mikrosantrifiij tiiplerine bolistiiriildii. Deney

giiniine kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

1 N Sodyum Hidroksit Cozeltisi

4 g NaOH (molekiil agirligi: 40 g/mol), deiyonize suda ¢oziindiiriilerek hacim 100

mL’ye tamamlandi. Cozelti oda sicakliginda muhafaza edildi.

200 mM Sodyum Ortovanadat (NasV0O.) Cozeltisi

3.68 g NasVOs (molekil agirhigi.: 183.91 g/mol), 90 mL deiyonize suda
coziindiiriilerek pH degeri 1 N HCI ile 10.0’a ayarlandi. Sar1 renk olusumu gézlendikten
sonra ¢ozelti renksiz hale gelinceye dek kaynatildi ve sogutuldu. pH kontrolii tekrar

yapildi. Cozelti esit hacimlerde mikrosantrifiij tiiplerine boliistiiriilerek -20°C’de muhataza

edildi.
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1 M Sodyum Floriir (NaF) Cozeltisi

4.2 g NaF (molekiil agirl1g1:41.99 g/mol), 100 mL deiyonize suda ¢oziindiiriilerek
esit hacimlerde mikrosantrifiij tiiplerine bdliistiiriildii. Deney giinline kadar -20°C’de

muhafaza edildi.

100 mM PMSF Cozeltisi

0.174 g PMSF (molekiil agirhigi:174.19 g/mol), 10 mL etanol igerisinde
cOziindiiriilerek 0.5 mL’lik hacimlerde mikrosantrifiij tiiplerine bolistiiriiliip -20°C’de

muhafaza edildi.

5x Yiikleme Cozeltisi

Cozeltide 0.25 M Tris-Cl (pH:6.8), %10 SDS, %50 gliserol, %0.01 bromofenol
mavisi olacak sekilde 10 mL hacimde yiikleme tamponu hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti esit
hacimde (1’er mL) mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve -20°C’de muhafaza edildi. Calisma
cozeltisi hazirlanmadan Once, her bir mikrosantrifiij tiipiinde son konsantrasyon 0.5 M

DTT (molekiil agirligi: 154.25 g/mol) olacak sekilde DTT eklendi.

10x TBS Cozeltisi

110 g NaCl (molekiil agirligi:58.44 g/mol) ve 29.71 g Tris bazi (molekiil
agirligi:121.14 g/mol) 800 mL deiyonize suda ¢oziindiiriildii. Derisik HCI ile ¢ozelti pH’1
7.6’ya ayarlanarak toplam hacim deiyonize suyla 1 000 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan

¢oOzelti oda sicakliginda muhafaza edildi.

%20°lik Tween 20

20 mL Tween 20 alinarak deiyonize suyla 100 mL hacme tamamlandi. Hazirlanan

¢oOzelti oda sicakliginda muhafaza edildi.

%20’lik sodyum dodesil siilfat (SDS) cozeltisi

1 g SDS, 5 mL deiyonize suda ¢ozdiiriilerek oda sicakliginda muhafaza edildi.

%10 Amonyum Persiilfat (APS) (1 mL)

I mL distile suda 100 mg APS (molekiil agirligi: 228.18 g/mol) ¢ozdiirtildii ve 2-8
°C’de muhataza edildi.
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3.1.5.3. Western Blot Calisma Cozeltileri ve Tamponlar

Homojenizasyon Tamponu

2.5 mL Tris HCI (50 mM, pH:7.4), 1.5 mL NaCl (150 mM), 2.5 mL Triton X-100
(%1), 100 uL EDTA (1 mM, pH:7.0), 5 mL NaPPi (5§ mM), 5 mL proteaz inhibitor
kokteyli (%]1), 5 mL gliserol (%10), 500 uL. NaVan (2 mM), 1 mL NaF (20 mM), 500 pL
PMSF (1 mM) olacak sekilde ¢ozeltiler birlestirildi. Son hacim deiyonize su ile 50 mL’ye
tamamlandi. Homojenizasyon islemi sirasinda Oncesinde ¢ozelti taze olarak hazirlandi.

Homojenizasyon islemi boyunca tampon ¢ozelti buz igerisinde muhafaza edildi.

Elektroforez Yiiriitme Tamponu

10x Tris Glisin ¢ozeltisine (100 mL) %20 derisimli SDS ¢ozeltisi (500 pL)

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

Transfer Cozeltisi

Western blotlama transfer isleminden once 10x Tris-Glisin ¢dzeltisine 200 mL
metanol eklendi. Toplam hacim deiyonize suyla 1 000 mL’ye tamamlanarak ¢ozelti
konsantrasyonu 1x olacak sekilde seyreltildi.. Cozelti her seferinde taze olarak hazirlanarak

transfer islemine kadar 2-8 °C’de muhafaza edildi.

TBS-T Cozeltisi

10X TBS stok ¢ozeltisinden 100 mL alinarak 800 mL deiyonize suyla diliie edildi.
Cozeltide Tween 20 ¢ozeltisinin son konsantrasyonu %0.05 olacak sekilde Tween 20
eklendi. Toplam ¢6zelti hacmi deiyonize suyla 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti oda

sicakliginda muhafaza edildi.

Bloklama Cozeltisi

2.5 g yagsiz siit tozu 50 mL %0.1 Tween 20 igeren TBS c¢ozeltisinde manyetik

karistirict yardimiyla ¢oziindiiriildii. Hazirlanan ¢6zelti 2-8 °C’de muhafaza edildi.

%0.1 Tween 20 iceren TBS Cozeltisi

10x TBS c¢ozeltisi 1/10 diliile olacak (x konsantrasyon) sekilde deiyonize suyla
seyreltildi ve 100 pL. Tween 20 1xTBS ¢ozeltisi ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda muhafaza edildi.
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% 3’liik S181r Serum Albiimin (BSA) Cozeltisi

1.5 g BSA %0.1 Tween 20 iceren 50 mL TBS ¢ozeltisi icerisinde diliie edildi.

Hazirlanan ¢ozelti 2-8 °C’de muhafaza edildi.
3.2. Yontem
3.2.1. Deney Hayvanlar

Calismada, 8-12 haftalik 20-25 g agirligr araliginda disi Balb/c fareler kullanildi.
Fareler KTU Cerrahi Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden temin edildi. Deney protokolii
siiresince KTU Cerrahi Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde 12 saat gece/giindiiz
siklusunda ve uygun sicaklik (22+1 °C) ve nem (%60) kosullarinda barindirildilar.
Hayvanlarin altliklar her giin diizenli olarak degistirildi. Standart yem ve suya ulagimlari
ad libitum saglandi. KTU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanligi’'ndan etik kurul
onay1 ile deneylere baslandi (Dosya No:2024/32, Ek-1).

3.2.2. Deneysel Astim Modelinin Olusturulmasi ve Deney Protokolii

Deneysel astim modeli sensitizasyon (duyarlilastirma) ve satagsma fazi olmak tizere
iki fazdan (21 giin) olugsmaktadir. Sensitizasyon amaciyla farelere, deney protokoliiniin 1.
ve 8. giinlerinde intraperitoneal (i.p.) ovalbumin (OVA) (0.05 mg/mL, grade II, Sigma
Aldrich) 200 puL fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS) icerisinde ve aliiminyum hidroksit
(AI(OH)3) (5 mg/mL, Sigma Aldrich) uygulandi. Satagsma fazinda farelere 15-17. giinlerde
intranazal (i.n.) OVA (2.5 mg/mL, 20 pL PBS icerisinde), 18-21. giinlerde ise i.n. LPS
(Escherichia coli, O127:B8; 0.1 mg/mL, 20 pL PBS icerisinde) uygulandi. Kontrol
grubundaki farelere ise deney protokoliiniin 1. ve 8. giinlerinde 200 pL serum fizyolojik

igerisinde i.p. OVA (0.05 mg/mL); 15-21. giinlerde 20 uL i.n. PBS uygulandi (149).

Resim 1. Farelere ¢ozeltilerin intranazal yoldan uygulanmasinin temsili goriintiisii
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Deney hayvanlar1 randomize olarak bes gruba ayrildi (Tablo 8) . Tedavi gruplarina
gore, 18-21. Giinlerde i.n. LPS uygulamasi ile arasinda 1 saat olacak sekilde DMF (30
mg/kg/giin ve 100 mg/kg/glin) veya tastyict [%0.5 karboksimetilseliiloz (CMC)] giinde bir
kez oral gavaj (per oral, p.o.) olarak uygulandi. Kontrol grubuna sadece DMF yiiksek doz
(100 mg/kg/giin) verilerek degerlendirildi (150,151). Tiim ilag uygulamalar1 ve cerrahi
islemlerin ayni saatlerde yapilmasina dikkat edildi. Son LPS/PBS/DMF uygulamasindan
24 saat sonra (22. gilin) farelere i.p. anestezi (ketamin 90 mg/kg ve ksilazin 10 mg/kg)
uygulamasi yapildi. Anestezi derinliginin saglanmasi ardindan supin pozisyonu verilen
farelerden trakea ve akcigerler izole edildi. Bu amagla farelerin servikal ve toraks bdlgeleri
insizyonla acildi. Servikal kisimda timus ve ekstraservikal kaslar doku pensi yardimiyla
kanamamasina 6zen gosterilerek kenara itildi ve trakea kikirdak dokusu ortaya cikarildi.
Ardindan makas yardimiyla gogiis kafesi kesilerek acgildi. Doku pensi yardimiyla krikoid
kikirdaktan tutularak trakea ve akciger dokular1 izole edildi. Pulmoner arter kesilerek kalp
dokusu akcigerden ayrildi. Trakea +4 °C’ye sogutulmus KH ¢ozeltisi igeren petri kabina
aktarildi. Akciger dokusu ise soguk PBS ile hizlica yikandiktan sonra sag ve sol lob
seklinde iki parcaya ayrildi. Akcigerin sag lobu 6rnek saklama tiipili icinde sivi azot ile
hizlica dondurularak -80 °C’de muhafaza edildi. Akcigerin sol lobu ise formaldehit
¢ozeltisi i¢cinde fikse edilerek histopatolojik analizler i¢in kullanildi. Farelere trakea ve

akciger dokularinin izole edilmesini takiben servikal dislokasyon ile 6tenazi uygulandi.

| i 9.1 mg/ml LP3
M +
ip. i 25mg/mLOVA  DMF (oral gava)
OVA (0.05 me/gin) OVA (0.05 ma/glin)

s s 15-47.g0n 18-21, gin

Sekil 11. Farede OVA ve LPS ile indiiklenen astim modelinin deneysel protokolii
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Resim 2. izole organ banyosu deneyleri icin farelerden izole edilen trakealarin gevre
dokulardan temizlenmesine ait temsili goriintii.

Resim 3. izole organ banyosu deneylerinde miyografa takilmis trakea halkalarina ait
temsili goriintii

Izole edilen trakea dokular1 KH ¢ozeltisi (NaCl:128 mM; KC1:4.7 mM; CaCl,:2.5
mM, MgSO4:1.2 mM; KH,PO4:1.2 mM; NaHCO3:25 mM; Glikoz:11.1 mM) igerisinde
petrilere alinarak ¢evre dokulardan temizlendi. Trakealarin proksimal kisimlar1 alinarak,

her bir deney hayvanindan 3-5 kikirdak igeren trakea halka preparati hazirlandi.
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Tablo 8. Deneysel astim modelinde DMF tedavisinin etkinligini arastirmak amaciyla
olusturulan deney gruplar1

Deney grubu

Kontrol

Kontrol+100 mg/kg/giin p.o. DMF (%0.5 CMC igerisinde), (DMF)

OVA-LPS, (OL)

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

0| 0|00 |0 |0 |=

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

Toplam 40

3.2.3. In Vitro Trakea Hiperreaktivitesinin Degerlendirilmesi

Farelerden izole edilen trakea halka preparatlar1 bir ucu izometrik kuvvet-yer
degistirme transdiisirina; diger ucu ise yer degistirme cihazina baglanacak sekilde yatay
olarak KH c¢ozeltisi iceren 5 mL’lik wire-miyograf banyolarina takildi. Banyolarin
icerisindeki KH c¢ozeltisi siirekli karbojen (%95 O, ve %5 CO,) ile gazlandirilarak,
sicaklig1 termostatik kontrol ile 37 °C’de sabit tutuldu. Trakea halkalarina 1 000 mg bazal
gerim uygulandi ve banyolardaki KH ¢ozeltisi 20 dakika araliklarla yenilenerek dokularin
1 saat boyunca dengeye gelmesi saglandi. Bronsiyal epitelden saliverilen prostanoidlerin
solunum yolu diiz kasinin kontraktilitesi iizerine etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla
deney protokolii boyunca banyolardaki KH ¢ozeltisine 3 pM Indometazin icerecek sekilde
indometazin ¢ozeltisi eklendi. Trakea halkalarindan konsantrasyona bagimh (10®-10%)
karbakol (CCh) kasilma yaniti alindi. Ardindan dokular organ banyolar igindeki KH
cozeltisi 15 dakika araliklarla degistirilip yikanarak 1 saat dinlenmeye birakildi. Bazal
gerime ulasan trakea halkalarmndan konsantrasyon bagimhi (107'°-10* M) 5-
hidroksitriptamin (5-HT) kasilma yanit1 alindi. Dokular 15 dakika araliklarla KH ¢6zeltisi
ile yikanarak dinlendirildi. Bazal gerim degerine ulasan trakea halkalari, Bradikinin
inaktivasyonunu 6nlemek amaciyla endojen kininaz enzim inhibitérii Kaptopril (3x107 M)
ile 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon siiresinin sonunda dokulardan bradikinin ile
indiiklenen konsantrasyona bagimlhi (10%-10* M) kasilma yamiti alinarak kaydedildi.
Dokular KH ¢6zeltisi ile yikanarak bazal gerime ulagmasi beklendi. Deney protokoliiniin
sonunda dokularin kontraktil 6zelliklerinin test edilmesi amaciyla dokulardan 60 mM KCI

ile indiiklenen kasilma yaniti alindi. Dokulardaki gerim degisiklikleri izometrik kuvvet
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transdiiseri araciligi ile olgiilerek LabChart® 8.0 (AD Instruments Ltd., Hastings, U.K.)
programu ile g cinsinden kaydedildi (152, 153).

Resim 4. Izole organ banyosu deneylerinin yiiriitiildiigii miyograf cihazinin temsili
goruntisu

3.2.4. Total Doku Homojenatlarimin Hazirlanmasi

Siv1 azot igerisinde hizla dondurularak deney giiniine kadar -80 °C’de saklanan
akciger dokulari, buz igerisinde tutulan falkon tiiplerine yerlestirildi ve iizerine 10 mg/mL
homojenizasyon tamponu eklendi. Akciger dokulari cerrahi makas ile kesilerek kiiciik
parcalara ayrildiktan sonra mekanik homojenizator ile 2 0000 rpm’de 25 sn (5’er kez 5 sn)
homojenize edildi. Homojenizasyon islemi tamamlandiktan sonra homojenatlar 10 000g’de
+4°C’de 30 dk santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasinda siipernatantlar mikrosantrifiij
tiiplerine esit hacimde boliistiiriilerek aktarildi ve molekiiler analizler yapilana kadar -80

°C’de muhafaza edildi.
3.2.5. Total Protein Miktar Tayini

Total protein konsantrasyonlarinin tayininde, Thermo Fisher Scientific ® Pierce
BCA protein assay kit analiz seti kullanildi. Deney protokolii analiz seti iginde yer alan
kullanim kilavuzuna uygun sekilde gerceklestirildi. Bu amacla analiz seti i¢inde bulunan
bovine serum albiimini (BSA) stok ¢o6zeltisi (2 mg/mL) PBS ile seri diliisyonla seyreltilip
0,25-2 000 pg/mL’lik BSA standart ¢ozeltileri hazirlandi. Analiz seti i¢inde temin edilen
¢ozelti A (bicinchoninic asit) ve ¢ozelti B [bakir (II) siilfat] 50:1 oraninda karistirilarak
calisma ¢ozeltisi elde edildi. BSA standart ¢ozeltileri ve numuneler 25 pL hacminde 96
kuyucuklu mikroplakaya cift tekrarli bir sekilde eklendi. Ardindan standart ¢ozelti veya
numune iceren tiim kuyucuklara 200 pL calisma c¢ozeltisi ilave edildi. Mikroplakanin

kapag1 kapatilarak aliiminyum folyoya sarildi ve 37 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 30
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dakika inkiibe edildi. Sonucta olusan mor renkli BCA-Cu+ kompleksinin absorbanst 562
nm dalga boyunda Olclildi. BSA standart cozeltilerinin absorbans degerlerine gore,
konsantrasyona bagli absorbans egrisi cizildi. Konsantrasyona bagli absorbans egrisi

kullanilarak numunelerin total protein konsantrasyonu belirlendi.

00000

/\ /\

Resim 5. Farelerden izole edilen akciger dokusu homojenatlarinda total protein tayininde
kullanilan 96-kuyucuklu mikroplakanin temsili goriintiisii

3.2.6. Western blot yontemi
3.2.6.1. Jellerin hazirlanmasi

Jel dokme i¢in kullanilan cam plakalar (6n cam ve 1 mm’lik ara par¢a cami) %70
derisimli etanol ¢ozeltisi ile silindikten sonra jel dokiim {initesine yerlestirildi. Hazirlanan
sistemde saf su ile sizdirma kontrolii yapildi. BioRad® TGX Stain-Free FastCast %10
Acrylamide Kit poliakrilamid hazir jel dokme seri kullanildi. Ayirma jeli i¢in resolver A ve
B c¢ozeltilerinden 3’er mL 15 mL’lik falkon tiip i¢ine aktarildi, i¢ine 30 pL %10’luk
amonyum per siilfat (APS) ¢ozeltisinden ve 3 pL N,N,N",N'-Tetramethylethylenediamine
(TEMED) ilave edildi. Karisim hizlica pipetlenerek homojen hale getirildikten sonra
baloncuk olugsmamasina 6zen gosterilerek pipet yardimiyla camlarin arasina uygulandi.
Ardindan stacker A ve B ¢ozeltilerinden 3’er ml, %10’luk APS ¢ozeltisinden 10 pL ve
TEMED 2 pL igeren yiikleme jel karisimi da camlarin arasindaki {ist kisma uygulandi.
Camlarin arasina ornek yiikleme kuyucuklarini olusturmak i¢in 10 disli tarak yerlestirildi.

Poliakrilamid jellerin polimerizasyonu i¢in oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.
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3.2.6.2. Orneklerin Hazirlanmasi

Akciger homojenatlarindan elde edilen 6rneklerin total protein konsantrasyonlari
lizerinden her bir 6rnekte 30 pg protein iceren hacim hesaplandi. Ornekler hesaplanan
hacimde 0,50 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Orneklere 5 pL Laemmli
(yiikleme) tamponu eklenip, deiyonize su ile hacim 30 pL’ye tamamlandi. Ornekler
vortekslendikten sonra masaiistii santriftij ile 1 000 rpm de 30 saniye santrifiijlendi.
Ornekler 95 °C’de 5 dakika bekletilerek denatiire edildi ve ardindan tekrar vortekslenerek

santrifiijlendi.
3.2.6.3. Elektroforez

Cam plakalarin arasinda polimerlesen jeller deiyonize su ile yikandi. Jel
kuyucuklarinin tabanmin hizas1 asetatli kalemle isaretlendi. Jeller Bio-Rad Mini-
PROTEAN ® elektroforez sisteminin yesil renkli elektrot iinitesine yerlestirildi. Elektrot
tinitesi ise elektroforez tanki ig¢ine uygun sekilde konumlandirildi. Elektrot iinitesinin i¢
haznesine, jel kuyucuklarimi tamamen ortecek seviyede elektroforez tamponu ilave edildi.
Ardindan elektroforez tankinin dis haznesine isaretli yere kadar elektroforez tamponu
eklendi. Jellerin igindeki taraklar kuyucuklarin seklini korumaya 6zen gostererek ¢ikarildi.
Jellerdeki ilk kuyucuklara 3 pL protein molekiiler agirlik standardi (Precision Plus
ProteinTM Dual Color Standards, Bio-Rad, 1610374) yiiklendi. Ardindan 6rnekler (30 pL)
jeldeki calisma diizenine gore kuyucuklara yiiklendi. Tankin kapagi akim yoniine uygun
sekilde yerlestirilerek 100 voltta elektroforez baslatildi. Molekiiler agirlik standardinin

stiriiklenmesi izlenerek 1ilgili bolgede proteinlerin ayrimi gergeklesince elektroforez

sonlandirildi.

Resim 6. Western blotlama deneylerinde uygulanan elektroforez islemine ait temsili
gorunti
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3.2.6.4. Jelden Membrana Transfer islemi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra tanktan ¢ikarilan jeller deiyonize su ile
yikandi, cam plakalar dikkatli bir sekilde ayrilarak jeller soguk (4 °C) transfer ¢ozeltisi
icine alindi. Jel boyutuna uygun sekilde kesilen poliviniliden floriir (PVDF) membranlar,
metanol icerisinde 15 dakika boyunca orbital ¢alkalayicida karistirilarak aktive edildi.
Ardindan poliakrilamid jellerdeki proteinler PVDF membrana 1slak transfer yontemi ile
aktarildi. Bu amagla transfer kasetleri siyah renkli kisim alta gelecek sekilde agildi.
Transfer kaseti i¢ine sirasiyla siinger, whatmann kagidi, jel, membran, whatmann kagidi ve
stinger yerlestirilerek kapatildi. Membran, jel {izerine yerlestirildikten sonra iki yiizey
arasinda olusan hava kabarciklari, bir transfer rulosu (roller) kullanilarak uzaklastirildi.
Tankin i¢ine manyetik c¢ubuk, sogutucu akii (buz akiisii) ve transfer kasetleri
yerlestirildikten sonra kapak akim yoniine uygun sekilde kapatildi. Transfer islemi
stiresince tank, buz dolu bir kap icerisinde tutuldu ve igerisindeki ¢ozelti manyetik
karistirict yardimiyla karistirildi. Proteinlerin jelden membrana transfer igslemi 80 voltta 2

saatte gerceklestirildi.

singer 4—/

whatmann *
kagitlar

membran

\\\.\

bl ——
jel / ——

7

siinger

anot +

Sekil 12. Western blotlama deneylerinde uygulanan jelden membrana transfer (islak
transfer) isleminde kaset icerigi.
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Resim 7. Western blotlama deneylerinde uygulanan jelden membrana transfer (islak
transfer) islemine ait temsili goriintii.

3.2.6.5. Proteinlerin Jelden Membrana Transfer isleminin Dogrulanmasi

Transfer islemi tamamlandiktan sonra kasetler agilarak membranlar bagka bir kaba
transfer edildi. Proteinlerin membrana transfer dogrulugunu teyit etmek icin membran
tizerine Ponceau S ¢ozeltisi uygulandi. Ponceau S ¢ozeltisi ile protein bantlart membran
tizerinde pembe renkli izlenmektedir. Ardindan membranlar deiyonize su ile yikanarak
Ponceau S c¢ozeltisi uzaklastirildi ve kisa siireli metanol ¢o6zeltisine maruz birakildi.
Membranlar oda sicakliginda 5 dakika bekletilerek metanol uzaklastirildi. Sonrasinda

membranlar, 3 kez 5 dakika boyunca TBS-T ¢ozeltisiyle yikandi.

Resim 8. Western blotlama deneylerinde proteinlerin jelden membrana transfer
dogrulugunu teyit etmek i¢in uygulanan Ponceau S c¢ozeltisi ile boyama
islemine ait temsili goriintii.
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3.2.6.6. Bloklama

Membranlar spesifik olmayan baglanma bdlgelerinin kapatilmasi amaciyla oda
sicakliginda 90 dakika boyunca orbital karistirict ile karistirillarak bloklama ¢ozeltisi (10
mL) ile inkiibe edildi.

Resim 9. Western blotlama deneylerinde spesifik olmayan baglanma bolgelerinin
kapatilmasi i¢in uygulanan bloklama islemine ait temsili goriintii.

3.2.6.7. Primer Antikorla inkiibasyon

Primer antikorlar, %0.1 Tween 20 i¢ceren TBS ¢ozeltisinde hazirlanan %3’liik BSA
icerisinde kilavuzlarinda belirtilen diliisyon oranima gore hazirlandi. Dillisyon oranlari
anti-Nrf-2 1:1 000, anti-f katenin 1:1 000, anti-B aktin 1:1 000; anti-Wnt 5A/B 1:1 000,
anti Nf-xB p65 1:1 000, anti p- Nf-xB p65 (ser276) 1:1 000, anti-HO-1 1:1 000
seklindedir. Yiikleme kontrolii olarak -Aktin kullanildi. Primer antikor ¢ozeltileri eklenen
membranlar bir gece boyunca (12-16 saat) +4 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
stiresi dolduktan sonra membranlar 30 dakika (3 kez 10’ar dakika) TBS-T ile yikand.
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Resim 10. Western blotlama deneylerinde membranlarin primer antikor ile inkiibasyon
islemine ait temsili goriintii.

Ardindan primer antikorun kaynagina uygun sekilde secilen sekonder antikor
cozeltileri (IRDye® 680RD Goat anti-Rabbit IgG ve IRDye® 680RD Goat anti-
Mouse IgG) 1:10,000 diliisyon oraninda hazirlandi. Membranlar sekonder antikor
cozeltileri ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Sekonder antikor inkiibasyonlari
sirasinda membranlarin yerlestirildigi kutular aliiminyum folyo ile sarilarak 1siktan

muhafaza edildi.
3.2.6.8. Goriintiileme

Sekonder antikor inkiibasyonu tamamlandiktan sonra membranlar 30 dakika (3 kez
10’ar dakika) TBS-T ¢ozeltisi ile yikandi. LI-COR goriintiileme cihazinin yiizeyi %70’lik
alkolle silindi. Membran temiz bir pens yardimiyla TBS-T igerisinden alinarak protein
bantlar1 cihazin i¢ yiizeyine bakacak sekilde yerlestirildi. Cihazin silikon par¢ast membran
tizerine yerlestirildi. Membran ve silikon ylizey arasinda hava kabarcigr kalmamasina
dikkat edilerek tistiinden rulo ile hafif¢e ge¢ildi. Cihazda 84 pum ¢oziiniirlik ve membran
biiyiikliigii ayarlar1 yapilarak, bant yogunluklarinin hesaplanmasinda ImageStudio 6.0
programi kullanildi. Goriintiilemeden sonra membranlar, 30 dakika (3 kez 10’ar dakika)
TBS-T icerisinde yikandi. TBS-T ile nemli birakilan membranlar, stre¢ filme sarilarak

kaldirildi.
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3.2.7. Histopatolojik analiz

Farelerden izole edilen akciger dokularinin sol lobu %10’luk formaldehit
soliisyonunda fikse edildi. Dokular su ile yikanarak formaldehit uzaklastirildi.
Dehidratasyon (doku igerigindeki suyun alkolle yer degistirmesi) islemi i¢in dokular artan
derigimlerdeki (%70, %90, %96 ve %99) etanol ¢ozeltilerinde sirasiyla bekletildi.
Saydamlastirma asamasinda ise doku igerigindeki etanoliin uzaklastirilip yerine ksilenin
infiize etmesi amaciyla dokulara ksilen uygulandi. Ardindan doklar doku takip kasetleri
icinde eriyik halde bulunan parafine transfer edilerek 60 °C’ye ayarlanmis etiivde 2-4 saat
bekletildi. Doku takip kasetleri icine yerlestirilen dokulara uygulanan parafinin, oda
sicakliginda beklendikten sonra katilagmasi saglandi. Boylece dokulara infiize etmis olan
ksilenin yerine parafinin gegirilerek, kesit almaya uygun sertlik ve saydamlikta parafin
bloklar elde edildi. Parafin bloklar kesim yiizeyi altta kalacak sekilde mikrotoma
yerlestirildi ve iist yiizeyi tiraglanarak temizlendi. Parafin bloklar mikrotom ile kesilerek 5
um kalinliginda doku kesitleri cam lam iizerine alindi. Doku kesitleri 60 °C’lik etiivde 1-2
dakika bekletildi. Deparafinizasyon islemi i¢in doku kesitlerine ksilen (10 dakika)
uygulandi. Ardindan doku kesitleri azalan derisimlerdeki (%99, %96, %90 ve %70) etanol
cozeltilerinde sirastyla 5’er dakika bekletildi. Sonrasinda doku kesitleri deiyonize suya
transfer edilerek hidrate edildi. Kesitler hematoksilen ¢ozeltisinde 5 dakika bekletildi ve
deiyonize suya daldirilarak yikandi. Ardindan eozin ¢ozeltisine daldirilarak 1 dakika
bekletildi ve deiyonize su ile yikandi. Hematoksilen-eozin ile boyama sonrasi doku
kesitlerinin dehidratasyonu ve temizlenmesi i¢in artan derisimlerdeki (%70, %90, %96 ve
%99) etanol ¢ozeltilerinde ve ksilende 5’er dakika bekletildi. Cam lam iizerindeki doku
kesiti lizerine entellan damlatilarak lamel ile kapatildi. Akciger doku kesitleri, mikroskop
altinda incelenerek peribronsiyal ve parankimal inflamasyon; inflamatuvar hiicre
yogunlugu ve dokuya hiicre infiltrasyonu parametreleri temelinde kor sekilde

degerlendirildi (154, 155).
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Resim 11. Histopatolojik analiz i¢in hazirlanan parafin bloklar

Tablo 9. Akciger dokularindaki histopatolojik skorlama i¢in yari-kantitatif degerlendirme

sistemi
Skorlar Peribronsiyal/parankimal inflamasyon derecesi
0 Yok
1 Hafif
2 Orta
3 Siddetli
4 Cok siddetli

3.2.8. Metabolomik Analiz

Deney giiniine kadar -80 °C’de tutulan izole fare akciger dokular1 hizli bir sekilde
cam havan i¢ine alinarak tizerine sivi azot eklendi. Dokular sivi azot i¢inde havan eli
yardimiyla ogiitiilerek kati toz haline getirildi. Kat1 toz halindeki akciger dokular1 hassas
terazi ile tartilarak her birinden 50 mg mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Orneklere 1 mL
ekstraksiyon ¢ozeltisi (hacimce 9:1 oraninda metanol-su) eklendi ve ultrasonik
homojenizator (3 kez, 15 saniye siireyle) ile homojenize edildi. Akciger homojenatlar1 15
000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendi ve elde edilen siipernatantlar metabolomik analiz
yapmak i¢in mikrosantrifiij tliplerine aktarildi. Siipernatantlar ucurtmali santrifiij (N-
BIOTEK, NB-503CIR) ile kurutulduktan sonra %] trimetilklorosillan ve N-metil-N-
trimetilsililtrifloroasetamid ile muamele edilerek metoksaminasyon ve tiirevlendirme
uygulandi.Hazirlanan 6rneklerde metabolit analizleri GC-MS QP2010 Ultra sisteminde

yapildi. Metabolomik analizlerin sonucunda elde edilen verilerin doniistiiriilmesi, pik
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hizalamas1 ve normalizasyon islemleri MS-DIAL yazilimi kullanilarak gergeklestirildi.
Elde edilen veri matrisi iizerinde degiskenlik analizi yapmak amaciyla SIMCA-P+ yazilimi
(version 13.0; Umetrics, Umea, Isve¢) kullanildi. Bu kapsamda, varyans homojenligi
kontrolii, aykir1 degerlerin belirlenmesi, 6rneklerin gruplandirilmasi ve veri setindeki genel
egilimlerin degerlendirilmesi amaciyla Temel Bilesenler Analizi (PCA) uygulandi. Kismi
En Kiglik Kareler Ayirma Analizi (PLS-DA) ise verilerin gruplar arasinda
siniflandirilmasini saglayarak potansiyel biyobelirteglerin belirlenmesini kolaylastirdi.
Verilere ait projeksiyondaki degisken ©nemi grafikleri olusturularak bu gruplarin
ayiriminda en 6nemli metabolitlerin tespit edilmesi saglandi. Metabolomik analiz igin
metabolitler hiicredeki fonksiyonel 6zelliklerine ve metabolik reaksiyonlardaki roliine gore
smiflandirildi. Calismada aminoasit metabolizmasi, yag asidi metabolizmasi, glikoz

metabolizmasi, gen ekspresyonu gibi temel metabolik yolaklar degerlendirildi (156).
3.2.9. istatistiksel Analiz

Izole organ banyosu deneylerinde trakea halkalarinda karbakol kasilma yanit1 ‘g’
olarak, 5-HT ve bradikinin kasilma yanitlar1 ise maksimum karbakol kasilmasinin yiizde
(%)’s1 olarak verildi. Agonistler ile elde edilen konsantrasyona bagimli yanit egrilerinden
elde edilen maksimum kasilma yanitlart Emaks degerleri, maksimum yanitin yarisini
olusturan agonistlerin konsantrasyonunun (ECsg) negatif logaritmas1 ise pD, degeri olarak
sunuldu. Western blotlama deneylerinde ise protein ekspresyonlari, ylikleme kontrolii
olarak kullanilan beta-aktin protein seviyelerine gore normalize edildikten sonra, her
membrandaki  kontrol Ornegine gore nispi olarak hesaplandi. Histopatolojik
degerlendirmede akciger doku kesitlerinin mikroskobik degerlendirmesinden elde edilen
semi-kantitatif skorlar verildi.. Deneylerden elde edilen degerler ortalamatstandart hata
olarak sunuldu. Degerlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilks veya Kolmogorov-
Smirnov ydntemi ile test edildi. Istatistiksel analizde ikili grup karsilastirilmasinda Student
t-testi, coklu grup karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi post hoc Tukey kullanildi.
P<0.05 ise ortalamalar aras1 fark anlamli kabul edildi. Veriler GraphPad Prism 5.01
(GraphPad Prism (Graphpad Yazilimi, San Diego, CA, ABD) programi kullanilarak analiz
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Fare Trakea Halka Preparatlarinda Agonist Aracih Kasilma Fonksiyonunun

Farmakodinamik Analizi

Calismada kontrol, kontrol+DMF, OL, OL+DMF30 ve OL+DMFI100 deney
gruplarindaki farelerden izole edilen trakea halkalarmin kontraktil fonksiyonlari, izole
organ banyosu sistemi kullanilarak degerlendirildi. Fare trakea halkalarinda karbakol (1075-
10* M) ile indiiklenen konsantrasyona bagimli kasilma yanitlar1 benzer bulundu, deney
gruplarinin ortalama maksimum kasilma yanit1 (Eaxs) degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi. Dokularin Cch yanitlari arasinda anlamli  farklilik
goriilmemesinden Gtiirii submaksimal karbakol yaniti esas alimarak 5-HT ve bradikinin

yanitlart maksimum CCh yanitinin yiizdesi olarak degerlendirilmistir.

—— Kontrol

2000 -= OL
— QOL+DMF30

= OQL+DMF100

:

CCh Kasilma {mg)
2
i

g

-8 & 6 = -4 -3
Konsantrasyon (logM)

Sekil 13. Kontrol, OL, OL+DMF30, OL+DMF100 deney gruplarindaki farelerden izole
edilen trakea halkalarinda karbakol (10®-10 M) ile indiiklenen konsantrasyona
bagimli kasilma yanitlari. Degerler ‘mg’ cinsinden ifade edildi ve ortalama +SH

olarak sunuldu (n=6-8/grup)

Tablo 10. Fareclerden izole edilen trakealardan elde edilen karbakol indikli kasilma
yanitlarinin E s degerleri.

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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Sekil 14. Kontrol, OL, OL+DMF30 ve OL+DMF100 deney gruplarindaki farelerden izole
edilen trakea halkalarinda 5-HT (107'°-10* M) ile indiiklenen konsantrasyona
bagimli kasilma yanitlari. Degerler karbakol ile indiiklenen maksimum kasilma
yanitt degerinin yiizde (%) cinsinden ifade edildi ve ortalama +£SH olarak
sunuldu (n=6-8/grup, **p<0.01, ***p<0.001 kontrole kiyasla, #p<0.05 OL
grubuna kiyasla).

OVA ve LPS uygulamasi ile in vivo deneysel astim olusturulan OL grubunda 5-HT
(10°-10* M) ile indiiklenen kasilma yamtlar1 kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli
yiikksek bulundu. OL ve OL+DMF30 deney gruplar1 arasinda 5-HT kasilma yanitlar
acisindan anlamli fark saptanmazken, OL+DMF100 grubunda 10™* M konsantrasyonda 5-
HT ile indiiklenen kasilma yanmiti OL grubuna kiyasla anlamli sekilde azaldi. Ayrica
OL+DMF100 grubunda 5-HT (10°-10™* M) kasilma yamit1 degerleri kontrole gore yiiksek
bulundu. Buna gére DMF tedavisi OL grubunda kontrole gore artan 5-HT kasilma yanitin

diisiik dozda etkilemezken, yiiksek dozda ancak kismen azaltabilmistir.

Tablo 11. Farelerden izole edilen trakealardan elde edilen 5-HT indikli kasilma
yanitlarinin E,,xs (%) degerleri.

5-HT Kontrol OL OL+DMF30 OL+DMF100
Emax %43+4.728 %73.86+2.416  %75.20+£5.164  %60.46+4.589
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Sekil 15. Kontrol, OL, OL+DMF30 ve OL+DMF100 deney gruplarindaki farelerden izole
edilen trakea halkalarinda bradikinin (10%-10" M) ile indiiklenen
konsantrasyona bagimli kasilma yanitlari. Degerler karbakol ile indiiklenen
maksimum kasilma yamiti degerinin yiizdesi (%) 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 halkalarinin kasilma duyarliligini degerlendirmek
amactyla konsantrasyona bagimli bradikinin kasilma yanitlar1 kaydedildi. Buna gore,
deneysel astim indiiklenen OL grubunda bradikinin (10°-10™* M) ile indiiklenen kasilma
yanitlar1 kontrol grubuna goére anlamli oranda yiiksek Olgiildii. Ayrica diisiik doz DMF
tedavisi uygulanan OL+DMF30 grubunda da bradikinin kasilma yanitlar1 OL grubu ile
benzerdi, bradikinin ile kasilma oran1 kontrole kiyasla anlamli miktarda artt1. Yiiksek doz
DMF tedavisi uygulanan OL+DMF100 grubunda ise bradikinin (10°-10" M) ile
indiiklenen kasilma yanitlar1 OL grubu ile karsilastirildiginda anlamli oranda azaldi.
Dahasi, OL+DMF100 grubunda bradikinin kasilma yanitlarinda kontrole kiyasla anlamli

fark saptanmadi.

Tablo 12. Farelerden izole edilen trakealardan elde edilen bradikinin indukli kasilma
yanitlarinin E s (%) degerleri.

Bradikinin Kontrol OL OL+DMF30 OL+DMF100

E maks %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/giin grubu farelerden izole edilen trakealarda elde
edilen karbakol, 5-HT ve bradikinin kasilma yanitlarinin E x5 ve pD; degerleri
(n=4)
Kontrol+DMF 100 mg/kg Karbakol 5-HT Bradikinin
Enaks 0.8220+0.0802 %47.21+£9.134 %28.67+6.048

4.2. Fare Total Akciger Homojenatlarinda Protein Ekspresyonlarinin Western Blot

Yontemi ile Semi-Kantitatif Degerlendirilmesi

Otenazi edilen hayvanlardan hizlica akciger dokular1 izole edilerek Western blot
deneylerine kadar -80 °C’de saklandi. Toplanan akciger dokularinda Nrf-2 ve HO-1
(Nrf2/Keapl sinyal yolagi belirtegleri), Nf-k B p65 ve p- Nf-k B p65 (enflamatuvar yolak
belirtegleri) , B-katenin ve Wnt-5A/B (Wnt yolag1 biyobelirtecleri) , f-aktin proteinlerinin
ekspresyonu western blot yontemi ile yar1 kantitatif olarak analiz edildi ve karsilastirildi.
Tim proteinlerin ekspresyonlari, literatiirden elde edilen bilgiler dogrultusunda astim
modeli ve DMF tedavisi ile degismedigi bilinen B-aktin (housekeeping protein) protein

ekspresyonuna gore degerlendirildi.

4.2.1. Fare Total Akciger Homojenatlarinda Nrf2/Keap-1/HO-1 Sinyal Yolag: Protein
Ekspresyonu

Calismada, fare in vivo deneysel solunum yolu inflamasyonu modelinde, hiicre i¢i
antioksidan mekanizmalar1 indiikleyen Nrf2/Keapl sinyal yolagmin aktivasyonu western
blot analizi ile degerlendirildi. Buna gére OL grubundan izole edilen akciger 6rneklerinde
Nrf2 diizeyi kontrole gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldi. Nrf2 ekspresyonu
OL+DMF30 grubunda OL grubuna gore anlamli bir fark géstermedi, ancak OL+DMF100
grubunda OL grubuna kiyasla anlamli bir artas saptandi (Sekil 17, *p<0.01, #p<0.05).
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Sekil 16. Farelerden izole edilen akciger dokularinda Nrf2 protein ekspresyonunun temsili
membran goriintiisii
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Sekil 17. Farelerden izole edilen akciger dokularinda Nrf2 protein ekspresyonunun yari
kantitatif analiz grafigi (n=4-8/grup). Her bir kuyucuktaki protein ekspresyonu
B-aktin ile normalize edilmis ve kontrol grubundaki protein ekspresyonunun
orani olarak ifade edilmistir. Veriler ortalama +S.H olarak sunulmustur (*
p<0.01 kontrole kiyasla, # p<0.05 OL grubuna kiyasla)

Deney gruplarindaki farelerden izole edilen akciger homojenatlarinda Nrf2’nin
niikleer translokasyonu ile ekspresyonu artan HO-1 proteinin ekspresyonu da incelenmistir.
Elde edilen temsili goriintide Ozellikle 100 mg/kg/giin DMF tedavisinin HO-1
eksoresyonunu arttirdigr izlenmekle birlikte (Sekil 18), tekrarli deneylerimizde

membrandan uygun sekilde goriintii alinamamasina bagli olarak deney sonucu analiz

edilememistir.
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Sekil 18. Farelerden izole edilen akciger dokularinda HO-1 protein ekspresyonunun temsili
membran goriintiisii

4.2.2. Fare Total Akciger Homojenatlarinda Kanonikal Wnt Sinyal Yolag1 Protein
Ekspresyonu

Calismada farede OVA ve LPS uygulamasi ile indiiklenen deneysel solunum yolu
inflamasyonu modelinde akciger dokusunda Wnt sinyal yolaginda rol oynayan proteinlerin
ekspresyonu western blot yontemi ile incelendi. Deneylerimizden elde edilen sonuglara
gore, OL grubundan izole edilen akciger homojenatlarindaki defosforile (aktif) B-katenin
diizeyi kontrole kiyasla anlamli diisiik bulundu (p<0.05). OL+DMF30 ve OL+DMF100
deney gruplarinda ise defosforile (aktif) B-katenin ekspresyonundaki azalmayi oOnledi,
boylece OL+DMF30 ve OL+DMF100 gruplarinda B-katenin diizeyi kontrol grubu ile
benzer bulundu. Yalnizca DMF tedavisi uygulanan deney grubundaki farelerdeki -katenin

diizeyi ise kontrol grubuna gore anlamli azaldi (p<0.01) (Sekil 20).
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Sekil 19. Farelerden izole edilen akciger dokularinda B-katenin protein ekspresyonunun
temsili membran goriintiisii
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Sekil 20. Farelerden izole edilen akciger dokularinda B-katenin protein ekspresyonunun
yart kantitatif analiz grafigi (n=4-8/grup). Her bir kuyucuktaki protein
ekspresyonu B-aktin ile normalize edilmis ve kontrol grubundaki protein
ekspresyonunun orani olarak ifade edilmistir. Veriler ortalama +S.H olarak
sunulmustur (*p<0.05, ** p<0.01, kontrole kiyasla)

Ayrica farelerden izole edilen akciger homojenatlarinda kanonikal ve kanonikal
olmayan Wnt yolaginin agonisti Wnt-5A/B’nin ekspresyon diizeyi 6l¢iildii. Deney gruplari
arasinda Wnt-5A/B diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi

(p>0.05) (Sekil 22).
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Sekil 21. Farelerden izole edilen akciger dokularinda Wnt-5A/B protein ekspresyonunun
temsili membran goriintiisti.
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Sekil 22. Farelerden izole edilen akciger dokularinda Wnt-5A/B protein ekspresyonunun
yart kantitatif analiz grafigi (n=4-8/grup). Her bir kuyucuktaki protein
ekspresyonu [-aktin ile normalize edilmis ve kontrol grubundaki protein
ekspresyonunun orani olarak ifade edilmistir. Veriler ortalama +S.H olarak
sunulmustur.

4.2.3. Fare Total Akciger Homojenatlarinda Kanonikal Nf-Kb Sinyal Yolag1 Protein
Ekspresyonu

Calismada farede olusturulan deneysel solunum yolu inflamasyonunda Nf-xB
sinyal yolagi ile iligkili proteinlerin ekspresyonu 6l¢iilerek bu sinyal yolaginin aktivasyonu
incelendi. Buna gore serin 276 bolgesinden fosforile edilmis Nf-kB p65 proteini
diizeylerinde deney gruplar1 arasinda anlaml fark saptanamadi (p>0.05). Ancak total Nf-
kB diizeyi OL grubunda kontrole kiyasla anlamli sekilde azaldi (p<0.05). DMF tedavisi
uygulanan OL+DMF30, OL+DMFI100 ve kontrol DMF gruplarinda ise total Nf-xB
diizeyleri kontrol grubu ile benzer bulundu (p>0.05) (Sekil 24).
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Sekil 23. Farelerden izole edilen akciger dokularinda total Nf-kB protein ekspresyonunun
temsili membran goriintiisii
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Sekil 24. Farelerden izole edilen akciger dokularinda total Nf-kB protein ekspresyonunun
yart kantitatif analiz grafigi (n=4-8/grup). Her bir kuyucuktaki protein
ekspresyonu [-aktin ile normalize edilmis ve kontrol grubundaki protein
ekspresyonunun orani olarak ifade edilmistir. Veriler ortalama +S.H olarak
sunulmustur. (*p<0.05, kontrol grubuna kiyasla)
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Sekil 25. Farelerden

izole edilen akciger dokularinda fosforile

ekspresyonunun temsili membran goriintiisii
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Sekil 26. Farelerden izole edilen akciger dokularinda fosforile Nf-kB protein
ekspresyonunun yar1 kantitatif analiz grafigi (n=4-8/grup). Her bir
kuyucuktaki protein ekspresyonu B-aktin ile normalize edilmis ve kontrol
grubundaki protein ekspresyonunun orani olarak ifade edilmistir. Veriler
ortalama +S.H olarak sunulmustur.

Bununla birlikte fosforile Nf-kB (serin 276) miktarinin total Nf-kB diizeyine orani
Nf-kB sinyal yolagmin aktivasyonunun degerlendirilmesinde siklikla kullanilmaktadir.
Deneylerimizde fosforile Nf-kB diizeyinin total Nf-xB diizeyine oranit OL grubunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0.05). DMF
tedavisi ile OL+DMF30 (p<0.05) ve OL+DMF100 (p<0.01) gruplarinda fosforile Nf-
kB’nin total Nf-kB diizeyine oran1 OL grubuna gore anlamli sekilde azaldi ve kontrol
grubu degerlerine geri dondii. Kontrol ve kontrol+DMF gruplarinda ise fosforile Nf-kB’nin

total Nf-kB diizeyine orani benzer bulundu (p>0.05) (Sekil 27).
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Sekil 27. Farelerden izole edilen akciger dokularinda fosforile Nf-kB protein
ekspresyonunun total Nf-kB protein ekspresyonuna orani (n=4-8/grup).
(*p<0.05 kontrol grubuna kiyasla, #p<0.05, ##p<0.01 OL grubuna kiyasla)

4.3. izole Fare Akciger Dokularinin Histopatolojik Analizi

Calismada farelere OVA ve LPS uygulanarak in vivo deneysel solunum yolu
inflamasyonu indiiklendi. Farelerden izole edilerek fikse edilip parafine gomiilen akciger
dokularindan hazirlanan kesitler histopatolojik olarak incelendi. Bu amagla akciger
kesitleri hematoksilen-eozin ile boyandiktan sonra mikroskop ile peribronsiyal ve

parankimal inflamasyon parametrelerine gore puanlanarak degerlendirildi.

Akciger kesitlerinde belirlenen parankimal inflamasyonla iligkili puanlar deney
gruplar1 arasinda benzer bulundu (p>0.05). Ancak OL grubunda peribronsiyal inflamasyon
puanlart kontrol grubuna goére anlamli sekilde yiiksek belirlendi (p<0.05). Ayrica,
OL+DMF30 grbunda peribronsiyal inflamasyon diizeyi OL grubunda gozlenen degerlere
yakin diizeyde izlenirken, OL+DMF100 grubunda azalsa da OL grubuna kiyasla anlamh
azalma goriilmedi (Sekil 28).
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Sekil 28. (a) Farelerden elde edilen akciger 6rneklerinde parankimal inflamasyon skorlari.
(b) Farelerden elde edilen akciger orneklerinde peribronsiyal inflamasyon
skorlar1. Degerler yari-kantitatif olarak ifade edildi ve ortalama + SH olarak
verildi. (*p<0.05, kontrol grubuna kiyasla)
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a)

Resim 12. Akciger dokularinda histopatolojik analiz goriintiileri. (a) Kontrol grubu
histopatolojik analiz goriintiileri. (b) OL grubu histopatolojik analiz
goriintiileri. (c) OL+DMF30 grubu histopatolojik analiz goriintiileri. (d)
OL+DMF100 grubu histopatolojik analiz goriintiileri. (¢) DMF grubu
histopatolojik analiz goriintiileri.

€)
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4.4. Izole Fare Akciger Dokularinin Metabolomik Analizi

Calismada OVA ve LPS uygulamasi ile in vivo deneysel solunum yolu
inflamasyonu indiiklenen farelerin akciger sol lobu izole edilerek homojenize edildi.
Akciger homojenatlarinda karbonhidrat, yag asidi, aminoasit ve protein metabolizmasi ile
enerji iiretimi gibi baglica biyokimyasal sinyal yolaklarinda 6nemli rol oynadigi bilinen
metabolitler kantitatif analiz edildi. Ol¢iim sonuglarina gore uygulanan temel bilesenler
analizinde (PCA) metabolitlerin deney gruplar1 icinde homojen dagilim gosterdigi tespit
edildi (Sekil 30). Ardindan yapilan kismi en kiigiik kareler ayrimei analizinde (PLS-DA)
ise deney gruplar1 metabolit icerikleri yoniinden ayristirilarak, gruplar arasindaki farklilig
saglayan metabolitler belirlendi (Sekil 30). PLS-DA analizinde projeksiyondaki
degiskenlerin 6nemi (Variable Importance in Projection, VIP) puanlar tespit edildikten
sonra, bu degerin birden biiyiikk (>1) oldugu metabolitler deney gruplar1 arasinda ayrimi

saglayan biyobelirte¢ metabolitler olarak belirlendi.
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Sekil 29. Kontrol, kontrol+DMF, OL, OL+DMF30 ve OL+DMF100 deney gruplarindaki
farelerden elde edilen akciger homojenatlarinin metabolomik analizinden elde
edilen temel bilesenler analizi (PCA) grafigi (a) ve kismi en kiigiik kareler
ayrimci analizi (PLS-DA) grafigi (b).

Akciger homojenatlarinda GC-MS ile yapilan metabolomik analizler sonucunda

tanimlanan metabolitler Tablo 14’te sunulmustur.
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Tablo 14. GC-MS analizi sonucunda akciger homojenatlarinda tanimlanan metabolitler

10-hydroxydecanoic asit
1-heksadekanol

1-metil nikotinamid
1-metilhidantoin
2,4,5-Trihidroksipentanoik asit
2,4-Bishidroksibutanoik asit
2-amino-2-metil 1,3-propanediol
2-hidroksipiiridin
2-keto-L-glukonik asit
3,4-dihidroksifenil glukol
3-aminoizobitirik asit
3-fosfogliserat
4-aminofenol
4-hidroksibenzoik asit
5-aminoimidazol 4-karboksamid
5-aminovalerik asit
5-beta-androstan-3,17-dion
5-beta-kolestan-3-alpha-7-alpha-
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Sekil 30. Kontrol, DMF, OL, OL+DMF30 ve OL+DMFI100 deney gruplarindan elde
edilen akciger homojenatlarinin metabolomik analizinde, gruplar arasi ayrimi
saglayan metabolitlerin Variable Importance in Projection (VIP) puanlart ile
metabolitlerin diizeylerinin karsilagtirilmasini gosteren grafik.

Buna gore 16sin, dehidroaskorbik asit, 2,4,5-

trthidroksipentanoik asit, glikolik asit, aspartik asit, nonanoik asit, gliseron fosfat, O-fosfo-

benzoik asit, mannoz,

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 diizeyleri deney gruplar1 arasinda

farklilik gosterdi (Sekil 30).
4.4.1. Aminoasit Metabolizmasinda Rol Oynayan Metabolitlerin Analizi

Losin ve aspartik asit diizeyi OL grubunda kontrole kiyasla artti, DMF tedavisi ise

doza bagimh sekilde daha fazla artirdi. Alanin, fenilalanin ve O-fosfo-L-tirozin diizeyleri
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ise OL grubuna gore kontrol grubunda daha diisiik bulundu. DMF tedavisi ise bu
metabolitlerin diizeyini OL grubuna gore azaltt1 (Sekil 31-36).

4.4.2. Karbonhidrat Metabolizmasinda Rol Oynayan Metabolitlerin Analizi

Kontrol+ DMF grubu akciger dokularinda D-glikoz-6-fosfat, glikoz-6-fosfat,
mannoz,malik asit,plirin 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 kiyaslandiginda anlamli olarak artmistir. Benzoik
asit, glukuronik asit, fruktoz, gliserol, dehidroaskorbik asit, glukopiranoz ve fruktoz
seviyelerinde ise anlamli azalma gozlemlenmistir. D-glukoz-6-fosfatin seviyesinin ise
gruplar arasinda c¢ok giiclii ayirt edici 6zellik tagiyan (VIP>2.4) seviyede oldugu tespit
edilmistir. Karbonhidrat metabolizmasi ile glikolizde énemli mannoz, soforoz, gliseron
fosfat, gliserol-1-fosfat ve laktik asit metabolitleri OL grubu farelerin akciger
homojenatlarinda kontrole kiyasla anlamli sekilde yiiksek bulundu. DMF tedavisi ile
OL+DMF30 grubunda bu metabolitlerin diizeylerini OL grubuna goére azaltirken, aksine
tedavi uygulamas1 OL+DMF100 grubunda metabolit diizeylerinin artmasina sebep oldu.
Benzer sekilde mannoz, soforoz, gliseron fosfat ve laktik asit kontrol+DMF grubunda
kontrol grubuna kiyasla artarken, gliserol-1-fosfat diizeyi azaldi. Ayrica akciger dokusunda
6-fosfoglukoz ve malik asit metabolitlerinin diizeyleri OL grubunda kontrole gore artti.
OL+DMF30 ve OL+DMF100 deney gruplarinda ise bu metabolitlerin diizeylerinde OL
grubuna kiyasla doza bagimli sekilde artis saptandi. Ayrica glikolik asit diizeyi OL
grubunda kontrole gore diisiik bulundu, DMF tedavisi de glikolik asit diizeyini OL grubuna
kiyasla doza bagimli sekilde azaltti (Sekil 31-36).

4.4.3. Lipit ve Yag Asidi Metabolizmasinda Rol Oynayan Metabolitlerin Analizi

Nonanoik asit v 1-heksadekanol diizeyleri OL grubunda kontrole kiyasla diisiik
bulundu. DMF tedavisi ise bu metabolitlerin diizeylerini OL grubuna goére doza bagiml
sekilde azaltti. DMF tedavisi uygulanan kontrol+DMF grubunda da benzer sekilde
nonanoik asit ve -heksadekanol diizeyleri kontrole kiyasla diisiik bulundu. Laurik asit
diizeyi OL grubunda kontrole gore yliksek 6l¢iildii. OL+DMF30 ve OL+DMF100 deney
gruplarinda ise laurik asit diizeyi OL grubuna gore doza bagimh sekilde azaldi. DMF
tedavisi uygulanan kontrol+DMF grubunda da benzer sekilde nonanoik asit, 1-
heksadekanol ve laurik asit diizeyleri kontrole kiyasla diisiik bulundu. Tetratriakontan ve

skualen metabolit diizeyleri ise OL grubunda, kontrole kiyasla azaldi. Ancak OL+DMF30
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grubunda tetratriakontan ve skualen diizeyleri OL grubuna gore artarken, OL+DMF100
deney grubunda diisiik bulundu. Kontrol+DMF deney grubunda tetratriakontan diizeyi
kontrole gore azalirken, skualen diizeyi artt1 (Sekil 31-36).

4.4.4. Aromatik ve Sekonder Metabolitlerin Analizi

Benzoik ve 4-hidroksibenzoik asit diizeyleri OL grubunda kontrol grubuna gore
azaldi, ayrica OL+DMF30 deney grubunda OL grubuna gore daha diisiik bulundu.
OL+DMF100 grubunda ise benzoik asit OL grubuna gore azalirken, 4-hidroksibenzoik asit
diizeyi tersine OL grubuna gore yiiksek bulundu. Kontrol+DMF deney grubunda ise DMF
tedavisi benzoik ve 4-hidroksibenzoik asit diizeylerini kontrole gore azaltti. Mimozin ve
2,4,5-trihidroksipentanoik asit metabolitleri OL grubunda kontrole kiyasla yiiksek bulundu.
DMEF tedavisi ise bu metabolitlerin diizeyini OL grubuna gore doza bagimli sekilde artirdi.
Ayrica kontrol+DMF deney grubunda bu metabolitlerin diizeyi kontrole goére yliksek
bulundu (Sekil 31-36).

4.4.5. Diger: Dehidroaskorbik Asit, Monometil Fosfat ve Fosfonomisin

Hiicre i¢i antioksidan savunma sistemlerinde o©nemli bir metabolit olan
dehidroaskorbik asit diizeyi OL grubunda kontrole gore diisiik bulundu. OL+DMF30 ve
OL+DMF100 deney gruplarinda da OL grubuna gore doza bagimli sekilde azaldi.
Dehidroaskorbik asit diizeyi kontrol+DMF grubunda kontrole gore daha diisiik olciildii.
Ancak monometil fosfat metabolitinin diizeyt OL grubunda kontrole gore arttt. DMF
uygulamasi ise OL+DMF30 ve OL+DMF100 deney gruplarinda monometil fosfat diizeyini
DMF dozuna bagl sekilde OL grubuna gore artirdi. DMF tedavisi ise kontrol+DMF
grubunda da monometil fosfat metabolitinin kontrol grubuna gore artmasina neden oldu.
Fosfonomisin metaboliti OL grubunda kontrole gore azaldi. DMF tedavisi de OL+DMF30
ve OL+DMF100 deney gruplarinda OL deney grubuna gore fosfonomisin diizeylerini
DMF dozuna bagh sekilde artirdi. Kontrol+DMF grubunda ise fosfonomisin diizeyi
kontrol grubuna gore diisiik bulundu (Sekil 31-36).
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Sekil 31. Kontrol ve kontrol+ DMF gruplarindan elde edilen akciger homojenatlarindaki
metabolit ekspresyonlarinin 1s1 haritas1 (heat map) ile gosterimi.
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Sekil 34. Kontrol ve OL gruplarindan elde edilen akciger homojenatlarindaki metabolit
ekspresyonlarinin 1s1 haritasi (heat map) ile gosterimi.
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Sekil 35. Kontrol ve OL deney gruplarindan elde edilen akciger homojenatlarin

metabolomik analizinde, gruplar arasi ayrimi saglayan metabolitlerin VIP
puanlar ile metabolitlerin diizeylerinin karsilagtirilmasini gosteren grafik.
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Sekil 36. Kontrol ve OL deney gruplarindan elde edilen akciger homojenatlarinin
karsilastirmali metabolomik analizine ait yanardag (volcano plot) grafigi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismada OVA ile sensitize edilen farelere ardisik olarak i.n. OVA ve LPS
uygulamasi yapilarak solunum yolu enfeksiyonu ile tetiklenen deneysel astim modeli
olusturuldu. Klinikte MS ve psoriazis gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde
kullanilmakta olan DMF’nin solunum yolu inflamasyonu ile iliskili hastaliklarda olas1
etkinligini degerlendirmek amaciyla farede indiiklenen deneysel astim modelinde DMF
tedavisinin solunum yolu hiperreaktivitesi, peribronsiyal ve parankimal inflamasyon ile
immunometabolizma iizerine etkileri ve bu etkiye aracilik eden olas1 etki mekanizmalari

incelendi.

Astim nefes darligi, oksiiriik, hiriltilt solunum, mukus iiretiminde artis ve solunum
yolu hiperreaktivitesi gibi klinik belirtilerle karakterize edilen bir hastaliktir. Klinikte
alerjik astim, nétrofilik astim ve obezite ile iliskili astim gibi farkli astim fenotipleri
mevcuttur. Hastalik belirtilerinin daha sik ve siddetli goriildiigii epizodik alevlenme
donemleri alerjen maruziyeti veya solunum yolu enfeksiyon gibi faktorlerle tetiklenir.
Farede sistemik veya solunum yoluna lokal olarak OVA uygulanmasi; Th2 hiicrelerinin
farklilagsmasina, Th2 tipi sitokinlerin iiretiminde artisa, solunum yolunda eozinofili,
histopatolojik degisiklikler ve brongiyal hiperreaktivite gibi klinik astima benzer
Ozelliklerin ortaya c¢ikmasia yol agan, literatiirde yaygin olarak kullanilan ve kabul
edilmis bir deneysel modeldir (157, 158). LPS ise gram negatif bakteri hiicre duvari
bilesenidir ve TLR4 reseptorleri araciligi ile immiin sistemi aktive ederek inflamatuvar
yanit olusturur. Ayni zamanda hava kirliligi ve sigara dumani kronik maruziyette solunum
yolu inflamasyonuna neden olan faktorlerde de belirli oranda LPS kontaminasyonu
bulunmaktadir. LPS uygulamas: bakteriyel enfeksiyona bagli gelisen dogal immiin
reaksiyonu oldukga iyi yansitan, literatiirde uzun zamandir kapsamli sekilde benimsenmis
inflamasyon modeli olusturur. Klinikte astim belirtilerinin daha belirgin hale geldigi
epizodik alevlenme doneminin deneysel olarak olusturulmasi i¢in OVA ve LPS
kombinasyonu kullanilmaktadir. Boylece Th2 ve Thl tip lenfosit aracili inflamatuvar yanit
olusturmaktadir. Bu deneysel modelde hem eozinofili hem de nétrofil aktivasyonu

gelismektedir (6, 149).

Calismada deneysel astim modeli olusturulan farelerden izole edilen trakea
dokulariin karbakol, 5-HT ve bradikinin ile indiiklenen konsantrasyona bagimli kasilma

yanitlar1 izole organ banyosu ydntemi ile incelendi. Farede OVA ve LPS ile olusturulan
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solunum yolu inflamasyonunda karbakol ile indiiklenen kasilma yanitlar1 degismezken, 5-
HT ve bradikinin kasilma yanitlarinin kontrole karsi arttigt ve bu modelde 5-HT ve

bradikinine karsi trakeal hiperreaktivite gelistigi gosterildi.

Solunum yolu remodellingi ve sinir inervasyonundaki degisiklikler solunum yolu
diiz kasinin kasici uyaranlara duyarlhilifinin artmasina ve bronsiyal hiperreaktiviteye neden
olmaktadir (159, 160). Cesitli calismalarda deneysel inflamasyon modellerinde solunum
yolu diiz kasinda in vitro karbakol kasilma yanitinin degismedigi gosterilmistir (161-163).
Deneysel asttim modellerinde rodentlerde solunum yollarinda ve pulmoner damarlarda;
insanlarda astim patogenezinde 6nemli rol oynayan basta histamin olmak {izere 16kotrien
C4, platelet aktive edici faktor ve adenozin yanitlarinin ¢ok zayif olmasindan Otiirii
karbakol ve 5-HT indiiklii yanitlar astim arastirmalarinda onemlidir (164). Astim
patogenezinde ve astim ile iliskili solunum yolu inflamasyonunda 5-HT2A reseptorleri
onemli rol oynamaktadir. Birgok preklinik c¢alismada, farelerden izole edilen trakea ve
brong preparatlarinda 5-HT reseptorlerinin aracilik ettigi konsantrasyona bagimli kasilma
yanit1 gosterilmistir (165-167). Cesitli deneysel astim modellerinde yapilan ex vivo
calismalarda, trakea ve bronsiyol dokularin 5-HT2A reseptor antagonisti ketanserin ile
inkiibasyonu 5-HT ile indiiklenen kasilma yanitlarini azaltmistir (168). Ayrica farelerden
izole edilen trakea ve brong preparatlarinda, 5S-HT presinaptik 5-HT2A reseptorlerini aktive
ederek kolinerjik sinir uglarindan asetilkolin saliverilmesini artirmaktadir; saliverilen
asetilkolin ise muskarinik (M3) reseptorler lizerinden 5-HT ile indiiklenen kasilma yanitina
aracilik etmektedir (169). Diger baz1 caligmalarda ise izole fare trakeasinda 5-HT3

reseptorlerinin de 5-HT kasilmasina aracilik ettigi raporlanmistir (170).

Astim patogenezinde bradikinin solunum yolunda inflamatuvar yanitlar
tetikleyerek bronkokonstriksiyona neden oldugu bilinmektedir. Astim hastalarindan elde
edilen BAL sivi Orneklerinde kinin diizeylerinin ve akciger diiz kas hiicrelerinde B2
reseptor ekspresyonunun saglikli bireylere gore yliksek bulunmustur (171, 172). LPS ile
indiiklenen akut solunum yolu inflamasyon modellerinde, LPS’nin B1 reseptorleri
upregiile ettigi ve bradikininin B1 reseptorler aracili inflamatuvar yolaklar1 aktive ettigi
gosterilmistir  (173). Fare trakeasinda bradikinin B2 reseptorleri aracilifi ile
konsantrasyona bagimli kasilma yanit1 olusturur (174). Ancak kinin benzeri bir madde olan

bradikinin solunum yolunda eksprese edilen kininaz enzimi araciligi ile hizlica inaktive
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edilmektedir (175). Calismada kininaz enzim inhibitorii kaptopril ile inkiibe edilen fare

trakea halkalarindan bradikinin kasilma yanitlart alinmistir.

Calismamizda DMF’nin karbakol, 5-HT ve bradikinin ile indiiklenen trakeal
kontraktilite iizerine etkileri arastirllmistir. Jaiswal ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
deneysel ¢alismada, ev tozu akari ile sensitize edilen deney farelerine 0.5 mg/kg DMF i.n.
uygulanmistir. Metakolin testi ile havayolu duyarliligi degerlendirilen farelerde,
provokasyon testi ile elde edilen direng degerlerinde azalma goriilmiustir (143).
Calismamiz kapsaminda, DMF 5-HT ve bradikinin ile artmis kontraktil yanitlarda 6zellikle
yiikksek doz (100 mg/kg) ile anlamli azalma saglamistir. 100 mg/kg DMF tedavisi ile,

bradikinin ile indiiklenen trakeal kontraktilitede kontrole yakin iyilesme gézlemlenmistir.

Calismada deneysel astim modeli ile solunum yolu inflamasyonu uygulanan
farelerde DMF tedavisinin etkilerine aracilik eden olas1 hiicresel mekanizmalar1 incelemek
amaciyla akciger homojenatlarinda, Nrf2/Keapl sinyal yolag: ile iliskili proteinlerin
ekspresyonu incelendi. Sonuglarimiz, yiiksek doz sistemik DMF tedavisinin solunum yolu
inflamasyonu sonucu ortaya c¢ikan Nrf2 ekspresyonundaki inhibisyonu 06nledigini

gostermektedir.

Nrf2, hiicre iginde antioksidan mekanizmalar1 ve ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunu indiikleyen bir transkripsiyon faktoriidiir (176). Bazal kosullarda Nrf2,
inhibitor protein Keapl ile kompleks olusturarak sitoplazmada stabil sekilde tutulur (177).
Duan ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada, OVA ile olusturulan astim
modelinde Nrf2 ekspresyonunun kontrole kiyasla azaldig1 gosterilmistir (178). Ayrica bir
diger calismada OVA uygulanan farelerden izole edilen akciger dokusunda Nrf2
ekspresyonunun baskilandigi, O-metillenmis flavon tiirevi olan eupatilin tedavisinin ise
Nrf2 ekspresyonunu aktive ederek inflamatuvar sitokin ve ROS iiretimini, ayn1 zamanda

akcigerdeki histopatolojik degisiklikleri 6nledigi raporlanmistir (179).

Benzer sekilde Cen ve arkadaslart HEK293T hiicrelerinde DMF’nin doza bagimli
sekilde Nrf2 sinyal yolagini aktive ederek hiicre i¢i antioksidan yanit elemanlarininin
ekspresyonunu indiikledigini gostermistir. Ayn1 calismada CD4-spesifik Nrf2 geni silinmis
farelerde OVA ile indiiklenen alerjik astim modeli uygulanmis; bu farelerde DMF tedavisi,
naive farelerde gozlenen koruyucu etkinin aksine, artmis IgE diizeyleri, sitokin
saliverilmesi, mukus {retimi, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve solunum yolu

inflamasyonunu 6nlememistir (180).
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Buna gore sonuglarimiz literatiirdeki verilerle uyumludur. Deneysel astim
modelinde Nrf2 ekspresyonunun indiiklenmesi DMF’nin solunum yolu inflamasyonundaki

terapotik etkilerine katki sagliyor olabilir.

Calismada asttim modeli olusturulan farelerden izole edilen akciger dokusunda
sistemik DMF tedavisinin Wnt sinyal yolagi iizerine etkisi incelendi. Sonuglarimiz
inflamasyon ile iligkili olarak akciger homojenatlarinda aktif B-katenin diizeyinin
azaldigin1 gosterdi. Intragastrik olarak uygulanan DMF tedavisi ise hem diisiik hem de
yiiksek dozda inflamasyon sonucu degisen aktif B-katenin diizeylerini kontrol grubundaki
seviyelere benzer hale getirdi. Kanonikal ve kanonikal olmayan Wnt yolaginin agonisti
Wnt-5A/B’nin akciger dokusundaki ekspresyonu ise solunum yolu inflamasyonu veya
DMF tedavisi ile degismedi. Ayrica bu c¢alismada farelerden elde edilen akciger
homojenatlarinda Nf-kB sinyal yolaginda rol oynayan proteinlerin ekspresyon diizeyi
incelendi. Elde edilen bulgularimiz solunum yolu inflamasyonu ile iligkili olarak Nf-xB
sinyal yolaginin aktive oldugunu, sistemik DMF tedavisinin ise hem diisiik hem de yiiksek

dozda Nf-kB yolaginin aktivasyonunu onledigini gosterdi.

Wnt sinyal yolaginin embriyogenezis, fibrozis ve inflamasyonda o6nemli rol
oynadigi bilinmektedir (116). Wnt yolagi solunum epiteli, dendritik hiicre, makrofaj, T
lenfosit ve fibroblast gibi bircok farkli hiicre tiirlinde proliferasyonu ve hiicre
farklilagsmasini indiikler (181). Ayrica kronik inflamatuvar solunum yolu hastaliklarinda
fibrotik degisiklikler ile inflamatuvar yanit1 indiikledigi gosterilmistir (131). Wnt sinyal
yolag1 memeli canlilarda farkli alt tipleri bulunan glikoprotein yapisinda endojen agonistler
tarafindan aktive edilir. Wnt yolagi agonistleri hiicre membraninda yerlesik Frizzled
reseptorii ve LRP5/6 koreseptorii ile etkileserek sinyal yolaginin aktivasyonuna neden olur
(115, 116). Wnt sinyal yolag1 B-katenin bagimli kanonikal ve kanonikal olmayan sinyal
yolag1 olarak ikiye ayrilir (110). Kanonikal Wnt yolaginin aktivasyonu serin 9 bolgesinden
GSK-3fB’y1 fosforile ederek bu proteinin inhibisyonuna neden olur (182). GSK-3p’nin
inhibisyonu sonucu [B-katenin yikim kompleksi dagilir ve B-katenin’i fosforile edemez.
Fosforile olmayan B-katenin proteozomal degradasyondan korunarak stabilize olur ve aktif
hale gecer. Aktif haldeki B-katenin hiicre ¢ekirdegine transloke olarak TCF/LEF ile hedef

genlerin transkripsiyonunu indiikler (115, 116).

Intrauterin donemde kanonikal Wnt yolagmin aktivasyonu solunum yolu diiz kasi

gibi akciger olusturan cesitli histolojik yapilarin gelisiminden sorumludur (183, 184).
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Astim gelisiminde aktive oldugu bilinen family with sequence similarity 13 member A
(FAMI13A) geninin transkripsiyonu [-katenin’in aktif forma doniiserek hiicre iginde
agregasyonuna neden olmaktadir (44). Ayrica literatiirde mevcut olan bir¢ok c¢alismada
Wnt sinyal yolagimin disfonksiyonunun astim gibi kronik inflamatuvar solunum yolu

hastaliklarinin patogenezine katki sagladigi gosterilmistir (132, 185, 186).

Huang ve arkadaglari tarafindan yapilan bir calismada, sicanda kronik OVA
uygulamasi ile alerjik astim modeli indiiklenmis siganlardan izole edilen akciger
dokularinda aktif B-katenin diizeyi yliksek bulunmustur (115). Benzer sekilde farede toliien
diizosiyanat ile indiiklenen astim modelinde de akcigerde fosforile olmayan aktif B-katenin
ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir (132). Liang ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada ise farede ev tozu akari ile deneysel astim modeli indiiklenerek akciger dokular
izole edilmis, elde edilen akciger homojenatlarindan membrandz sitozolik ve niikleer
fraksiyonlar hazirlanmistir. Bu c¢alismada astim olusturulan farelerde aktif B-katenin
diizeyleri membranoz fraksiyonda azalirken, sitozolik ve niikleer fraksiyonlarda artmigtir

(187).

Ayrica farede OVA ile indiiklenen bir astim modelinde in vivo kanonikal Wnt
sinyal yolagi agonisti Wnt-1 uygulanarak astim ile iligskili deneysel parametreler
incelenmigtir. Sistemik Wnt-1 uygulamasi IL-13 ekspresyonunun, inflamatuvar hiicre
infiltrasyonunun ve goblet hiicre gelisiminin artmasmi Onleyerek bronsiyal
hiperreaktiviteyi azaltmistir (188). Ancak ayni c¢aligmada farede ev tozu akari ile
indliklenen astim modeli olusturuldugunda Wnt-1 wuygulamast astim ile iliskili
parametrelerde anlamli bir degisiklige neden olmamustir (188). Diger bir calismada ise
farede OVA ile astim modeli olusturularak kurkuminin astim ile iliskili deneysel
parametreler iizerine etkinligi incelenmis ve kurkuminin astim iizerine terapotik etkisini
Wnt/B-katenin yolaginin aktivasyonu araciligiyla sagladig: ileri siiriilmiistiir (189). Ayrica
Wnt/B-katenin sinyal yolagimmin solunum yolundaki hiicrelerde epitel-mezenkimal
transdiferansiyasyon ve fibrotik degisiklikleri indiikleyerek solunum yolu remodellinginde

onemli rol oynadig1 bilinmektedir (190).

Bunun yani sira gesitli preklinik ¢alismalarda kanonikal olmayan Wnt yolaginin da
astim patogenezine katki sagladigi ileri striilmiistiir. Siddetli astim tanisi konulmus
hastalardan izole edilen solunum epiteli ve lamina propria Orneklerinde Wnt-5A

diizeylerinin saglikli bireylere kiyasla yiiksek oldugu gdosterilmistir (191). Ayrica bu
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hastalardan elde edilen biyolojik 6rneklerdeki Wnt-5A diizeylerinin hastalardaki solunum
yolunda eozinofil infiltrasyonu ve remodelling ile pozitif korelasyon gosterdigi de tespit
edilmistir (191). Benzer sekilde astim hastalar1 ve saglikli dondrlerden elde edilen biyopsi
orneklerinden hazirlanan primer solunum yolu diiz kas hiicre kiiltiirlinde, astimli
hastalardan izole edilen hiicrelerde Wnt-5A/B seviyeleri saglikli bireylerden izole edilen
hiicrelere kiyasla yiliksek bulunmustur (192). Koopmans ve arkadaglari tarafindan yapilan
bir c¢alismada, farede OVA ile indiiklenen astim modelinde Wnt-5A’nin asir1
ekspresyonunun IL-4 ve IL-5 gibi Th2 tip sitokin iiretiminin artmasina ve a-SMA aracilig1
ile remodellinge neden oldugu ileri siiriilmiistiir (193). Ayrica akciger fibroblastlarinda IL-
17A/TGF-B1/Wnt-5A sinyal aksinin bulundugu ve Wnt-5A’ nin bu sinyal aksi aracilig ile
IL-17A’nin inflamatuvar yanit {izerine etkilerini potansiyelize ettigi bildirilmistir (188).
Ayrica Wnt-5A ile inkiibe edilen izole sigir trakea dokularinda histamin ile indiiklenen
kasilma yanit1 artmistir (194). Buna karsin Beckert ve arkadaglari, farede OVA veya ev
tozu akar1 ile indiiklenen iki ayr1 astim modelinde Wnt-5A uygulamasinin BAL sivisinda
ve akcigerde inflamatuvar hiicre ve sitokin diizeyini azalttigini ileri siirmiistiir (195).
Ayrica bir diger ¢alismada, Wnt-5A’nin kanonikal Wnt/B-katenin sinyal aktivasyonunu
inhibe ettigi bildirilmistir (186).

Literatiirde farede OVA ile indiiklenen astim modelinde akciger dokusunda
fosforile Nf-kB p65 diizeyi yiiksek bulunmus ve astimli farelerde Nf-kB sinyal yolaginin
aktive oldugu gosterilmistir (196). Liang ve arkadagslar1 tarafindan yapilan bir diger
calismada ise astim modeli olusturulan farelerde fosforile Nf-kB p65°in total Nf-kB p65°e
oranmin arttigr tespit edilmistir (187). Bu calismada Nf-kB yolaginin inhibe edilmesi
akcigerde histopatolojik degisiklikleri ve solunum yolu hiperreaktivitesini azaltmistir

(187).

Literatiirdeki ¢aligmalara goére kanonikal ve kanonikal olmayan Wnt ile Nf-xB
sinyal yolaklarmin astim ile iligkili solunum yolu inflamasyonunda rol oynadig: aciktir.
Ancak Wnt yolaginin aktivasyonunun deneysel astim modeli tiirline, incelenen deneysel
parametrelere ve Ol¢glim zamanina gore degistigi goriilmektedir. Ayrica kanonikal ve
kanonikal olmayan Wnt yolagmin akcigerdeki epitel hiicre, dendritik hiicre, lenfosit,
l16kosit, fibroblast ve diiz kas hiicrelerindeki etkilerinin de hiicre tipine gore farklilik

gosterdigi anlasilmistir. Ayrica hiicre i¢inde inflamatuvar stirecin farkli zaman noktalarinda
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kanonikal ve kanonikal olmayan Wnt ile Nf-kB sinyal yolaklarinin etkilesimi de oldukca

degisken ve karmagiktir.

Onceki calismalarimizda OVA ve LPS ile indiiklenen astim modelinde Akt sinyal
yolagi araciligr ile GSK-3f’nin serin 9 boélgesinden fosforile edilerek inhibe oldugu
gosterilmistir (163). Bu durumda B-katenin yikim kompleksinin inhibe olmasi ve hiicre
icinde aktif B-katenin diizeyinin artmasi beklenir. Bunun aksine c¢alismamizda astim
modeli uygulanan farelerden izole edilen total akciger homojenatlarinda aktif B-katenin
diizeyi kontrole gore diisiik bulundu. Bu durum fosforile olmayan aktif B-katenin diizeyinin
farkli hiicre kompartmanlarinda degisken olmasina ve -katenin translokasyonunun artmasi
sonucu niikleer fraksiyonda yogunlagsmasina bagli olabilir. Ayni zamanda literatiirdeki
caligmalarda kanonikal olmayan Wnt yolaginin hiicre i¢i sinyal iletim mekanizmasinda yer
alan JNK aktivasyonunun B-katenin’i serin 33/37 ve threonin 41 bdlgelerinden fosforile
ettigi ileri striilmiistiir (197). Diger bir ¢alismada Akt yolag1 aktivasyonunun p-katenin’i
tirozin 654 bolgesinden fosforile ettigi gosterilmistir (198). Bu nedenle olusturdugumuz
astim modelinde B-katenin, GSK-3p ile iliskili yikim kompleksinden bagimsiz, farkli bir
hiicresel mekanizma ile fosforile edilerek yikiliyor olabilir. Ayrica ¢alismada astim modeli
olusturulan farelerde Nf-xB sinyal yolaginin aktive oldugunu tespit ettik. Nf-xB sinyal
yolag1 aktivasyonunun Wnt/B-katenin sinyal yolagini1 baskiladig ileri siirtilmiistiir (199).
Bu nedenle astim modelinde farelere i.n./i.p. OVA verilmesinin ardindan uygulanan LPS

ile Nf-xB sinyal yolaginin aktivasyonu sonucu aktif B-katenin diizeylerini azaltmis olabilir.

Literatiirde DMF’nin Wnt sinyal yolag1 iizerine etkilerini inceleyen galigmalar
bulunmaktadir. In vivo iskemi reperfiizyon hasari modelinde DMF tedavisinin B-katenin
ekspresyonunu indiikleyerek terapdtik etkinlik gosterdigi bildirilmistir (200). Diger bir in
vitro c¢aligmada SH-SYSY hiicrelerine amiloid beta proteini uygulanarak olusturulan
norodejenerasyon modelinde DMF inkiibasyonu [-katenin ekspresyonunun azalmasini
onlemistir (201). Bunun yam sira, DMF uygulamas1 Nf-kB p65’in serin 276 ve serin 468
bolgelerinden fosforilasyonunu inhibe etmektedir (202). Birgok preklinik ¢calismada DMF
tedavisinin Nf-kB yolagin1 inhibe ettigi bildirilmistir (203).

Buna gore elde edilen sonuglar DMF’nin terapotik etkisine Nf-kB yolag:
inhibisyonunun aracilik ettigini diisiindiirmektedir. Ayrica DMF tedavisi Nf-kB yolagini
inhibe ederek astim uygulanan farelerdeki aktif B-katenin diizeyindeki azalmayi geri

¢evirmis olabilir.
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Calismada astim modeli olusturulan farelerde DMF tedavisinin akcigerde
histopatolojik degisiklikler iizerine etkileri incelendi. Bu amagla akciger kesitlerinde
peribronsiyal ve parankimal inflamasyon semi-kantitatif olarak degerlendirildi. Astim
modeli uygulanan farelerde peribronsiyal inflamasyon tespit edildi, ancak parankimal
inflamasyon skorlarinda gruplar arasinda anlaml degisik saptanmadi. DMF tedavisi diisiik
dozda astim olusturulan farelerde peribronsiyal inflamasyonu etkilemezken, yiliksek dozda

uygulandiginda peribronsiyal inflamasyon skorlarini kontrole benzer diizeye getirdi.

El-Baz ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada OVA ile sensitize edilen deney
hayvanlarina satagsma fazinda sistemik OVA ve LPS uygulanmistir. Elde edilen akciger
kesitlerinde yapilan histopatolojik analizlerde inflamasyon ve fibrozis tespit edilmistir
(204). Baska bir calismada OVA ve LPS ile alerjik astim modeli olusturulan farelerin
akcigerlerinde peribronsiyal ve perivaskiiler alanlarda inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun,
goblet hiicre plazisi ve mukus {rtiminin arttigi gosterilmistir (205, 206). Ayrica
calismalarda DMF’nin bleomisin ile indiiklenen akciger fibrozisi modellerinde, fibrozisi
azalttig1 ileri stiriilmistiir (207). Solunum yolu inflamasyonu modellerinde DMF tedavisi
ile akciger dokularinda patolojik skorlarda ve makrofaj infiltrasyonunda azalma

bildirilmistir (144).

DMF, klinikte psoriazis ve multiple sklerozis tedavisinde kullanilmaktadir. Bu
otoimmiin hastaliklardaki terapotik etkinligine immunomodulator etkisinin aracilik ettigi
ileri stirtilmiistiir (208). Calismada astim modeli uygulanan farelerden izole edilen akciger
homojenatlarinda metabolomik analiz yapildi. Deney gruplar arasinda akciger dokularinda
Olciilen miktarlar1 bakimindan anlamli farklilik gosteren ve ayrimi saglayan biyobelirteg
metabolitler belirlendi. Biyobelirteg metabolitler ise aminoasit, karbonhidrat, glikoliz, lipid
ve yag asidi metabolizmas1 gibi biyokimyasal reaksiyonlarda yer alan metabolitler ile
aromatik ve sekonder metabolitler olarak siniflandirildi. Farelerden izole edilen akciger
dokularinda yapilan metabolomik analizlerde 16sin, aspartik asit, alanin, fenilalanin ve o-
fosfo-L-tirozin hiicrede aminoasit metabolizmasinda yer alan biyobelirte¢ metabolitler
olarak tespit edildi. Sonuglarimiz 16sin ve aspartik asit diizeyinin astim uygulanan farelerde
arttigin1 gosterdi. Benzer sekilde DMF tedavisi de astimli farelerde bu metabolitlerin
diizeyini artirdi. Alanin, fenilalanin ve o-fosfo-L-tirozin metabolitleri ise astim uygulanan
farelerde kontrole gore azaldi. DMF tedavisi ise alanin, fenilalanin ve o-fosfo-L-tirozin

diizeyllerini astimli farelerde azaltti. Losin hiicre i¢inde inflamatuvar yanitta ve immiin
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hiicrelerin proliferasyonunda 6nemli bir aminoasittir (209). Losinin LPS ile indiiklenen m
TOR sinyal yolaginda rol oynadigi bilinmektedir (209). Ancak bunun aksine astim
hastalarindan elde edilen serum Orneklerinde 16sin diizeyleri saglikli bireylerle
karsilastirildiginda diisiik bulunmustur (210). Hiicre i¢inde Krebs dongiisiinde yer alan bir
aminoasit olan aspartik asit ise enerji iiretimi ve nitrojen metabolizmasmni destekler. Bu
nedenle inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve protein katabolizmasi ile metabolik yeniden
programlanmanin arttig1 durumlarda aspartik asit diizeyi artar (211). Calismada belirlenen
biyobelirteg metabolitlerden biri olan alanin ise glikolizin ara basamaklarinda anahtar rol
oynayan bir aminoasittir. Solunum yolu inflamasyonunda immiin hiicre aktivasyonu ve
oksidatif stres artan enerji ihtiyacim1 karsilamak amaciyla Warburg etkisi ile glikolizi
indiikledigi icin alanin diizeylerini azaltir (212). Fenilalanin hiicre i¢inde biyokimyasal
reaksiyonlar ve immiin regiilatér yolaklar arasindaki etkilesimi diizenleyen 6nemli bir
aminoasittir. Hiicrede Krebs dongiisiine girerek enerji iiretimini destekledigi, Th2
lenfositler basta olmak {izere immiin hiicrelerde enerji metabolizmasini diizenlemektedir
(213). Fenilalanin karacigerde hidroksillenerek tirozin aminoasitine doniisiir. Ayrica hiicre
icinde inflamatuvar sinyal yolaklarinin aktivasyonu tirozin aminoasitinin fosforilasyonunu
indiiklemektedir. Tirozin fosforilasyonu ise o-fosfo L-tirozin diizeyinin artmasina neden
olur (214, 215). Buna gore astim uygulanan farelerden elde edilen akciger dokularinda
aminoasit metabolizmasinda rol oynayan biyobelirte¢ metabolitlerin diizeylerinin solunum
yolu inflamasyonu ve immiin hiicre aktivasyonuna bagl olarak degistigi goriilmektedir.
Sonuglarimiz literatlir  verileri ile uyumludur. Ancak DMF tedavisi aminoasit
metabolizmas1 ile iliskili biyobelirteg metabolitlerin diizeylerinde solunum yolu
inflamasyonu sonucu meydana gelen degisiklikleri Onleyememistir. Astim modeli
uygulanan farelerden izole edilen akciger homojenatlarinda yapilan metabolomik
analizlerde mannoz, soforoz, gliseron fosfat, gliserol-1-fosfat, laktik asit, 6 fosfogikoz,
malik asit ve glikolik asit karbonhidrat metabolizmas1 ve glikolizde rol oynayan
biyobelirteg metabolitler olarak belirlendi. Astimli farelerin akciger dokularinda mannoz,
soforoz, gliseron fosfat, gliserol-1-fosfat ve laktik asit gibi biyobelirte¢ metabolitler
kontrole gore yliksek bulundu. Mannoz, glikoz tasiyicilart ile hiicre igine girerek glikoliz
reaksiyonunda enerji tiretimi i¢in kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda mannoz hiicre iginde
proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonlarinda gelisen glikolizasyon reaksiyonlarinda
da kullanilmaktadir (216). Soforoz karbonhidrat yikiminda diizeyi artan bir metabolittir

(217). Gliseron fosfat ve gliserol-1-fosfat biyobelirte¢ metabolitlerinin glikolize aracilik
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ettigi bilinmektedir. Ayrica immiin hiicrelerin aktive oldugu durumlarda membran
fosfolipitlerinin {iiretiminin indiiklenmesi sonucu gliseron fosfat ve gliserol-1-fosfat
metabolitlerinin diizeyi artmaktadir (218). Laktik asit ise hiicre iginde glikoliz
reaksiyonunda olusan son iirtindiir (219). Sonuglarimiz solunum yolu inflamasyonu ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu sonucu akciger dokusundaki hiicrelerde glikoliz
reaksiyonunun indiiklendigi ve Warburg etkisinin meydana geldigini gostermektedir.
Ozellikle solunum yolu inflamasyonu gibi inflamatuvar hiicre proliferasyonunun arttig1
durumlarda laktik asit diizeyinin artmasi ayirt edici ve tipik bir hiicresel yanmittir (220).
Astiml1 bireylerden izole edilen bronsiyal epitel hiicrelerinde, inflamasyon ve oksidatif
stresin tetikledigi metabolik yeniden programlama sonucu, aerobik kosullarda dahi ATP
liretiminin esas olarak glikoliz yoluna bagimli oldugu gosterilmistir (220). Warburg etkisi
olarak tanimlanan hiicre metabolizmasinin yeniden programlanmasi laktik asit diizeylerinin
artmasina neden olmaktadir (221). Calismada diisik dozda uygulanan DMF tedavisi
astimli farelerde gelisen Warburg etkisini Onledi. Ancak yiiksek doz DMF tedavisi
solunum yolu inflamasyonu ile indiiklenen karbonhidrat ve glikoliz metabolizmasindaki
degisiklikleri geri ¢eviremedi. In vitro ¢alismalarda DMF, glikozun hiicre icine girisini
doza bagimli artirmistir (222). Ancak bir diger ¢calismada DMF nin terapotik etkisini hiicre
icinde aerobik glikolizin inhibisyonu aracilig1 ile gosterdigi raporlanmistir (208). Buna
gore caligmada elde edilen sonuglar literatiir verileri ile uyumludur. Bunun yani sira astimli
farelerin akciger dokularinda 6-fosfoglikoz ve malik asit metabolitlerinin diizeyi artarken,
glikolik asit diizeyi kontrole gore azaldi. DMF tedavisi ise solunum yolu inflamasyonu
sonucu 6-fosfoglikoz, malik asit ve glikolik asit gibi metabolitlerin diizeylerinde meydana
gelen degisikligi doza bagiml sekilde potansiyalize etti. 6-fosfoglikoz metaboliti hiicre
icinde bir taraftan glikolize katilarak enerji Uretimini desteklerken, ayn1 zamanda pentoz
fosfat yolagina katilarak antioksidan etkili NADPH iiretimini saglar (223). Malik asit
metaboliti hiicre icinde Krebs dongiisiinde olusan bir ara iiriindiir. Inflamasyonda hiicre
icinde enerji lretiminin artmast sonucu mitokondrideki redoks dengesinin korunmasi
amactyla malik asit diizeyleri degismektedir (224). Glikolik asit diizeyleri ise peroksizom
metabolizmas1 sirasinda degigsmektedir (225). Calismada astim modeli uygulanan
farelerden izole edilen akciger dokularinda metabolomik analiz yapilarak, nonanoik asit ve
1-heksadekanol, laurik asit, tetratriakontan ve skualen lipid ve yag asidi metabolizmasinda
rol oynayan biyobelirte¢ metabolitler olarak belirlendi. Astim uygulanan farelerde

nonanoik asit ve 1-heksadekanol diizeyleri kontrole kiyasla azaldi. Benzer sekilde DMF
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tedavisi uygulanan astimli farelerde ise bu metabolitlerin diizeyi doza bagimli sekilde daha
da azaldi. Orta zincirli bir yag asidi molekiilii olan nonanoik asitin diizeyi lipoliz ve
oksidatif strese bagiml olarak artmaktadir (226). 1-heksadekanol metaboliti ise palmitik
asidin  indirgenmesi sonucu olusmaktadir. Inflamatuvar durumlarda membran
fosfolipitlerin yenilenme hizina bagl olarak diizeyi degismektedir (227). Astiml1 farelerde
laurik asit diizeyi kontrole kiyasla yliksek bulundu. DMF tedavisi ise astim modeli
uygulanan farelerde laurik asit diizeyini doza bagimh sekilde azaltti. Bazal durumda laurik
asit gibi yag asitleri hiicre i¢ine alinarak hizlica okside edilir. Ancak solunum yolu
inflamasyonu, immiin hiicre aktivasyonu ve metabolik stres ile iliskili yag asidi
metabolizmasinda B-oksidasyon disfonksiyonu sonucu laurik asit diizeyi ytikselir. Ayrica
mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasi da laurik asit diizeylerini artirabilmektedir (228).
Astimli farelerde tetratriakontan ve skualen metabolitleri kontrole kiyasla azaldi. Diisiik
doz DMF tedavisi inflamasyon sonucu tetratriakontan ve skualen diizeyindeki azalmay1
Onlerken, yiiksek doz tedavi bu metabolitlerin diizeyini etkilemedi. Tetratriakontan
membran lipit fraksiyonlarinda bulunan doymus uzun zincirli alkan yapisinda bir
hidrokarbondur. Solunum yolu inflamasyonunda lipid metabolizmasindaki bozulma veya
hiicre membran remodellingi nedeniyle diizeyi degismektedir. Triterpen yapisindaki
skualen, hiicre membraninda kolesterol ve diger sterollerin biyosentezinde kullanilan 6ncii
bir metabolittir. Hiicrede inflamatuvar yolaklarin aktivasyon, kolesterol ihtiyacini arttirarak
skualen diizeylerinde degisiklige yol agabilir. Bunun yami sira skualen metaboliti hiicre
membranin1 oksidatif strese karst koruyarak antioksidan fonksiyon gosterir (229).
Calismada farelerden izole edilen akciger homojenatlarinda yapilan metabolomik analizde
benzoik asit, 4-hidroksibenzoik asit ve mimozin aromatik ve sekonder biyobelirteg
metabolitler olarak belirlendi. Astim uygulanan farelerde benzoik asit, 4-hidroksibenzoik
asit diizeyleri kontrole gore azaldi. DMF tedavisi ise her iki dozda da benzoik asit, 4
hidroksibenzoik asit diizeylerindeki degisikligi Onleyemedi. Benzoik asit hiicrede
metabolize edilerek 4-hidroksibenzoik asite doniisiir. Benzoik ve 4-hidroksibenzoik asit
metabolitlerinin diizeylerinin oksidatif stres ve aromatik amino asit metabolizmasina bagl
olarak degistigi bilinmektedir (230). Astim olusturulan farelerde mimozin diizeyleri
kontrole kiyasla artti. DMF tedavisi ise astim olusturulan farelerde mimozin diizeylerini
daha da arttirarak doza bagimli sekilde inflamasyona bagimli etkileri metabolize etti.
Solunum yolu inflamasyonu ve oksidatif stres hiicresel proteinlerin oksidatif

modifikasyonu ve aktive olan immiin hiicrelerdeki metabolik degisiklikler, metabolik
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disfonksiyon i¢in biyobelirte¢ olan mimozin benzeri metabolitlerin artigina neden olur
(231). Son olarak izole fare akciger homojenatlarinda yapilan metabolomik analizde
dehidroaskorbik asit, monometil fosfat ve fosfonomisin gibi maddeler de biyobelirteg
metabolitler olarak belirlendi. Astim modeli uygulanan farelerde dehidroaskorbik asit
diizeyi kontrole gore azalirken, monometil fosfat diizeyi yiiksek bulundu. DMF tedavisi
astimli farelerde inflamasyon ile iligkili dehidroaskorbik asit, monometil fosfat
diizeyindeki degisiklikleri doza bagimli sekilde artirdi. Dehidroaskorbik asit hiicre i¢inde
askorbik asitin oksidasyonu sonucu olusur. Dehidroaskorbik asit hiicre iginde serbest
radikalleri temizleyerek akcigerdeki hiicreleri oksidatif hasara karsi korur (232).
Monometil fosfat hiicre iginde metilasyon ve fosforilasyon reaksiyonlari sonucu olusan
kiiglik bir molekiildiir (233). Solunum yolu inflamasyonu ve immiin hiicrelerin aktivasyonu
hiicre icinde ¢esitli kinaz enzimlerini aktive ederek fosforilasyona neden olmaktadir.
Ayrica solunum yolu remodelingi sonucu dokuda meydana gelen protein ve lipid
modifikasyonu da monometil fosfat diizeylerini artirabilir (234). Sonu¢ olarak bu
calismada OVA ve LPS ile astim olusturulan farelerde DMF tedavisinin etkinligi ortaya
konmustur. Calisma kapsaminda in vivo astim modelinde DMF nin terapotik etkinligi
trakeal kontraktilite, kanonikal ve non kanonikal Wnt yolagi proteinlerinin ekspresyonu ve
hiicresel metabolitlerin ekspresyonu yoniinden ilk kez degerlendirilmistir. Molekiiler
calisma verilerimize gore, OVA ve LPS ile indiiklenen astim modelinde kanonikal Wnt
yolaginin inhibe oldugu goriiliirken, non kanonikal Wnt yolaginda anlamli bir degisiklik
gozlemlenmemistir. Fonksiyonel diizelme gosteren yiiksek doz DMF (100 mg/kg/giin)
tedavisi peribronsiyal ve parankimal inflamasyonu iyilestirmede yetersiz kalmistir.
DMF’nin kontraktil fonksiyonlardaki terapotik etkisini Nrf2/HO-1 ve Nf-kB yolaklari
aracilt  gOstermis  olabilecegi  diisiiniilmektedir. Ancak etki mekanizmasinin
aydinlatilmasina yonelik daha ileri ¢aligmalar gereklidir. Calisma bulgularimiz, psoriazis
ve multiple sklerozis tedavisinde yillardir klinikte kullanimi olan DMF’nin astim
tedavisinde yeniden konumlandirilma potansiyelinin degerlendirilmesi gerektigini ortaya

koymaktadir.
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