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OZET

Eriskin Agir Astim Hastalarinda Mononiikleer Hiicrelerin Proteomik Profillerinin
Belirlenmesi Ve Tedavi Duyarhhgi Ile Iliskisi

Erigkin agir astim hastalarinda biyolojik tedaviler giderek onem kazanmakta
ancak giinlimiizde oldukg¢a pahali olan bu tedavilere bazi hastalarda beklenen yanit
alimamamaktadir.  Biyolojik tedavilere duyarliligt veya direnci Ongorebilecek bir
belirte¢ hem hasta hem de iilke ekonomisi a¢isindan biiyilk 6nem tasimaktadir. Bu
arastirmada hastalarin tedaviye yanitim1 tedavi baslamadan Once belirleyebilecek
proteinlerin kesfedilmesi amaglanmustir.

Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi Gogiis Hastaliklar1 poliklinigine Kasim
2022- Kasim 2023 tarihleri arasinda basvuran ve agir astim tanisi alarak biyolojik ajan
tedavisi baglanmasi planlanan ve arastirmaya katilmay1 kabul eden hastalardan, tedavi
baslanmadan Once proteomik analiz yapilmak tizere EDTA’l1 tiiplere 10 cc kan Ornegi
alindi. Ficoll soliisyonu kullanilarak kan 6rneklerinden mononiikleer hiicre izolasyonu
yapildi. Mononiikleer hiicrelerden protein izole edildi. Elde edilen protein &rnekleri
ticari kit kullanilarak peptidlerine ayristirildi ve LC-MS/MS ile proteomik analizleri
yapildi. Ardindan ham proteomik verileri MaxQuant programi ile analiz edildi. Analiz
sonucu elde edilen proteinler Perseus programi ile hangi biyolojik yolaga ait olduklari
ve KEGG numaralar belirlenmistir. Ardindan STRING veri tabanindan etkilesimleri
incelenmistir.

Aragtirmaya 18 ile 65 yas aralifinda 3 erkek 17 kadin toplam 20 agir astim hastasi
alinmis olup hastalarin 14’ine mepolizumab, 6’sina omalizumab baslanmistir. Tedaviye
baslanirken ve tedavinin 1. Yilinda hastalar tekrar degerlendirilmis ve tedaviye direncli
3 ve duyarli 5 hasta ile proteomik analizler yapilmistir. Proteomik analizlerde 8 hastada
toplam 2033 protein tespit edilmistir. Tespit edilen proteinlerden 11 tanesi anlamli
farklillk gostermistir. FHL1, GLUD1; GLUD2, RPL13, IMMT, DAAM1 genlerinin
kodladig1 proteinler tedaviye direngli hastalarda, HLA-A, ACTB, USP14, DAZAP],
MYOI1F,TUBB4B;TUBB4A ise duyarl hastalarda, anlamli artis gostermistir. Ifadesi
degisen tiim proteinler STRING ve Reactome veri tabanindan degerlendirildiginde 39
farkl1 yolag1 etkileme potansiyeli oldugu goriilmistiir. Tespit edilen proteinlerin
bircogunun edinsel ve kalitsal immiin sistemde rol aldig1 dikkati gekmektedir.

Ifadesi degisen proteinlerden birbiri ile en cok iliskilendirilenler literatiirden
incelendiginde FHL1, ANXA2, VAMPS, ACTB, MMP9, NMEI1, NME2 proteinlerinin
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi ongoriilmektedir. FHL1 ve ANXA2’nin diiz kas
hipertrofisi ve remodellingi 6n gorebilecegi, VAMPS8’in goblet hiperplazisi yaparak
sekresyon miktarini arttirarak hastalik seyrini degistirecegi diistinlilmiistiir. Arastirmada
kesfedilen proteinler kapsamli tarama calismalar ileduyarhilik ve Ozgiilliiklerinin
belirlenmesi sonrasinda biyobelirte¢ olarak kullanilabilme potansiyeli tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Astim, agir astim, Biyolojik tedaviler, Proteomik,
biyobelirte¢ kesfi



ABSTRACT

Determination of Proteomic Profiles of Mononuclear Cells in Adult Severe Asthma
Patients and Their Relationship With Treatment Sensitivity

Biological treatments are becoming increasingly important for adult patients with
severe asthma, but these treatments, which are quite expensive today, do not yield the
expected response in some patients. A marker that can predict sensitivity or resistance
to biological treatments is of great importance for both the patient and the national
economy. This research aims to discover proteins that can determine the patients'
response to treatment before the treatment starts.

Blood samples of 10 cc with EDTA were collected for proteomic analysis before
the treatment from patients who applied to the Chest Diseases outpatient clinic of
Cukurova University Hospital between November 2022 and November 2023, diagnosed
with severe asthma, and agreed to participate in the research for biological agent
treatment. Mononuclear cell isolation from blood samples was performed using Ficoll
solution. Proteins were isolated from mononuclear cells. The obtained protein samples
were divided into their peptides using a commercial kit and analyzed proteomically with
LC-MS/MS. Then, the raw proteomic data were analyzed with the MaxQuant program.
Proteins obtained as a result of the analysis have been identified with the Perseus
program to which biological pathway they belong and their KEGG numbers have been
determined. Their interactions were then examined from the STRING database.

20 severe asthma patients aged between 18 and 65 were included in the study,
with 14 starting on mepolizumab and 6 on omalizumab. Patients were re-evaluated at
the start of treatment and in the 1st year of treatment, and proteomic analyses were
conducted on 3 resistant and 5 sensitive patients. In proteomic analyses, a total of 2033
proteins were detected in 8 patients. 11 of the detected proteins showed significant
differences. Proteins coded by FHL1, GLUD1, GLUD2, RPL13, IMMT, DAAM1
genes in resistant patients and HLA-A, ACTB, USP14, DAZAP1, MYOL1F, TUBB4B,
TUBBA4A in sensitive patients showed a significant increase. All proteins with changed
expression, when evaluated from the STRING and Reactome database, have been seen
to have the potential to affect 39 different pathways. Many of the detected proteins play
roles in the acquired and hereditary immune system.

Among the proteins with changed expression, FHL1, ANXA2, VAMPS8, ACTB,
MMP9, NME1, NME2 are predicted to be used as biomarkers when examined from the
literature. It is thought that FHL1 and ANXAZ2 can predict smooth muscle hypertrophy
and remodeling, and VAMP8 can change the course of the disease by increasing
secretion amount through goblet hyperplasia. The proteins discovered in the research
have the potential to be used as biomarkers after determining their sensitivity and
specificity through comprehensive screening studies.

Keywords: Asthma, Severe asthma, Biological treatments, Proteomics,
Biomarker discovery



1. GIRIS

Astim, alevlenme ve stabil donemlerle izlenen, hava akim kisitliligt ve asiri
duyarhiligiyla karakterize kronik inflamatuar akciger hastaligidir. Diinya genelinde 300
milyon kisiyi etkiledigi diistiniilmektedir ve siklig1 giderek artmaktadir.®

Astim tedavisini uygun bir sekilde alan, ek hastaliklar1 kontrol alinmasina ragmen
astimi kontrol altina alinamayan ve yiiksek doz tedavide basamak inildiginde astim
kontrolii bozulan hastalar agir astim olarak adlandirilmaktadir. Agir astim hastalarina
fenotiplerine uygun olarak biyolojik ajanlar ile tedaviler baslanmaktadir. Biyolojik
tedaviler baslanirken potansiyel yararini gosterebilecek biyobelirtegler mevcut olup,
tedaviye duyarhiligin1 6n gérmektedir.

Proteomik, proteinlerin islevlerini, bilesimlerini, yapilarini, diger protein ve
makromolekiillerle etkilesimleri ile tim bunlarin hiicresel aktivitelerinin incelenmesi
seklinde tanimlanmaktadir.? Proteomik arastirmalarla saglikli hastalara kiyasla protein
ekspresyonu artmis veya azalmis tespit edilen proteinler biyobelirte¢ olarak
kullanilabilmektedir.

Arastirmamizda agir astim tanis1 alan biyolojik tedavi kullanan tedaviye duyarli
ve direngli hastalarin mononiikler hiicrelerini izole ederek proteomik profillerini
belirlemeyi planladik. Elde edilen proteinler ile literatiir taramasi yapilarak biyobelirteg

olarak kullanilabilecek proteinleri tespit etmek amaglanmuistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Astim Tanim

Astim, Yunanca éo0pa, dsthma kelimesinden gelmekte olup nefes nefese, kisa
nefes ya da zahmetli nefes alma anlamina gelmektedir. Bu nedenle astim uzun yillar bir
semptom olarak kabul edilip tedavi edilmistir. 3

Giincel tanimina bakildiginda, astim degisken ekspiratuar hava akimi kisitlilig
ile ataklar halinde seyreden dispne, hiriltili solunum, okstirtik, gégiiste sikigma hissi gibi
semptomlarla ortaya ¢ikan bir hastahiktir. *

Viral enfeksiyonlar, alerjenlere maruziyet, sigara i¢imi, ani 1s1 degisimleri,

egzersiz ve stress astim ataklarinin sik tetikleyicileri arasidadir.*

2.2. Epidemiyoloji

Astim ¢esitli tilkelerde niifusun %1-20’sini diinya genelinde ise 300 milyon kisiyi
etkiledigi diisiiniilen kronik bir hastaliktir. *

Siddet, mortalite ve prevalans olarak bakildiginda astimda cografi olarak
farkliliklar bulunmaktadir. Prevalans olarak yiliksek gelirli iilkelerde astim prevalansi
daha yiiksek iken astim iligkili Olimlerin ¢ogu diisilk orta gelirli {ilkelerde
goriilmektedir. ® Yiiksek gelirli iilkelerde astim prevelansi nispeten daha fazla goriilmiis
olup sekil 1°de gosterilmektedir.

Yetiskinlerde kadinlarda erkeklere gore daha yaygin olan astim, kadinlarda
yaklasik 9%9.7 erkeklerde ise %6.2 oraninda g('jriilmektedir.6 Cocuklarda ise
yetiskinlerin tam tersine erkek cocuklarda kiz ¢cocuklara gore daha yaygin goriilmekte
olup erkeklerin yaklagik %7.3’iinde kizlarin ise %5.6’sinda astim mevcuttur.®

Astim ¢ocukluk cagmin en yaygin kronik hastaligi olmakla birlikte, hastaneye

yatislarin, okul devamsizliginin, diizenli ila¢ kullaniminin oldukga sik bir nedenidir. !



Yas bagimsiz 100 000'de
astim prevelansi

0 to <2000
2000 to <4000
4000 to <6000
6000 to <8000
8000+

Sekil 1.Diinyadaki astim prevelansi 8

2.3. Risk Faktorleri

Astim risk faktorleri, hastaliga yakalanma ihtimalini arttiran, hastaliga yakalanma
ihtimali olan hastalarda hastaligi ortaya c¢ikaran ve hasta olan kisilerde hastaligin
fenotipini belirleyen ¢evresel ve kisisel faktorlerdir. Kisisel ve ¢evresel faktorler bircok
faktorden olugsmaktadir tablo 1’de 6zetlenmektedir.

Astim hastalig1 olma ihtimali olan hastalarda risk faktorleri arasinda en sik neden

genetik faktorlerdir.”

Tablo 1. Risk Faktorleri*

Kisisel Faktorler
-Genetik
-Atopi
- Brons Hiperreaktivitesi
-Epigenetik
-Enfeksiyonlar
-Mikrobiyata
-Stres
-Cinsiyet
-Obezite

Cevresel Faktorler
-i¢ ortam : Ev tozu akarlar, ev hayvanlar (kedi, kopek), hamambécegi ve kiif mantarlar
-Di1s ortam : Polenler ve kiif mantarlar:
- Mikroorganizmalar : Hava yolu ve bagirsak flora bakterileri
- infeksiyonlar: Ozellikle viral etkenler
-Mesleki duyarhlastiricilar
-Sigara : Hem aktif hem de pasif iciciler
-Hava Kirliligi : i¢ ve dis ortam hava Kirliligi
-Diyet




2.4. Kisisel risk faktorleri
2.4.1. Genetik

Astim olusumunda ve gelisiminde en basta genetik faktorler gelmektedir. Genetik
yatkinliklarin belirlenmesi i¢in giiniimiizde kullanilan ii¢ popiiler yontem vardir.

1. Aday gen yaklasimi, genetik olarak hastalik patogenezinde rol oynadigina
inanilan genlerdeki polimorfizm aranmasi temeline dayanir ve ayni genetik
allel frekanslarindaki uygun adaylar karsilastirilarak degerlendirilir.10

2. Geleneksel baglantisal yaklasim, astimdan etkilenen aile tiiyeleri genom
boyunca taranir ve aday bolgeler belirlenir, daha sonra bu aday bolgeler daha
sonra diger hasta kisilerde taranir. Bu metod 6n bilgi gerektirmeden yeni
bir¢ok olas1 aday gen kesfini saglayabilir.10

3. En yeni yaklasim, aile temelli veya vaka serileri ile iligkilendirilen tek
niikleotit polimorfizmleriyle hastalik fenotiplerinin iligkisinin kesfidir.
Yiizbinlerce aday niikleotit olmasi dolayisiyla dar bolgelerdeki arastirmalar
saglayabilir.10

11 farkli popiilasyonda™ yapilan genetik arastirmalarda 5q, 2q, 13q, 6q ve 12q
kromozomlarinda muhtemel astim/atopi genlerini igeren 18 genomik bdlge belirlendi ve
bugiine kadar 180’den fazla gen ile astim iligkisi belirlendi.

Yapilan arastirmalarda B2 adrenerjik reseptdr geni 1214 " Thl ve Th2 hiicre
farklilasmasinda rol oynayan IL4, IL4A,IFNG, IFNGR1, STAT6 sitokinlerde,
transkripsiyon faktorlerini igeren genlerde, atopik hastaliklarda hiicresel yanitta
karakterize olan IL13 ve reseptorinde ve FCERIB geninde mutasyonlar

15-17

bulunmustur. Tiim bu kesiflere ragmen genlerin islevleri, gen polimorfizmleri ile

astim kokeni, ciddiyeti ve tedaviye yanitla ilgili bilgiler tam olarak bilinmemektedir. 18

2.4.2. Epigenetik

Epigenetik, genleri degistirmeden transkripsiyonunu etkileyen histonlar ve DNA
metilasyonlarindaki modifikasyonlarin incelenmesidir. Bireydeki tiim hiicreler aym
olmasina ragmen tiim hiicreleri ayni1 fonksiyona sahip degildir ve bu durum epigenetik

olarak diizenlenmektedir. Epigenctik kontrol iki ana yoldan gergeklesir. Birincisi DNA



metilasyonudur, genlerin diizenleyici bdlgelerindeki sitozin kalintilar1 metillenerek
gerceklesir. Ikincisi kromozomal DNA’larin histonlarindaki degisikliklerle olusur.
Temel olarak DNA’nin epigenetik modifikasyonu yasam tarzi ve kimyasal
maruziyet ile oldugu ileri siiriilmekte™® olup, epigenetik modifikasyonlar kalitsal veya
edinsel olabilir. Hamilelik doneminde annenin beslenmesi (folik asit ve B12 vitamini),
sigara kullanimi, enfeksiyon gecirmesi ve stresi fetal genlerde epigenetik degisikliklere
neden olarak allerji, astim riskini tetikleyebilir.?*** Benzer sekilde erken ¢ocukluk
doneminde yasanan stres de erigkin donemde astim gelisimi ile iligkili genlerin
epigenetik diizenlenmesini etkileyebilmekte ve epigenetik diizenlemeler kalitsal olarak

da aktarilabilmektedir.??

2.4.3. Cinsiyet

Cocukluk caginda astim ve atopi erkek hastalarda kadin hastalardan daha sik

2324 olup bu dagilimin ergenlik doneminde degigmektedir. Cinsiyet

oldugu gbzlenmis
bagimli degisikliklerin, kiz cocuklarinda diisiik IgE seviyelerinin timik stromal
lenfopoietin (TSLP) baglantili oldugu25 ve kadinlarda astimla 0Ostrojen reseptor

1(ESR1)’in % iligkili oldugu bulunmustur.

2.4.4. Obezite

Epidemiyolojik c¢aligmalarda astimin obez insanlarda prevelansinin arttigi
goriilmiis olup. Obezite astimda risk, fenotip ve prognoz ile direk iliskili olup,
hastalarda daha fazla semptom, hayat kalitesinde diigme ve agir astim sikliginda artma
bulunmustur.?*® Obezitenin astim gelisimi {izerine etkisi kadinlarda erkeklere gore
daha fazla bulunmustur.”>*® Obezitenin astim riskini arttirdig1 kesin olup patofizyolojisi

hala netlestirilmemistir.

2.4.5. Enfeksiyonlar

Astim patogenezinde viral ve bakteriyel enfeksiyonlar en onemli faktorlerden

biridir. Astimli hastalarda enfeksiyonlardan sonra bozulmus mukozal ve sistemik



immiin cevabin bozuldugu buna bagli hastalik gelistigi veya hastaligin ilerledigi
izlenmistir.**

Ust ve alt solunum yolu enfeksiyonlarinin (USYE ve ASYE ) en sik sebepleri
viral enfeksiyonlardir. Cocuklarda en sik tamimlanan viriisler human rhinovirusler,
respiratuar sinsityal viriis, influenza ve parainfluenza, coronavirus, adenovirus, insan

metapneumomovirus ve bocavirustur. 3%

Birgok c¢alismada erken ¢ocukluk
doneminde gecirilen ASYE ile ¢ocukluk doneminde goriilen wheezing ve astim iligkili
bulunmustur.®**% Enfeksiyonlarla astim gelisimi arasindaki mekanizma net olarak
bilinmemektedir.

Prospektif bir kohort arastirmasinda 3 yas Oncesi gecirilen enfeksiyonlarin 6
yasinda goriilen wheezingle dogrudan iliskili oldugu ve 11 ile 13 yaslar1 arasindaki
FEV1 degerindeki diisiis ve salbutamole yanit, brons reaktivitesi ile dogrudan iligkili
bulunmustur.® Son zamanlarda yapilan bir arastirmada cocukluk cagindaki viral ve
bakteriyel enfeksiyonlarin astim gelisimine yol agabilecek degisen hava yolu

fonksiyonu ve mekanigi, bozulmus mukozal bagisiklik, bozulmus sistemik bagisiklik ve

atopik duyarlilasma olarak 4 ana bilesen teorileri tanimlamislardir.

2.4.6. Mikrobiyata

Avrupada erken yasta ciftlik maruziyeti olan ¢ocuklarda gesitli nedenlerle astim
oranlarinin daha diisiik oldugu bulunmustur, ana mekanizma inhalasyon olarak
diistiniilmiistiir. Pastorize edilmemis siit tiiketen ¢ocuklarda atopik hastalik riskinin
azalmasinin intestinal sistemin mikrobiyatas1 ile iliskili oldugu bulunmustur.37
Barsaktaki lenfoid doku viicuttaki en biiyiik lenfoid doku kiitlesini tanimlar ve mukozal
immiin yanitta kritik onemi vardir. 1 yasindaki atopik bebeklerin 3 haftalikken
diskilarinda saglikli cocuklardan daha fazla clostridium ve daha az bifidobacterium
bulundugu g('jsterilmistir.38

Astiml1 hastalardan alinan bronsial epitel 6rneklerde taksonomik siniflandirmayla
toplam 1941 bakteri oldugu ve astimli hastalarda bakteriyel cesitliliginin saglikli
hastalara gore arttigi (Sirasiyla 48-1200 ve 200-253) tespit edilmistir. Mikrobiyal
cesitlilik saglikli ve astim hastalar1 arasinda farklilik gostermistir ve cesitlilik ile

spirometrik 6l¢limler, eozinofili ve alevlenme siklig1 arasinda iligki bulunmamustir.*



2.4.7. Diyet

Dogum oOncesinde ve dogum sonrasinda diyetle atopik hastaliklar arasindaki
iligskiyi inceleyen arastirmalar 6zellikle anti-inflamatuar 6zelliklere sahip ( omega-3 yag
asitleri), e vitamini, ¢inko gibi antioksidanlara ve D vitaminine odaklanmistir. Gebelik
doneminde balik tiiketimi arttirilan veya balik yagi tiiketen gebelerin ¢ocuklarinda 6
yasina kadar atopik hastalik (dermatit ve astim) gelisme ihtimalinin diisiik oldugu
bulunmus**, dogum &ncesinde yapilan calismalarda E vitamini ve ¢inko ile
beslenmenin 5 yasina kadar astim gelisme ihtimalini azalttigi gdsterilmistir.**** Cok
sayida randomize kontrollii arastirmay1 inceleyen bir metaanalizde, diyet ile alinan C, E
ve D vitaminin, meyve tiiketimi ve akdeniz diyetinin astim ve wheezing gelismesi ile

negatif korelasyon gosterdigi, tuz alimi ile astim gelisimi arasinda bir kanit olmadigi

belirlenmistir. *°

2.4.8. Vitamin D

D vitamini kalsiyum-fosfor dengesini, kemik turnovermi diizenleyen iskelet
sistemi saglig1 i¢in eriskin ve ¢ocukluk ¢aginda dnemli bir yer tutan bir molekiildiir. 46
D vitamini ile edinilmis bagisiklik arasindaki ilk ¢alismalar tiiberkiiloz ve lepra hastaligi
tedavisinde arastirilmistir fakat mekanizmasi net aciklanamamustir.*’ Deneysel
arastirmalarda kazanilmis bagisiklik sistemindeki fagositozu arttirdigi ve epitelyal

48,49

bariyer sistemini kuvvetlendirdigi gosterilmis, epidemiyolojik arastirmalarda D

vitamini seviyesi ile multiple sklerozis *°*' | Tip 1 Diyabetes Mellitus®?, irritable
bagirsak  sendromu  ve romatoid artrit** arasinda iliski bulunmustur.
Immiinomodiilatdr etkisi bilinen D vitamini ile astim hastalarinda ¢ok sayida ¢alisma
yapilmistir. Sarioglu ve arkadaglarinin yaptig1 bir arastirmada astim hastalarinda kontrol
grubuna gore daha diisiik D vitamini seviyeleri saptanmis, D vitamini diisiik olan
hastalarda agir astim olma ihtimalinin artti81, asttim kontroliinlin bozuldugu ve akciger
fonksiyon kaybinin daha fazla oldugu bulunmustur.® Amerika Birlesik Devletlerinde

yapilan bir ¢aligmada vitamin D seviyesindeki her 10 ng/ml diismenin astim kontroliiyle

ile iliskili oldugugosterilmistir. %



2.4.9. Stres

Stresin astim gelisimine katkisi ile ilgili ¢cok sayida arastirma mevcuttur. Stresin
cesitli degisikliklerle noral, endokrinolojik, immiin sistemi diizenledigi ve gen
ekspresyonunu degistirerek hastalig: tetikledigi bilinmektedir.>” Stres durumunda korku,
Ofke ve liziintii gibi olumsuz duygular biyolojik ve davranigsal degisiklikler yaratir %8,
Strese yanit olarak “savas ya da ka¢” yanit1 gelisir ve bu durum da astim ve alerjik
hastaliklara yatkinligt arttirabilir.>® Davramssal olarak stres sigara, alkol kullanimini
arttirarak ve kotii beslenme ile de iliskili olarak da astim kontroliinii zorlagtirabilir.
Cocukluk ¢aginda 7 yasina kadar maternal strese maruz kalan ¢ocuklarda astim gelisme
riskinin 1,3 kat arttig1 bulunmustur.*® Akut ve kronik stress yasayanlarda glukokortikoid
reseptor mRNA’sinda 5,5 kat ,B2-adrenerjik reseptor mRNA'sinda 9,5 kat azalma
bulunmustur.® Erken cocukluk déneminde stres yasayan yetiskinlerde, epigenetik
olarak etkilenen genleri inceleyen 36 makaleyi ele alan bir sistematik derlemede astim

patogenezi iligkili olabilecek pek ¢ok genin etkilendigi dosterilmistir. 2

2.4.10. Hijyen hipotezi

Son yiizyilda artan sanayilesme ile artan astim ve alerjik hastalik siklig1 hijyen
hipotezi ile iliskilendirilmistir. Hijyen hipotezi infantil ve c¢ocukluk doneminde sik
enfeksiyon geciren cocuklarda ilerleyen donemde alerjik hastalik ve astim gelisme
ihtimalinin azaldigin1 6ne siirmektedir. Fakat tekrarlayan enfeksiyonlarin inflamatuar

stireci destekleyebilecegi diistintilmektedir.

2.5. Cevresel risk faktorleri
2.5.1. Allerjenler

Allerjenler astim gelismesinde ve hastalik alevlenmesinde rol oynayan
faktorlerdir. Allerjenler yiiksek molekiiler agrilikli ve diisiik molekiiler agirlikli olmak
tizere ikiye ayrilir %2 En sik karsilagilan biiyiik molekiiler agirlikli allerjenler un, bitki ve

hayvan kokenli enzimler, sakiz, yemek, sigara, kauguk, hayvan ve bocek kokenlilerdir.



En sik diisiik molekiil agirlikliallerjenler poliizosiyonat ve polimerleri, asit anhidritler,
metaller ve diger kimyasal iceriklerdir.®

En sik tanimlanan allerjenler ev tozu akarlari, kedi, kopek ve hamam
bécegidir.64’65. Astim ve alerjik rinit beraberligi goriilen hastalarin alerjen duyarlilig:
fazla bulunmus olup spesifik nedenlerin kesfedilmesi hasta egitimi agisindan yarar

saglayabilecek olup spesifik tedavi secenekleri de yaratmaktadir.

2.5.2. Mesleki Duyarlastiricilar

Mesleki duyarlastiricilar astim gelisimde ve alevlenmesinde rol oynarlar ve
eriskin baslangicli astimlarin %10-25’inin is yeri ile iliskili oldugu bulunmustur.66
Mesleksel astim duyarlastiriciya bagh ve irritana bagli olmak {izere ikiye ayrilir o
Duyarlastirictya bagli astim yiiksek molekiil agirligina sahip maddelerle gelismisse
asttm IgE aracili hipersensivite mekanizmas1 ile gergeklesir ve beraberinde
konjonktuvit, kontakt dermatit ve alerjik rinit de eslik edebilir. Diisiik molekiil agirlikli
maddelerle gelisen astimlarda mekanizma net olarak bilinmemekte olup eozinofilik
hava yolu inflamasyonu her iki grupta da ortak bulunmustur. % Yiiksek ve diisiik
molekiil agirlikli maddeler bir¢ok calisma kolunda kullanilmakta olup tablo 2’de

calisma kollar1 ve maddeler 6zetlenmistir.

Tablo 2. Astimda Mesleki Duyarlastiricilar 66
Yiiksek Molekiil agirhkh

Un, tahil, amilaz, yumurta Firinci, pastaci

Fare, sican, kedi, kopek Laboratuar ¢alisani, veteriner
Lateks Saglik ¢alisani

Deterjan enzimleri Deterjan endiistrisi

Deniz iiriinleri Deniz iirlinleri iscileri

Diisiik Molekiil Agirhklh

Diizosiyanatlar Sprey boyacilari, poliiiretan iscileri
Persulfatlar Kuaforler

Asit anhidridler Plastik, Boya, Insektisid endiistrisi
Gluteraldehit, metakrilat Saglik ¢alisanlar1

Tahta tozu Marangozlar, odun iscileri
Metaller Metal is¢ileri



2.5.3. i¢ ve dis ortam hava kirliligi

Insan zamanin birgogunu ev gibi kapali alanlarda gecirmektedir. Ev gibi kapali
alanlarda alerjen, mikrop ve kimyasal kirletici mevcuttur. Evlerde artan plastik yilizey
kaplayici, dosemelerle ugucu, yari ugucu olan formaldehit ve fitalatlarin havadaki
konsantrasyonu arttig1 ve bu evlerde yasayan gocuklarda daha fazla astim ve allerji
tanis1 koyulmustur. 971 Haftada 4 giinden fazla temizlik spreyi kullanan erigkin
hastalarda astim siklig1 arasinda yakin iliski bulunmustur. ™

Di1s ortam solunum sagligini dogrudan etkiler ve dis ortam hava kirleticilerinin
basinda nitrojen dioksit, kiikiirt dioksit, ozon ve karbon monoksit gelmektedir. Partikul
boyutu 2.5 ile 10-15um olan maddeler daha rahat inhale edilerek daha fazla tepkime
baslatir. Cografi bilgi sistemleri kullanilarak yapilan ¢alismalarda daha fazla PM 2.5
orani iceren ortamlarda bulunan toplumlarda daha kotii saglik sonuglari, solunumsal

sikayetlerle iliskilendirilmistir. ">"

2.5.4. Sigara

Aktif sigara i¢imi astim gelisimi i¢in risk faktorii olarak gosterilmistir fakat sigara
icen insanlardaki astim prevelansi sigara igmeyenlerle ayn1 goriilmiistiir. Sigara icen
astim hastalarinda astim kontroliiniin daha zor oldugu goriilmiistiir. Hava yolu
inflamasyonu artmis ve kortikosteroidlere yanitin daha az oldugu gozlenmistir. ">

Alerjik rinit hastalarinin 10 yillik takibini iceren bir ¢alismada astim gelismesinde
sigara iciciligi kuvvetli bir prediktif belirtegtir ve sigaraya temas dozuyla yakin iliski

icindedir "’. Yapilan bir metaanalizde prenatal ve postnatal pasif sigara igiciliginin

cocukluk ¢aginda astim gelisme riskini %21 ile %85 oraninda arttirdigi bulunmustur. 8

2.6. Patogenez

Astim hastaliginin patogenezinde de bir Onceki boliimde vurgulanan risk
faktorlerinin rol oynadigmni goriilmekle birlikte molekiiler patofizyolojisi oldukca
karigiktir ve heniiz tamamen aydinlatilamamistir. Astim patofizyolojisinin temeli

inflamasyondur ve inflamasyonda bir¢ok hiicre ve mediatorler rol alir. Hava yolu kronik
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inflamasyonu, remodellingini ve hava kisithiligin1 bu hiicre ve mediatorler saglar ve
hastalik fenotiplerine gore yapilsal profilleri bellirlidir.

Akcigerler anatomik olarak iletici ve respiratuar olarak ikiye ayrilir. Iletici yollar
burundan baslayarak solunum fonksiyonun basladigi terminal bronsiallere kadar devam
eder. " Astim bronsial agaci etkileyerek ve havanin alveolar degistirir. Bronsial yapilar
diiz kas hiicreleri ve elastik fibriller igerir, bu yapilar mediatorlerle kontraksiyon,
relaksasyon yaparlar. &

Astim alevlenmelerinde ve kliniginde iki faz vardir, ilk faz ¢evresel ve/veya
kisisel risk faktorleriyle temas sonrasinda duyarlanmis plazma hiicrelerinden IgE salinir.
Daha sonrasinda IgE antikorlar1 yiiksek affiniteli mast ve bazofil hiicrelerine baglanarak
sitokinleri degraniilize ederek, histamin, prostoglandin ve lokotrien salinimini tetikler.
Bu mediatorler diiz kas hiicrelerine baglanarak hava yolunda daralma yapar.81 Th2
hiicreler IL-4, IL-5, IL-13 ve GM-CSF salinimini arttirarak tamamlayici rol oynar. 1L-3
ve IL-5 eozinofil ve bazofil sag kalimini arttirir, 1L-13 remodelling, fibrozis ve
hiperplaziyi arttirir. 8 ikinci faz interlokinler salindiktan saatler sonra baslar ve
eozinofil, bazofil, notrofil ve hafiza ve yardimci T hiicreler inflamasyon bdlgesine
gelerek  bronkokonstriksiyon  yaratirlar. Tekrarlayan bronkokonstriksiyon ve
inflamasyon kalic1 hava yolu obstriiksiyonuna yol agarak solunum isini arttirir.

Hava yolu hiperreaktivitesi astimda patogenezinde bronkokonstriksiyonu
arttirarak hayati rol oynar. Hiperreaktivite ile ilgili bircok mekanizma 6ne atilsa da mast
hiicrelerinden histamin salinimina bagl diiz kas kontraksiyonu en sik kabul goéren
patofizyolojilerden biridir. Yapilan ¢alismalarda hiperreaktivite olan hastalarda vagal
tonusun arttigit ve intraseliler bagimsiz kalsiyum seviyesinin artmis oldugu
bulunmustur. * Hava yolu hiperreaktivitesi varlig1 akciger fonksiyon kaybi ve astim
alevlenme riski ile iliskili bulunmugtur.

Inflamasyon, 16kosit migrasyonu, mukus {iretiminin artmasi gibi mekanizmalarn
birlesmesi ile hastalarda solunum giicliigii olusur. Miyofibroblastlarin artisi ile birlikte
epitel hiicrelerindeki kollajen {iretimi artar bu durum da diiz kas tabakasi ve lamina

85

retikiilarisi kalinlagtirir.™ Bazal membrandaki kalinlagsma ile birlikte hava yolu

remodelling olusur ve hava yolunda kalic1 daralmalar goriiliir. 8
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Erken faz reaksiyonu
Bronkopazm

-
LTCs Odem )

o Havayolu obstriksiyonu
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Havayolu inflamasyonu
° Havayolu obstriksiyonu
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Fibroblastlar

Sekil 2. Astim Patogenezinde Rol Alan Sitokinler ve Sonuclar 8

2.6.1. inflamatuar hiicreler

Hava yolu inflamasyonunda ve astim gelisiminde bir¢cok hiicre yer almakla
birlikte ana hiicreler eozinofiller, mast hiicreleri, dendritik hiicreler, makrofajlar ve T

lenfositler rol almaktadir.%

Eozinofil
Eozinofiller alerjik hastaliklarda major inflamatuar hiicredir. Normal kosullarda
saglikli akcigerde goriilmezken inflamatuar durumlarda ve orta agir astimli hastalarda

°® IL-5 Hava yollarindaki hiicre dmriinii uzatan ve maturasyonunu sag

goriilebilir. ®
kalimini arttirir. Bulunduklart bolgede bol miktarda eozinofil peroksidaz, major bazik
protein, eozinofil katyonik protein gibi katyonuk proteinler ve hipobromide, superoksit,
peroksit gibi reaktif oksijen radikalleri salgilarlar. Salgilanan bu proteinler damarlarda
permeabilite artisi, diiz kas kontraksiyonu, hipertrofisine yol acar. Ayn1 zamanda LTC4
ve LTE4 gibi 16kotrienler, 1L-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-8, IL-13, TNF alfa, TGF-beta,

VEGF ve PDGF gibi sitokin salinimi yaparak inflamasyona yol agarlar. %
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Mast Hiicreleri

Mast hiicreleri astimli hastalarin diiz kas hiicrelerinde bol sayida bulunur. Hiicre
icinde bol miktarda histamin ve heparin i¢eren graniiller bulunur. Histamin ve triptaz
salgilayarak bronkokonstriksiyon ve remodellinge katkida bulunur.” IL-4, TNF-alfa,
norotropinler ve biiyiime faktorii gibi proinflamatuar sitokinlerin saliniminda gorev
alirlar. Normal BAL’de mast hiicresi %0.02- %0.48 arasinda bulunur fakat astimli
hastalarin bronkoalveolar lavajlarinda mast hiicresi sayis1 2 ile 6 kat artmis
bulunmustur. 92-94

Hava yollarinda bulunan mast hiicreleri alerjenle ve FceRI aracilifiyla IgE ile
uyarilir. Uyaridan dakikalar sonra histamin, triptaz ve yeni sentez edilen PGD2 ve
LTC4 salmr.*® Bu salgilar potent bronkokonstriksiyon yapar ve vaskiiler
permeabiliteyi arttirir. Alerjenlere ek olarak egzersiz, aspirin ve bazi kimyasallar mast

degraniilasyonuna yol acarak bronkokonstriksiyona yol agar. %

Bazofil Hiicreleri

Yiiksek seviyede FceRI reseptorleri igererek hizli bir sekilde alerjen yaniti
verebilir. Saglikli insanlarin hava yollarinda bazofil hiicrelerine rastlanmazken astimli
hastalarda rastlanir ve semptomatik hastalarin balgamlarinda bazofil hiicrelerine
rastlanmlstlr.97 Agir astimli hastalarin brongiyal biyopsilerinde brons mukozasina
bazofil infiltrasyonu tespit edilmistir. % Mast hiicreleri gibi alerjen temas1 sonrasinda
histamin salgilar fakat PDG; salgilamaz. Mast hiicreleri gibi LTC, salgilar ve son

donemlerde IgE iligkili stimiilasyonlarla IL-4 ve 1L-13 salgiladigi bulunmustur. %

Makrofajlar

Makrofajlar kandaki monositlerin farklilagsmasiyle gelisir. Makrofajlar astimli ve
astimli olmayan hastalarda BAL’de dominant hiicredir. Akcigerlerde inflamatuar
yanitin diizenlenmesinde ve antijen sunumunda rol oynar. IL-1, IL-10 salinimi ile
spesifik lenfosit diferansiasyonu ve proliferasyonunu saglar.’® Alveolar makrofajlar az
miktarda diisiik afiniteli IgE FceRI reseptorii igerir 1 ve astimli hastalarda saglikli
insanlara gore artmis bulunmustur.'®  1L-1, TNF-alfa, GM-CSF gibi proinflamatuar

sitokinler salinimi yaparak eozinofil sag kalimini arttirir.
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Notrofil

Astim fenotipleri balgamdaki hiicre profiline gore isimlendilir ve g¢ogunlukla
eozinofil astim olarak bilinse de son donemlerde Paucigranulositik astim ve mikst
graniilositik astim da tanimlanmistir. Paucigranulositik astimda balgam nétrofil <%76
ve eozinofil <%3 Olciiliirken mikst graniilositik astimda balgamda nétrofil >%76
eozinofil >%3 olarak olciilmiistir.’®  Nétrofilik astim i¢in heniiz kesin tanimlama
yoktur. 10% Ngtrofilik astim balgamda notrofil sayisinin artmast ve >%60 veya >%76
olmasi olarak tanimlanmaktadir.’® Notrofil IL-8 ve LTB4 salmimi yaparak ve TLR4

06 Ayrica,

ekspresyonunu arttirarak eozinofil migrasyonunu arttirdigi bulunmustur. *
Th17 f{izerinden IL-17 ve IL-17A iretimi arttirarak epitelyal hiicre tretimini ve
fibroblast iiretimini ve glukokortikoid reseptor B liretimini arttirirdigi gosterilmis 197 by
durumda nétrofilik astimda glukokortikoid duyarsizligr ile iliskili olabilecegi

bildirilmigtir

Lenfositler

Lenfosit subtiplerinin belirlenmesi ile astim patogenezindeki gorevleri daha net
anlasilmaya baslanmistir. Eozinofilik astimli hastalarda Th2 lenfositler artmistir. Th2
lenfositler IL-4, IL-5, IL-13 salimmi yaparak B lenfositler iizerinden IgE iiretimini
arttirir. Th hiicreleri regiile eden ve Th2 hiicreden salinan sitokinler astim patogenezinde

198 Th2 hiicrelerden salinan sitokinler (sekil 3°de Ozetlenmistir.) astim

rol oynamaktadir.
patogenezinde Kkilit rol oynamaktadir. IL-5, eozinofillerin aktivasyonu, farklilagmasi ve
kemotaksisinde rol oynar. IL-13, epitel hiicrelerinde proliferasyon ve mukus sekresyon

artis1 ve brons hiperaktivitesinde rol oynar.lo9
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IL-18
n-J3
.27
Dizenleme [
Sekil 3. Th2 Hiicresinin Etkileri ve Diizenlenmesi 108
Mediatorler

Mediatorler hiicresel siireglerde, hiicreler arasindaki sinyal iletimi yapan kimyasal
maddelerdir. Astim patofizyolojisine bakildiginda ¢ok sayida mediatoriin rol oynadigi
goriilmektedir. Histamin, prostoglandin, l6kotrienler, sitokinler, kemokin baglica
mediatorlerdir ve diiz kas kasilmasi, mikrovaskiiler ka¢is, mukus sekresyon artiginda rol

oynarlar.'*°

Histamin

Histamin astim patofizyolojisinde ilk tanimlanan mediatordiir. Bazofil ve mast
hiicrelerinde sentezlenerek salinir. Mukus sekresyonu ve vagal kolinerjik refleksle
birlikte bronkokonstriksiyona yol acar. Eozinofiller i¢in kemoatraktandir ve

eozinofilleri aktive eder.*'!

Lokotrienler
Sisteinil 16kotrienler, LTC4, LTD4 ve LTE4 eikazanoidler, arasidonik asitten 5-
lipooksijenaz(5-LOX) yoluyla iiretilir. Hava yolunda potent konstriktor etkileri vardir

2

ve BHR’de 6nemli bir rol oynamaktadlr.11 Giicli LTD4 antagonistleri egzersiz ve

alerjenle tetiklenen bronkokonstriksiyona karsi koruyucudur.
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Platelet Aktive Edici Faktor

Platelet aktive edici faktor (PAF) potent inflamatuar mediatordiir. Eozinofil
aktivasyonu, indiiksiyonu, BHR gelisimini, mukus hipersekresyonunu ve plazma
eksiidasyonuna neden olur. Alerjik astimli hastalarin BAL analizlerinde yiiksek

seviyelerde lyso-PAF(PAF metaboliti) tespit edilmistir."*>

Prostaglandin
Prostaglandinler, arasidonik asitten siklooksijenaz (COX) yoluyla iiretilir. Astimli
hastalarin bronkoalveolar lavajinda PGF2, PGD2 ve tromboksan B2 artmis bulunmus.

Inhale edildiklerinde bronkokonstriksiyona neden oldugu gériilmiistiir."*

Sitokinler
Sitokinler ekstraseliiler sinyal proteinleridir ve inflamatuar yanitta tiim hiicrelerin

iletisiminde kritik rol oynamaktadirlar.*™

Astim patogenezinde rol oynayan sitokinler
ve astim hastalarinda artis ve azalisi tablo 3’de 6zetlenmistir.

Allerjenin viicuda girmesi ile antijen sunucu hiicreler ve B lenfositler uyarilir.
Antijen sunucu hiicreler 1L-4 salinimi ile ThO hiicreleri Th2’ye doniisiitiiriir. Th2
hiicrelerinden salinan IL-4, IL-5 ve IL-13 akciger epitel hiicrelerini, diiz kas hiicrelerini
ve fibroblastlar1 uyarir ayn1 zamanda eozinofilleri uyarir. Eozinofiller salgiladiklar
major basit protein, eozinofilik katyonik protein, eozinofil peroksidaz ve lokotrien
mekanizmasini aktive eder. Aktive olan sitokinler ve enzimlerle ge¢ donemde hava yolu
inflamasyonu, hava yolu obstriiksiyonu ve hava yolu duyarliligina neden olur. Ayni
zamanda Th2 hiicreleri salgiladiklari 1L-4, IL-9 ve IL-10 ve B lenfositlerden salinan IgE
ile mast hiicre degraniilasyonu ve aktivasyonu saglar. Mast hiicrelerinin aktive olmasi
ile IL-3 ve IL-5 salinim artar bu sitokinler de eozinofil aktivasyonuna neden olur. Mast
hiicre graniillerinde bulunan histamin, PAF ve I06kotrienler erken donemde

bronkospazma, 6deme ve hava yolu obstriiksiyonuna neden olur. Bu mekanizma sekil

2’de 6zetlenmistir.
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Tablo 3. Astim Patogenezinde Rol Oynayan Sitokinler 108

Sitokin = Thy/Th,
iligkisi

IL-2 Thy

IL-3 Thy/Th,

IL-4 Th,

IL-5 Th;

IL-6 Thy/Th,

IL-8

IL-9 Thy

IL-10 Treg

IL-11

IL-12 Thy

IL-13 Th,

IL-15 Thy

IL-16

IL-17

IL-18 Thy

IL-23 Thy

IL-25 Thy

IL-27 Thy

GM- Thy/Th,

CSF

TNF-

a

TGF- Treg

p

INF-y  Thy

Gorevi

T hiicre biiyiimesi

Eozinofil, notrofil,,
bazofilfarklilasmasi ve aktivasyonu

B hiicrelerinde IgE iretim artisi,
eozinofil  bazofil artisi, mukus
sekresyonu

Eoz, bazofil farklilagmasi,
olgunlasmasi ve aktivasyonu
Tve B hiicre biiylimesi,
sentezinde kofaktor

Notrofil aktivasyonu ve kemotaksisi,
eozinofil zayif kemotaksisi

Mast ve eozinofil gelisimi ve mukus

IgE

sekresyonu

Thy/Th, fonksiyon baskilanmasi,
eoz/mast/bazofil aktivasyonu

BHR, eozinifili, mukus
hipersekresyonu, hava yolu
remodellingi

Thy tretiminde artig, IgE sentezi
inhibisyonu

Mast hiicresri gelisimi, B hiicrelerden
IgE iiretiminde artis, eozinofili, BHR,
mukus hipersekresyonu

T hiicre biliyiime faktorii

CD4 hicreler, monosit, eozinofil
kemoatraktani

Fibroblast, makrofaj, epitel ve
endotelden inflamatuar sitokin

salinimini arttirir
INF- y iiretimini arttirir
Th; tiretimini arttirir

Th, gelisimini arttirir, 1L-4, IL-5, IL-
13 tretimini artirir
Th1 bitylimesini indiikler

Eoz, noétrofil, mast hiicrelerinin
farklilagmasim1i ~ ve  aktivasyonunu
saglar
Endotel ve epitel aktivasyonunu
saglar

Thy/Th, fonksiyonunu baskilar, Tyeq
tiretimini indiikler, fibrozis

IgE, Th, tiretimini inhibe eder, Eoz ve
makrofaj aktive eder

NK hiicreler; dogal 6ldiiriicii hiicreler, Eoz; eozinofil

Kemokinler

Uretilen Yer

Thy, Eoz
Thy/Th, eoz, bazofil

Th,, eoz, mast, bazofil

Th,, eoz, mast, bazofil
Th,/Th, endotel
Endotel hiicresi,
fibroblast, T hiicreler
Th, Eoz, mast, bazofil

T hiicreler, makrofaj

Fib,
makrofaj,endotel,epitel

Makrofaj, B lenfosit

Th, Eoz, mast, Bazofil

T hiicre dis1 hiicreler
CD8, mast, eoz

CD4 hafiza hiicreler
Makrofaj

Birgok  hemopoietik
hiicreler

Th,

Antijen sunan hiicreler
Thy/Th,, makrofaj,
eozinofil, mast
hiicreler, bazofiller
Makrofaj, NK

hiicreler, T hiicreler
Eoz, mast, bazofil, T
hiicreler, Monosit

Thy, NK hiicreler

Astimh
Hastalarda
Artmig
Artmig

Artmig

Artmig

Agir  astimda

artmis
Artmig
Artmig
Artmig/Azalmis

Artmig

Azalmig
Artmig
Azalmis
Artmig
Artmig
Azalmisg
Calisma yok
Calisma yok
Calisma yok
Artmig
Artmig
Artmig

Alevlenme ve
viral enf artmus.

Kemokinler, kemotaktik sitokinlerdir ve hava yollarina inflamatuar hiicrelerin

toplanmasii saglar. CXC (a-tip), CC (B-tip) olarak iki ana grupta kategorize edilir.
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CCR kemokinler etkilerini G protein araciligiyla yapar.'’® Astim alevlenmelerinde
kemokin sentezi ve salinimi artmistir. Astimli hastalarda eotaxin, eotaxin-2, MCP-3,
MCP-4 ve CCR3 ekspresyonu artmis bulunmustur ve bu durum BHR ile iliskili

bulunmustur.117

Noronal Mediatorler

Solunum siteminde ¢ok sayida nonadrenerjik- nonkolinerjik sinirler ve
noropeptitler tamimlanmistir. Bu sinirler substance P, neurokinin A, kalsitonin gen
iligkili peptit (CGRP) gibi inflamatuar nitelikte ndrotransmitter salgilamaktadir. Bundan

dolay1 kronik astim artmis nérojenik inflamasyonla iliskili olabilir.**

Nitrik Oksit(NO)

Astimli hastalarda ekshale edilen NO(FeNO) seviyeleri artmigtir ve bu durum
inflamasyonun noninvaziv ol¢iimii icin kullanilmaktadir. *® Astimli hastalarda NO
tiretimi indiikte edilebilir NO sentetaz ile saglanir (iNOS). Son ¢aligmalarda astimli
hastalarda FeNO seviyesi artmis bulunmustur, bu durum da ilag tedavisine yanitin ve

tedaviye uyumun degerlendirilmesi i¢in kullanilabilmektedir.**?

2.6.2. Hava Yolu Yapisal Hiicreleri

Epitel hiicreleri yapisal, fonksiyonel ve biyokimyasal olarak bazal, silyali ve
sekretuar olarak ii¢ ana kategoride incelenir.*®® Yalanci ¢ok katli epitelden distale

gittikce kolumnar ve sonrasinda kiiboidal olarak ilerler. 121

Hava yollarindaki epitel
hiicrelerinin dagilim1 Sekil 4’te goriilmektedir. Kiicliik hava yollarma gidildikge
stirfaktan saliniminin artmasina bagl graniiller artar ve alveollere gelindiginde tip 1 ve

tip 2 pnomositler goriiliir.

Silyah Silindirik Epitel Hiicreleri
Silyali silindirik epitel hiicreleri hava yollarindaki tiim hiicrelerin %50’sini
olusturur. % Tipik olarak hiicreler 300 adet sil ve esit sayida mitokondri igerirler.

Oncelikli gorevleri mukusu akcigerden atilmasini saglamaktir. 122

18



Goblet Hiicreleri

Goblet hiicreleri zara bagl bir asidik-miisindz graniillerle karakterizedir.?® Dogru
miktarda liretimi mukusun viskoelastisitesi acgisindan ve mukosiliyer temizlik igin
onemlidir. Graniillerdeki miisinlerin salgilanmasi siilfiir dioksit, sigara i¢imi ile artabilir.
Normal saglikli bir insanda trakeada metrekarede 6800 goblet hiicresi bulunur.*®
Kronik hava yolu inflamasyonla giden hastaliklarda goblet hiperplazisi ve metaplazisi

gdzlenir ve prodiiktif oksiiriige neden olurlar 2

Seroz Hiicreler
Morfolojik olarak goblet hiicrelerine benzerler fakat graniil icerikleri farklidir.

Kiiciik hava yollarinda nadir olarak goriiliir.*?®

Bazal hiicreler
Iletici epitel boyunca bazal hiicreler mevcuttu fakat kiiciik hava yollarina

gidildikge miktar1 azalir.'?’

Epitel hiicreleri arasinda bazal membrana baglanan tek
hiicredir.'® Boers ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada incelenen otopsi Orneklerinde
4mm’den biiyiik hava yollarin %51’inde 2mm’den kiiciik hava yollarinin %81’inde

129

bazal hiicreler goriilmiistiir. Kiiciik hava yollarinda bazal hiicre miktar1 azalir, kok

hiicre gorevini Clara hiicreleri almaya baglar.

Clara hiicreleri
Brongsial ve bronsiyoller’de goriiliir ve bronsiollerde siirfaktan {iretimi yaparlar.
Sekretuar roliine ek olarak p450 monooksijenaz yolu ile bol miktarda 16kosit peroksidaz

salgilayarak ksenobiyotikleri inhibe ettikleri inanilmaktadir.®

Pulmoner Noroendokrin hiicreler (PNET)

Brongial epitelde tek veya gruplar halinde bulunan epitel hiicreleridir. Nazal
epitelden terminal hava yollarina kadar izlenir ve siklikla bifurkasyonlarda bulunur. ™!
Nadir gozlenen hiicrelerdir ve saglikli insanlarda 10 000 epitel hiicresinde 2.1 PNET
goriiliir. Kronik bronsiti olan hastalarda 10 000 epitel hiicresinde 6 tane goriiliir. **
PNET hiicreler serotonin, kalsitonin, kalsitonin gen iligkili peptit, kromogranin A,

gastrin iligkili peptit ve kolestitokinin salgllar.133
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Sekil 4. Hava Yollarindaki Epitel Hiicreleri **

2.6.3. Hava yolu yapisal degisikleri

Astimdaki ilk havayolu remodellingi 1922 Hubert ve Koessler tarafindan

134

tanimlanmistir. Biitiin astiml1 hastalarda kiigiik ve biiyiik hava yollarinda goriiliir.

Yapisal degisiklikler epitel biitiikliiglin kaybll?’s, bazal membran kahnlasmam136 ,
subepitelyal fibrozis **' goblet ve submukozal bez sayisinda artis, diiz kas kiitlesinde

139 0

artis *®, kikirdak yapinin biitiinliigiini kayb1™ | hava yolu vaskiilaritesinin artmas1 **

olarak ozetlenebilir. Kronik inflamasyona bagli degisiklikler olarak 6zetlenebilir ve bu
degisikliklerde CD4+ T hiicreler, eozinofiller, nétrofiller ve mast hiicreleri rol oynar. 1

Epitelyal degisiklikler EGFR gibi biiylime faktorlerinini fazle ekpresyonuna bagl,
epitelyal dokiilme, siliyali hiicre kaybi, goblet hiperplazisidir.142 Klinik olarak epitelyal
degisiklikler BHR ile iliskili bulunmustur 3 ve epitelyal hasar ve turnover astim
agirhigiyla iligkilidir.

Subepitelyal fibrozis lamina retikiilaris tabakasinin fibroblast tarafindan iiretilen
ekstraseliiler matriks (ECM) proteinleri, tip I, III ve V kollajen, fibronektin, tenascin,
lumican, biglycan'***® depolanmasi ile olur. Astimli hastalarda ECM protein iiretimi ve

yikimi arasinda imbalans vardir. Matriks metalloproteinazlar (MMP) kollajen yikiminda

rol oynayan proteazlardir ve MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9 astimla iliskili
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18147 yiiksek MMP-9 seviyesi artmig balgam iretimi ile iliskili

149,150

bulunmustur.
bulunmustur.**® MMP-9 seviyeler FEV; diisiisii ile iliskili bulunmustur.

Hava yolu diiz kas hiicrelerinde hipertrofi ve hiperplazi birlikte goriiliir.
Proinflamatuar sitokinler, kemokinler, ECM proteinler *** ile diiz kas hiicrelerinin
remodellinginde rol oynar. Son dénemlerde kemokinlerin diiz kas hiicresi migrasyonu
yaptig1 ve kontraktilitesini arttirdigi goriilmiistiir.

Goblet hiicre hiperplazisi ve submukozal bez hiperplazisi astimli hastalarda
goriiliir. 152 Hiperplazi sonucunda balgam iiretiminde artis, balgam iiretimine bagli hava
yolu darlig1 ve hava yolu duvar kalinlig1 goriiliir.

Hava yollarinda mikrovaskiilarite artar ve bu durum da bronglardaki 6deme
katkida bulunur.®® Vaskiilaritedeki artig vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)
salmmundaki artisla iliskilidir. ** Anjiogeneze bagli olarak hava yollarinda 6demde
artis, inflamatuar hiicrelerde artis ve remodelling yapan mediatorlerde artis gozlenir.

Inflamasyon hava yolu remodellinginde rol oynayan diger bir kompenenttir. Th2
lenfositler, eozinofiller ve mast hiireleri IL-4, IL-5, IL-9 IL-13, TGF-B, GM-CSF, lipid
mediatorler ve histamin salinimi yaparak bronkokonstriksiyon, mukus salinunda artisa

yol agar.

Subepitelyal
Fibrozis

Epitelyal Duz Kas
Degisiklik Kitlesinde Artig

Hava Yolu

Remodelling

Kikirdak Goblet ve
Butunlugunun Mukoz Bez
Kaybi Hiperplazisi

Anjiogenez

Sekil 5. Astimda Hava Yolu Remodellingi olusumuna katki sagladig1 gosterilen mekanizmalar 1%
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Degisken hava akimi kisitlanmasi astimda ana patolojik degisikliktir. Klinik
semptomlaria hava yolundaki daralma neden olur ve dominant nedeni
bronkokonstriksiyondur. Akut alevlenmelerde bronsial diiz kas hiicrelerinde hizli bir
sekilde bronkokonstriksyon goriiliir. Allerjenler ve irritanlarla gelisen akut alevlenme
IgE iliskili mediatdrlerin mast hiicrelerinden salinmasi ile geligir. Mast hiicrelerinden
histamin, triptaz, l6kotrienler, prostoglandinler salinir ve direk diiz kas hiicrelerini
etkiler. *® Hastalik daha direncli oldukca ve inflamasyon progresif oldukc¢a hava akimi
kisitlanir, 6dem, inflamasyon, mukus hipersekresyonu ve mukus tikaclari hava yolu diiz
kas hiicrelerinde hipertrofi ve hiperplazi yaparak yapisal degisikliklere yol acar (Sekil 5)
. Bu yapisal degisiklikler hava yolu remodellingi olarak adlandirilir, tamamen
Onlenemez ya da tedavi ile tamamen geri dondiiriilemez. Cok sayida fenotipi olmasina
ragmen inflamasyon ve buna bagli gelisen remodelling ortaktir. Astim fenotiplerine

gore baskin hiicre tipi degisebilmektedir.

2.7. Astim Tanisi

Astim hastaliginin dogru tanis1 gereksiz ve fazla tedavinin Onlenmesi icin
onemlidir. Tanmin dogrulanmasi igin en degerli anamnez ve fizik muayenedir.
Hastalarda tipik olarak nefes darligi, oksiiriik, gogiiste sikisiklik hissi, hiriltili solunum
gibi sikayetlerinin olmasi ve bunlarin degisken 6zellik gostermesidir. Fakat bu bulgular
astim hastalifina 6zgilin olmayip sadece anamnez ve fizik muayene ile tan1 koymak
zordur, ek tanisal testler ile desteklemek gerekir. Tanisal testler taniy1 destekler fakat

negatif olmasi taniy1 dislatmaz.

2.7.1. Semptomlar

Nefes darligi, Oksiiriik, gogiiste sikigiklik hissi ve hiriltili solunum hastaligi
spesifik olup ozellikle erigskinlerde semptomlarin birden fazlasinin bulunmasi,
sikayetlerinin gece veya sabaha kars1 03:00- 05:00 saatlerinde alevlenmesi, zamanla
degiskenlik gostermesi ve viral enfeksiyonlar, allerjen temasi, havadaki degisiklik,
kahkaha, sigara i¢imi, egzoz gazlari, parfiim kokular1 gibi tetiklenme 6zellikleri varsa

157

tan1y1 desteklemektedir. Solunumsal sikayetlerin ¢ocukluk caginda baslamasi,

22



0zge¢misinde alerjik rinit, atopik dermatit olmasi, ailede astim Oykiisii olmasi,

solunumsal sikayetlerin astima bagli olmasi ihtimalini arttirir.

2.7.2. Fizik muayene

Astimli hastalarda fizik muayene siklikla normaldir. En sik patolojik bulgu
eksipratuar ronkiislerdir, alevlenme donemlerinde siklikla duyulur. Alevlenmeler agir
ve hayati tehtit edici olmasi durumunda solunum sesleri duyulamayabilir bu durumu
sessiz akciger denilir. Muayene sonunda veya her derin inspiryum sonunda Oksiiriik
goriilmesi, hava yolu duyarlihginin gostergelerinden biridir.™®

Agir astim ataklarinda artmis hiperinflasyon ve hava akimi kisitlamasina bagh
goriilen sessiz akciger durumunda dinleme bulgularina ek olarak atagin ciddiyetine
bagli olarak uykuya meyil, konfiizyon, yardimci solunum kaslarinin kullanima, tasikardi
goriilebilir.

Ronkiis, wheezing astimli hastalara 06zgiin bir bulgu olmayip laringeal
obstriiksiyon, KOAH, pulmoner enfesksiyonlar, trakeomalazi, yabanci cisim

aspirasyonlari, endobronsial timérlerde de goriilebilir.™®

2.7.3. Tam ve takipte kullamilan testler

Astim hastalarinda solunum fonksiyon testlerinde olmazsa olmaz geri doniislii
hava yolu obstriksiyonu, BHR ve PEF degiskenliginin gosterilmesidir.®® Astim
hastalarinda solunum fonksiyon testi tamamen normal de olabilmekle birlikte ¢ok agir
obstriiksiyon da goriilebilmektedir. Solunum fonksiyon testleri kontrolsiiz astim
hastalarinda daha fazla degiskenlik gésterir.lﬁo

Solunum fonksiyon testleri tani, takipte ve hava yolu degiskenliginin tespitinde
kullanilir. FEV3, FVC ve FEV1/FVC orani ile zirve ekspiratuar akim hizi (PEF) ol¢timii
yapilabilir. 58 Bu élgiimler cogu zaman daha biiyiik hava yollaryla ilgili bilgi verir,
FEF25.75 daha kiigiik hava yollartyla ilgili bilgi verir.®*® Ozetle hava yolu kisitliligim
degerlendirmek i¢cin FEV3, FVC, PEF ve FEF,5 75 kullanilabilir. Hava yolu kisitlanmasi

genellikle postbronkodilatér FEV1/FVC<0.7 olarak tanimlanir.
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Spirometrik o6l¢iimlerde hava akimi kisitlanmamasi 6l¢iilmemesi durumunda evde
PEF metre ile 2 haftalik PEF takibi hava yolu degiskenliginin tespit edilmesi ve astim
tanisinin koyulmasina yardimci olur. 161 PEF takibi sabah erken saatlerde ve aksam
saatlerinde ve tercihen bronkodilatorden Once ve sonra giinde en az 2 kere olacak
sekilde uygulanir. PEF takibi, Astim agirliginin belirlenmesinde ve tedaviye yanitin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. PEF 6l¢limlerinde ditirnal degisim %20 {istiinde
olmast astim icin tanisal olup degiskenlik biytlikligli hastalik siddeti ile orantili
bulunmustur.162 PEF degiskenligi hesaplanmast i¢in sekil 6’daki formiil

kullanilmaktadir.

PEF
+PEF

(PEF maksimum — )X 100

(PEF

minimum

PEF degiskenligi =

maksimum minimum)/ 2

Sekil 6. PEF degiskenligi formiilii

Brons hiperaktivitesi, reverzibilitesi hizli etkili bronkodilatérden sonra (200-400
mcg salbutamol*® ve tiirevi hizli etkili Beta2 agonist ile ) hizli FEV; diizelmesi veya
etkili kontrol edici tedavi (IKS veya oral kortikosteroid) sonrasinda FEV; diizelmesi
olarak adlandirilir. Brons hiperaktivitesinin variabilitesi baz1 tetkikler ile tespit edilir:

o Bronkodilator tedavi sonrasinda veya uzun siireli kontrol edici tedavi
sonrasinda solunum fonksiyon testlerinde diizelme olmasi

o Brons provakasyon testi sonrasinda solunum fonksiyon testlerinde
kotiilesme olmasi

o Evde veya vizitlerdeki 1-2 haftalik takiplerinde solunum fonksiyon
testlerindeki variabilitenin tespit edilmesi

Bronkodilator testlerin anlamli kabul edilmesi igin 200-400 mcg salbutamol
inhalasyonundan 10-15 dk sonra yapilan solunum fonksiyon testinde FEV> %12 ve
>200ml artig olmasi olarak tanimlanir. Ayrica >%15 veya >400ml artig olmasi
bronkodilatdr testin giivenilirligini arttirir. Testten 4 saat 6ncesine kadar SABA, giinde
iki defa kullanilan LABA’lar 24 saat oncesinde, giinde bir defa kullanilan LABA’lar 36

saat Ooncesinde kesilmelidir. Geg¢ revezibilite hastalarda 4 haftalik tedavi sonrasinda
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FEV1> %12 ve >200 ml artmasi olarak tanimlanir. 2005 yilina kadar kabul edilen BHR
tanimlamasindaki major limitasyon FEV; ve FVC’nin bazal degerlerinin ve rdlatif
degisikliklerinin bilinmiyor olmasiydi.’**!®® 2021 ATS kilavuzunda FVC ve FEV,
degerlerinin hava yolu hapsini gostermek icin kullanilabilecek fizyolojik parametreler
olarak gosterilmistir. % BHR son kilavuzlarda postbronkodilatér dénemde FEV;
veya FVC degerlerinde >%10 artis olarak kabul edilmistir.'®°

Astiml1 hastalarda brong provakasyon icin inhale histamin'"°, inhale antikolinerjik

171

agonist metakolin , egzersiz gibi fiziksel stimiilasyonlar’’?, soguk hava

I'™ gibi hipotonik ve hipertonik soliisyonu kullamilir.

hiperventilasyonu'’®, mannito
Metakolin inhalasyonu brons provakasyon testleri arasinda en sik kullanilan testtir.
KOAH gibi irreversible hava yolu obstriikksiyonu goriilen hastalarda ayrici tani icin
kullanilabilir. Mesleki astim tamst icin de kullanilabilir.!” IKS almayan hastalarda
testin negatif olmasi astim tanisin1 dislarken, testin pozitif olmasi hastanin her zaman
asttim oldugu anlamma gelmemektedir. Test uygulanirken FEV; degerinde bazal

Olctimlere gore %20 diisiis olmas1 durumunda anlamli kabul edilir.

Agir Astim

—_ Hafif Astim
E c
o
&
S . _‘_Ii _________ Normal
m 1
o [ 1 I
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Metakolin konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 7. Metakolin Testi Yorumlanmasi 159
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Brons provakasyon testlerinde (sekil 7) hastalara verilen 1 mg/mL metakolin
verildikten sonra FEV;’de >%20 degisiklik olmasi agir astim, 4 mg/mL metakolin
verildikten sonra FEV;’de >%20 degisiklik olmasi hafif astim1 gostermektedir.

Atopi varligr solunumsal semptomlarin alerjik astim iliskili olma olasiligini
arttirir, fakat sadece alerjik astima spesifik olmayip tiim astim fenotiplerinde gozlenir.
Atopi deri prik testi veya serum spesifik immunglobulin IgE ile tanimlanabilir.
Alevlenme sebebinin Ogrenilmesi igin ailesel Oykiisii olan astim hastalarina
uygulanmalidir. Deri prik testi uygulanma metodlar1 ¢ok yonlii olsa da sonug
yorumlanmasi i¢in 3mm’den fazla olmas1 ya da pozitif kontrol yarigcapinin 0.4 katindan
fazla olmasidir.*"®

Eksale nitrik oksit (FeNO) seviylesi balgam ve kan eozinofil seviyeleri ile *"’
yakin iliskili bulunmustur. Astim tanisinda veya tanmin dislanmasinda kullanilmaz.
FeNO yiiksekligi tip 2 inflamasyonla iliskilidir.'™® Eozinofilik bronsit, atopi, alerjik
rinit, atopik dermatit gibi astim dis1 patolojilerde de yiikselebilir, baz1 astim
fenotiplerinde (notrofilik astim) ve bronkokonstriksiyon doneminde yiikselmez.

Tiim tanisal testlere ek olarak astim tanisinda radyoloji, pndmoni, kardiyojenik
pulmoner 6dem, pulmoner tromboemboli, pndmotoraks, endobronsial darlik yaratan
veya atelektazi yapan tiimorler gibi astimi taklit eden hastaliklarin ayrici tanisi igin

kullanilir, astim tanisi i¢in radyolojik dogrulama gerekmez.159

2.7.4. Ayrici tani

Astimin ayrict tamisina akciger hastaliklari ve akciger dis1 hastaliklar
girmektedir, tanisal degerlendirme yaparken bu hastaliklar gozden gegirilmelidir (Tablo

4).
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Tablo 4. Astim Ayrici Tam'
Pulmoner KOAH
Tiiberkiiloz
Hiperventilasyon
Sarkoidoz
Eozinofilik Pnomoniler
Kistik Fibrozis
Bronsiektazi
Parankimal Akciger Hastaliklar1
Alfa-1 antitripsin eksikligi
Endobronsial timdrler
Eozinofilik Graniilomatdz Polianjitis
Neoplastik Akciger Kanseri
Endobronsial Tiimorler
Hiler Lenfadenopatiyle birlikte Lenfoma

Kardiyovaskiiler Sol Ventrikiil Yetmezligi
Pulmoner Emboli
Diger Patolojiler Gastroozefageal reflii/aspirasyon

Yabanci Cisim Aspirasyonu
Vokal Kord Disfonksiyonu
[laglar (ACE inh)

Kontrolsiiz astim

Semptom kontrol zayif olan (semptomlart dolayisiyla sik kurtarici ilag kullanan,
giinliik aktivitesini kisitlayan, gece uykudan uyanan vb.) veya oral kortikosteroid
gereksinimi duyan yilda >2 alevlenme veya >1 yatis gerektiren hastalar kontrolsiiz

astim olarak tanimlanir.’

Tedavizi Zor astim

Semptom kontrolii ve alevlenme riskini azaltmak i¢in orta veya yiiksek doz IKS
ve LABA veya oral kortikosteroid veya daha yiiksek doz tedaviye ihtiya¢ duyan
hastalardir. Birgok hastada yanlis ve diizensiz inhaler kullanimi, sigara ig¢imesi,
komorbid hastaliklarin varligi, ¢evresel ve mesleki maruziyetler gibi degistirilebilir

nedenler mevcuttur.'”

Agir astim

Semptom kontrolii i¢in yliksek doz IKS+LABA, oral kortikosteroid tedavisi
gereken ve ila¢ dozu disiiriildiiglinde kontrolii bozulan komorbiditeleri kontrol altina
alinmis, diizenli ve dogru inhaler kullanim1 olan, ¢evresel, mesleki maruziyeti ortadan

kaldirilmig hastalar agir astim olarak adlandirlir.t”®
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2.8. Astim Fenotipleri

Astim intrinsik ve ekstrinsik olarak fenotiplendirilirken son donemlerde endotipik
ve fenotipik tanimlamalar kullanilmaya baslanmistir. Kesin olarak siniflandirilmasi net
yapilmamis olsa da GINA 2022 kilavuzlarinda alerjik astim, alerjik olmayan astim, geg
baslangicli astim, persistan hava yolu kisitliligr ile iligkili astim, obezite iligkili astim
olarak smiflandirilmistir.! Fenotipik siniflandirmalar i¢in balgam ornekleriyle yapilan
caligmalarda hastalar dominant inflamatuar hiicrelerine gore dort subgruba ayrilmistir.
Notrofilik fenotipte balgam notrofil orant >%61 ve hiicre sayis1 >10 milyon hiicre/gram,
eozinofilik fenotipte > %1.9- 3, mikst graniilositik fenotipte notrofil ve eozinofil sayilar
artmis ve paucigranulositik notrofil ve eozinofil sayilart azalmis olarak tespit
edilmistir.’® Yapilan bir agir astim arastirma programi kohortunda 5 ana grup
tanimlanmistir. Erken baslangigli atopik astim, 2 veya daha fazla kontrol edici ilagla
solunum fonksiyon kaybi olmayan hastalar, 3 veya daha fazla kontrol edici ilagla
nispeten korunmus solunum fonksiyonlari olan hastalar; ge¢ baslangi¢h atopik olmayan
astim, oral kortikosteroid ve IKS kullanma ihtiyaci duyan hafif solunum fonksiyon
kayb1 olan hastalar. Erken baslangi¢li atopik astim, solunum fonksiyon kaybi (ortalama
%57 FEV1) olan hastalar ve gec¢ baslangicli astim, en agir solunum fonksiyon
kaybi(ortalama %43 FEV1) olan hastalardan olusur. Tiim gruplar incelendiginde balgam
subgrup analizinde eozinofil ve noétrofil degerleri 6nceki ¢alismalarla benzer olarak
bulunmustur.181

Arastirmalardan elde edilen bulgularla asttimin inflamatuar ve noninflamatuar
olarak heterojen bir patogenezi oldugu tespit edilmis ve endotipleme balgam, kan ve
bronsial orneklerin incelenmesi sonucunda “Th2 yiiksek” ve “Th2 diisiik” olarak
siniflandirilmistir. Th2 yiiksek tip kan, balgam ve bronsial 6rneklerde yiiksek eozinofil
oranlar1 ile karakterizedir, kan eozinofil sayis1 >300 hiicre/mL ve bronkodilator tedaviye
iyl yanit verirler. Th2 diisiik fenotipte kan, balgam ve bronsial 6rneklerde notrofil
hakimiyeti veya paucigraniilositik patern gozlenir ve spesifik biyomarker: yoktur.'®?
Th2 yiiksek ve diisiik astim fenotiplendirmesi Sekil 8’de gosterilmektedir.

IgE ve serum eozinofil sayilar1 hastalarda bronkodilatdr tedaviye yaniti tespit

183,184

edilmesinde kullanilan biyomarkerlardir. Th2 yiiksek fenotipte eozinofilik

inflamasyonun tespiti i¢in IL-4, IL-5, IL-13, periostin, eotaxin-2, obezite iliskili
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hastalarda L-arjinin ve leptin, klamidya pnomonia antikorlari, staphylococcus aerus

enterotoxin-1gE ve timik stromal lenfopoietin (TSLP) kullanilabilir.

Astim Fenotipleri

Th2 Dustik Th2 Yiiksek

Notrofilik Eozinofilik

IL-5
IL-4/13
IL-13

Sekil 8. Astim Fenotipleri '*°

Th2 yiiksek endotip

Aspirin iligkili astim, alerjik bronkopulmoner mikozis, erken baslani¢li astim,
eriskin baslangigh astim, ge¢ baslangigli astim, hipereozinofilik astim, IgE iliskili
mesleki astim fenotipleri Th2 yiiksek endotip i¢inde siniflandirilir (Tablo 5).
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Tablo 5. Astimda Th, yiiksekligi bulunan Fenotipler

Aspirin Iliskili Astim **1%

Alerjik
Mikozis'®18°

Bronkopulmoner

Erken Baslangich Astim 186

Eriskin Baslangich Astim 187

Gec Baslangich,
hipereozinofilik Astim

Agir ve
183

Mesleksel Astim
(IgE iliskili) **®

Nazal polipozis, rinosiniizit,
yetiskin baslangi¢li

Tedavi: LTRA inhibitdrleri
Mukus iiretimi, yetiskin
baslangicli, reverzibilite az, kotii
prognozlu

Tedavi: OKS, antifungal ve

biyolojik ajanlar

Yilda >3 astim atagi, erken
baslangig, ailede astim Sykiisii
Tedavi: IKS, LTRA, Biyolojik
ajanlar

Alerjen iligkili  semptomlar,
alerjik rinit

Tedavi: OKS ve biyolojik ajanlar
Agir alevlenme, non-atopik,
OKS sensitif ve siklikla OKS
bagimli

Tedavi: OKS ve Anti-1L-5

Is baslangict sonrasinda astim
semptomlari

Tedavi: Temasin engellenmesi

Uriner Lokotrien
Artmig periostin seviyesi

Yiiksek FeNO, Serum total IgE
Yiiksek Aspergillus IgE
Aspergillus deri testi pozitifligi

Yiiksek FeNO, periostin, Yiiksek
IgE, spesifik IgE, eozinofili
(>%3), pozitif deri prik testi

Yiiksek FeNO ve total
pozitif deri prik testi

IgE,

Yiiksek FeNO, eotaksin
Yiiksek balgam ve kan eozinofili

Yiiksek FeNO, Yiksek IgE ve
spesifik IgE, balgam eozinofili
PEFmetre

*LTRA, 16kotrien reseptdr antagonisti; OKS, oral kortikosteroid, FeNO, ekshale nitrik oksit

Th2 Diisiik Endotip

Astim-KOAH overlap, gec¢ baslangicli nonatopik astim, steroid-direngli veya

notrofilik astim, obezite iligkili astim, perimenstrual astim, non-IgE iliskili mesleki

astim fenotipleri Th2 diisiik endotipler iginde smiflandirihir(Tablo 6). Egzersize

indiiklenen astim, soguk hava iliskili veya kros kayakeilart astimi, stresle tetiklenen

astim ve psikolojik astim da bu endotip

klasifikasyonlar icin ileri caligsmalara ihtiya¢ vardir.
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Tablo 6. Astimda Th; Diisiik Olan Fenotipler

AKO veya Fiks Obstriiksiyon *

Gec¢  Baslangich
Astim 189190

non-atopik

Notrofilik
Astim 183187

(steroid-direncli)

Obezite iliskili Astim **°

Pre veya Perimenstriial *

Non-IgE
Astim™°

iliskili Mesleki

Kronik solunumsal semptomlar,
sigara gibi risk faktorii temasi
Tedavi: LABA+LAMA
Ozellikle kadin hastalarda, geg
baslangi¢h

Tedavi: Yiiksek doz IKS ve OKS
Eriskin baglangich, diisik FEV;
ve agir hava hapsi
Tedavi: Makrolid,
antagonistleri

Siklikla obez kadinlarda, atopi
nadir goriiliir

Tedavi: Kilo kontrolii

Astim alevlenmesi premenstrual
fazda sik goriisiir ve dismenore
siklig1 artar

[rritan temast sonrasinda
semptomlar artar, koti
prognozlu, yiiksek miktarda gaz,
buhar, duman temasiyla goriiliir

IL-17

Balgam eozinofil artis1 ve FeNO
artis1 olmamasi

Balgamda >%76 notrofil
IL-17

L-arginin, Leptin

Spesifik provakasyon testi
PEFmetre

AKO, astim-KOAH overlap; LABA, Uzun etkili B,-agonist; LAMA, uzun etkili antikolinerjik

Soguk Hava iliskili veya Kros

kayakcilar: Astim 186

Egzersizle indiiklenen Astim %

Stresle Tetiklenen veya Psikolojik

Astim 1%

Siklikla st

enfeksiyonlari,

sogukla iligkili, OKS ve IKS

yanitt zayif
Tedavi: Soguk
azaltmak ve

yogunlugunun azaltilmasi
Egzersiz ~ doneminde
katekolamin  sentezine

artmis hava yolu direnci

Psikolojik stres sonrasinda stres

hormonlarinin salinmasina bagh

gbzlenir
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solunum  yolu

egzersiz ~ ve

temasini

egzersiz

artan

bagh

Normal FeNO, normal
eozinofili
Artmig idrar LTE4



2.8.1. Erken Baslangich Alerjik astim

Erken baslangi¢h astim i¢in sinir bir yas tanimlanmamuistir. Cogu eriskin
yasta da devam eder. Atopik dermatit, alerjik rinit gibi alerjik hastaliklarin goriilme
siklig1 artar hastalarin %40’1inda atopik dermatit goriiliir, ge¢ baslangicl hastalarin %4

193,194

iinde atopik dermatit goriistr. Total ve spesifik IgE seviyeleri ge¢ baslangicli

astima gore daha yiiksektir. SARP calismasinda agir alerjik astimli hastalar yiiksek cilt

95

testi pozitifligi ve diisiik akciger fonksiyonu ile iliskili bulunmustur.’®®  Spesifitesi

olmamasina ragmen yiiksek FeNO ( >30-35 ppb), balgam eozinofili (> 2), artmis

periostin'®®1%

seviyeleri Th2 yiiksek astim ile iligkili bulunmustur. Kortikosteroidler
Th2 iligkili inflamasyonu olan hastalar i¢in nonspesifik tedavisidir ve iyi yanit
gozlenir.'*® Kortikosteroid tedavisi disinda Th2 yolu etkileyen Anti-IgE, Anti-IL-5,

Anti-IL-4, Anti-I1L-13 gibi biyolojik ajanlar da tedavide kullanilabilir.

2.8.2. Geg Baslangich Persistan Eozinifilik Astim

Eozinofilik astim balgamda, kanda ve bronsial yapilarda normalde bulunmasi
gerekenden fazla eozinofil bulunmasi ile karakterizedir. Tanimlamalara ragmen
eozinofili ylizdesi standardize edilmemistir. Agir astimli hastalarda yliksek eozinofil
sayilari IKS ve OKS tedavisine ragmen devam edebilir.'® Kortikosteroid tedavisine

193,200

ragmen persistan balgam eozinofilisi olan hastalar daha az alerjiklerdir . Astimin

bu formu siniizit, nazal polipozis ve aspirin ile iligkili astimda g('jriih'ir.l93

2.8.3. Alerjik olmayan astim(Th2 diisiik astim)

Astim hastalarinin biiylik bir grubunu olusturmaktadir ve Th2 yiiksek hastalara
gore az miktarda hava yolu obstriiksiyonu, diisiik brons hiperreaktivitesi igerirler. ™’
Th2 iligkili hastalara gore kortikosteroidlere daha zayif yanit verirler.'®

Balgamlarindaki hiicresel profil nétrofilik, eozinofilik veya paucigraniilositik olabilir. !
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2.8.4. Obezite iliskili astim

Obezite astim gelisiminde ve kontroliinde rol almaktadir.”®* Obezite genel olarak
proinflamatuar bir durumdur ve TNF- o, IL-6, leptin gibi mediatorlerin salinimini
arttirir ve disiik FeNO ve eozinofili goriiliir bu durum azalmis steroid yanitiyla da
iliskilidir.”* Obezite iligkili astimda cesitli fenotipler tanimlanmistir, erken baslangicli
Th2 iligkili hastalarda hastalik kotii prognozlu seyreder. Bir diger grup ise geg
baslangich 6zellikle kadin hastalarda goriiliir.”®® Bazi hastalarda nétrofilik inflamasyon

1 204 Adipokinler ve adipoz

205

gorilir®™ ve bu hastalarda kilo vermek prognozu diizeltir.

dokudan salgilanan diger stokinler akciger ve solunum yollarini etkiler®™™ ve yiiksek

leptin seviyesi ile FEV;, FVC ve FEV1/FVC arasinda ters oranti bulunmustur206

Metabolik disregiilasyon, obezitedeki komplikasyonlarda 6nemli rol oynar.?%’

Hiperglisemi ve hiperinsiilinemi BHRyi arttir, diiz kas proliferasyonu ve epitelyal hasar

208 s .
Astim hastasi olan veya olmayan insiilin rezistansi ve

9

ile remodellinge katki yapar.

metabolik sendromlu hastalarin solunum fonksiyon kapasiteleri diisiik bulunmustur.20

2.8.5. Aspirin ile indiiklenen astim

Geg baglangiclh astimin subfenotipi olarak diistiniilmekle birlikte erken baslangicli
astimin fenotipi olarak da goriilebilmektedir. Tekrarlayan agir siniizit, nazal polipozis,
aspirin ve COX-1 inhibitdrlerine karst duyarlilik gériiliir.”*° Eozinofil, mast, bazofil gibi
Th2 inflamasyonla iligkili hiicreler artm1s‘[1r211 ve lokotrien yolag: iliskilli genlerle

212 En 6nemli biyomarkerlar1 idrar l6kotrien ve kan eozinofil

iliskili bulunmustur.
seviyeleridir, periostin seviyeleri de yiikselebilir.186 Aspirin ile indiiklenen astimin
patogenezi net olarak bilinmese de en ¢ok kabul edilen siklooksijenaz teorisidir. Bu
teoride aspirin ve COX-1 inhibitorleri siklooksijenaz yolunu inhibe eder, solunum
yolunda inhibe olmasi sonrasinda prostaglandin E2(PGE2) {iretimi azalir, yolagin 5-
Lipooksijenaz tarafina kaymasi ile sisteinil l6kotrien(cysLTs) iiretimi artar. Sisteinil
l6kotrienlerin artistyla birlikte LTC4, LTD4, LTE4 {iretimi artar ve bu durum aspirin ile
indiiklenen astimda en Onemli mediatorlerdir. Mediator salilimin artisla birlikte
bronkokonstriksiyon, mukus hipersekresyonu, vaskiiler permabilitede artis ve seliiler

infiltrasyonlar gérﬁlﬁr.212'213
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2.8.6. Notrofilik Astim

Son yillarda tutarsiz bir sekilde hafif ve agir astimli hastalarda noétrofili

tanimlanmaktadir.?**

Notrofil seviyesi ile ilgili bir fikir birligi saglanmamaistir. Notrofili
genellikle kortikosteroid tedavisi ile tedavi edilen hastalarda goriiliir. Kortikosteroidler
notrofil apoptozunu inhibe eder ve bazi durumlarda nétrofil aktivasyonuna katkida
bulunur, bu durum da kortikosteroid tedavisinin kendisinin notrofili gelisiminde roli

olabilecegini diistindiir.”*®

Notrofilik hastalar diisiik solunum fonksiyon kapasitesi,
fazla hava hapsi, brons duvar kalinliginda artis (bilgisayarli tomografi ile l¢lilmiis ) ve
artmis matriks metalloproteinaz iiretimi ile iliskili bulunmustur. SARP ¢alismasinda
notrofilik hastalar genellikle eriskin baslangicli ve inkomplet reverzible agir obstriiktif
hastalar ve stk OKS kullanan ve sik hastane bagvurusu olan hastalar olarak tespit

181

edilmistir.™ Kortikosteroid tedavisi Th2 diisik olmasi nedeniyle daha az etkili

216

bulunmustur.”™ Nétrofilik hastalarla yapilan bir c¢alismada makrolid antibiyotiklerin

notrofilik markerlar1 azalttigi, hayat kalitesini arttirdigi goézlenmistir fakat astim

kontroliinii arttirmamis ve FEV1’de artig g(’)zlenmemis,tir.217

Th17 inflamasyon nétrofili
ile kuvvetli iliskili bulunmustur ve tedavi hedefleri i¢in yeni bir hedef olmustur.?® IL-
17A ve IL-17F kotii solunum fonksiyon kapasitesi ve agir astimlr iligkili bulunmustur
fakat notrofilik astim ile iligkili bulunmamistir.® Bu nedenle anti-IL-17 tedavilerin

etkiligiyle iliskili klinik ¢alismalarin sonuglar1 beklenmektedir.

2.8.7. Egzersizle tetiklenen Astim

Egzersizle tetiklenen astim oncelikli olarak egzersiz sonrasinda semptomlari
kotiilesen hastalar icin kullanilir. Bu fenotip yillardir tanimlanmaktadir fakat
immiinolojik ve inflamatuar temelleri bilinmemektedir. Hastalarda egzersiz aninda,
kuru ve soguk havalarda bronkokonstriksiyon goriisiir ve FEVi’de %10-15 diislis
gozlenir. Atopik atletlerde Th2 iligkili gbzlenmistir ve patolojik olarak balgamda ve
dokuda eozinofil yiliksek oranda gozlenmistir. 220 Mast hiicreleri ve mast hiicresi kokenli
mediatdrlerle iligkili bulunmustur.”** Lokotrien reseptor antagonistleri egzersiz iliskili

astim hastalarda kullanilabilir.”?* Son zamanlarda mast hiicres artisini bloklayan anti-
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IL-9 tedavi i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir ve bu da egzersizle tetiklenen astimin

Th2 iliskili olabilecegini gostermektedir.??®

2.9. Astimda Tedavi ve Takip

Astim tedavisinde hedef uzun donemde etkin semptom kontrolii, gilinliik
aktivitelerinin devami, astim alevlenme sikliginin azaltilmasi, persistan hava akimi
kisitlanmasinin engellenmesi, tedaviye bagli yan etkilerin engellenmesi, astima bagh
Olim ylizdesini azaltmaktir. !

Etkin bir astim kontrolii i¢in hasta ve doktor arasinda etkin bir iletisim
kurulmalidir. Hastaya astim hakkinda egitim verilmeli, astim yonetimi ile ilgili egitim
verilmelidir bu durum astim iligkili morbiditeyi azaltmaktadir.”* Astim tedavisinde iki
ana baslik vardir; semptom kontrolii ve risk azaltilmasi.® Tedavi kontrolii hasta i¢in
kisisellestirilmis olmalidir ve degerlendirilmede tedavinin izlenmesi, yanitin
degerlendirilmesi, tekrar gézden gecirilmesi olarak dongii seklinde degerlendirilmelidir.
Yapilan caligmalarda iyi semptom kontrolii azalmis alevlenme riskiyle iliskili

bulunmugtur.200

2.9.1. Astim tedavisinde kullanilan ilaglar

Astim tedavisinde kullanilan ilaglar {i¢ ana grupta incelenir; kontrol edici ilaglar,

rahatlatic1/ semptom giderici ilaclar ve agir astimda kullanilan biyolojik ajanlar.

2.9.1.1. Kontrol edici ilaglar

Inhaler Steroidler

Steroidlerin tedaviyi birden ¢ok mekanizma ile saglar bunlar: sitokin salinimin
inhibisyonu, hava yollarindaki eozinofilinin baskilanmasi, inflamatuar mediator
salimimin engellenmesi225 Steroidler hava yolu hiperreaktivitesinin ve akciger

. )
inflamasyonun baskilanmasinda yarar saglar. °

Steroidler inhalasyon, oral,
intramuskuler ve intravendz yollarla uygulanabilir. Inhaler tedavideki amag

biyoyararliligin arttirilmasi ve steroid kullanimina bagli yan etkilerinin olusmasinin
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engellenmesi icin diisiik dozlarda kullamlmasidir. Inhaler steroidler daha diisiik doz
kullanilir ve daha diisiik yan etki profiline sahiptir. Tedavide kullanilan disiik, orta ve
yiiksek inhaler steroid dozlar1 tablo 7°de gosterilmektedir.

[lag kullannmma bagl lokal yan etkiler oral kandidiyazis, disfoni( yiiksek
dozlarda), refleks oOksiiriikk, bronkospazm (Hizli inhalasyona bagli) gibi yan etkiler
gozlenir. Oral kandidiyazis ve disfoni ilag kullanimi sonrasinda agiz ¢alkalanmasi ve
spacer kullanimi ile engellenebilir.

Steroid tedavisine duyarlilik veya duyarsizligi ¢esitli molekiiler mekanizmalarla
ve farkli hasta fenotipleriyle agiklanmistir. Yiiksek doz IKS ve oral steroid tedavisiyle
zayif kontrol altina alinmis hastalarda steroid insensivitesi dikkate alinmalidir.??” Sigara
icen hastalarda azalmis steroid yarari notrofilik astimla iligkili bulunmustur. Yine sigara
igmeyen hastalarda yapilan ¢alismalarda FeNO> 50 ppb olan hastalarda IKS iyi yanit
verdikleri bulunmustur.?®

IKS tedavisi gliniimiizde uzun etkili beta2- agonist kombinasyonlari ile birlikte
kullanimakta, bu kombinasyonlar:

Beklametazon / formoterol
Budesonid / formoterol
Flutikazon furoat / vilanterol trifenoat
Flutikazon propionat / formoterol
Flutikazon propionat / salmaterol
Tek basma IKS tedavisiyle kiyaslandiginda kombine ilaglarda daha diisiik IKS

dozu ile klinik kontrol saglandigi izlenmistir.?°

Tablo 7. inhaler Steroid dozlar1*

ilag: Diisiik Doz (ng)  Orta Doz (ng) Yiiksek Doz (ng)
Beklometazon Dipropiyonat (CFC) = 250-500 >500-1000 >1000
Beklometazon Dipropiyonat (HFA) = 100-200 >200-400 >400

Budesonid ~ 200-400 >400-800 >800

Flutikazon propionat 100-250 >250-500 >500-1000
Flutikazon furoat ** 100 200

Mometazon furoat * 200 200-400 >400

Siklesonid * ~ 80-160 >160-320 >320

CFC: Klorofluorokarbon, HFA: Hidrofluoroalkan
*Gilinde tek doz kullanilabilir ** Orta dozu ile ilgili calisma bulunmamaktadir.
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Anti- Lokotrien ilaglar

Montelukast ve zafirlukast sisteinil 16ktrien reseptdr bloke ederek, zileuton 5-
lipooksijenaz yolunu bloke eder. IKS kullanimina bagli yan etki goriilen veya IKS
kullanmak istemeyen, eslik eden alerjik asttimi olan hastalarda tedavi olarak tercih
edilebilir. *° Zileuton kullanan hastalarda karaciger fonksiyon testleri yakin takip
edilmelidir. Sigara kullanma Oykiisii olan, obezite, egzersizle tetiklenen astimi, aspirinle
tetiklenen astimi olanlarda ve IKS insensivitesi olan hastalarda daha iyi klinik yanit

g('izlenir.3

2.9.1.2. Rahatlatic1 / Semptom Giderici ilaglar

Kisa etkili f, Agonistler
Beta-adrenerjik reseptorleri stimiile eder ve hiicre igindeki siklik adenozin
monofostat(cAMP) arttirir. Sonug olarak da hava yollarindaki diiz kas hiicrelerinde
relaksasyon saglanir ve bronkokonstriksiyonda diizelme olur. Albuterol, salbutamol,
levalbuterol ve pirbuterol bu grubun ilaglaridir. Terapotik etkinligi 5 dk sonra baslar ve

3-6 saat kadar siirer.?%

Uzun etkili , Agonistler

Uzun etkili B, Agonistler lipofilik yapisi arttirilmis ve buna bagh akciger
dokusundaki etki siiresi uzatilmis ilaglardir etki siiresi 12 saatten fazladir.”** Formoterol
uzun etkili olmasina ragmen etki siiresi hizli baglangi¢hdir. S, agonistlerin yan etkileri
benzer olup sik goriilen yan etkileri tasikardi, uzamis QT ve hipokalemidir.233 Etki
stiresi 24 saat ve uzun olan uzun etkili £, agonistler ultra uzun olarak adlandirilmaktadir

ve bu grupta indakaterol, olodaerol, vilanterol bulunur.

Antikolinerjik Ajanlar

Asetilkolin -~ hava  yollarindaki ~ muskarinik  reseptdrlere  baglanarak
bronkokonstriksiyon, mukus sekresyonu ve inflamasyonu tetikler. Tanimlanmis bes
adet muskarinik reseptor vardir ve bunlardan sadece M3, M, ve M3 astim ve KOAH

patofizyolojisinde rol oynamaktadir. M; reseptorleri elektrolit dengesi, su
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salgilanmasinda rol oynar. M, reseptorleri hava yolu diiz kas hiicreleri ve parasempatik
néronlardan salgilanir ve hava yolu diiz kas hiicrelerinde kontraksiyon yapar.?** M
reseptOrler otoreseptor olarak hareket ederek vagal kaynakli bronkokonstriksiyon ve
mukus sekreseyonunu sinirlar.”® M, reseptorleri bronsial diiz kas hiicrelerinde primer
olarak gorev yaparlar ve diiz kas kontraksiyonu ve submukozal glandlardan sekresyon
artigma  yol agar.®® Antikolinerjik ajanlar asetilkolinin parasempatik etkilerini

antagonize ederek terapotik etkinlik saglayarak tedaviye katki saglar.

Kisa Etkili Antikolinerjik Ajanlar
Ipratropium bromiir non-selektif kisa etkili antikolinerjik bir ajandir®®’ ve astim
tedavisinde S, agonistlerle kullanilmaktadir. £, agoniste ragmen semptomatik fayda

saglamayan hastalarda kullanilabilir.?®

Kisa etkili f; agonistle, ipratropium bromiiriin
karsilastirildigi ¢alismalarda tek basma kisa etkili B, agonistin ipratropiumdan daha

etkili oldugu bulunmustur.?*

Uzun Etkili Antikolinerjik Ajanlar

Aklidinyum, glikopironyum, umeklidinyum, tiotropium uzun etkili antikolinerjik
ajanlardir. Yapilan klinik ¢alismalarda glikopironyumun IKS/LABA kullanan
hastalardaki giivenli ve bronkodilatér etkinliginin oldugu gdzlenmistir.**° Tiotropiumla
yapilan caligmalarda IKS/LABA kullanan hastalara tiotropium eklenmesinin FEV;’de
154 ml iyilesme sagladig1 ve astim alevlenmesi riskini %21 azalttig géizlenmistir.zﬂ'1
Klinik ¢alismalar sonrasinda IKS/ LABA tedavisi almakta olan ve tedaviye ragmen

semptomatik olan hastalarda uzun etkili antikolinerjik ajan kullanilmas1 énerilmistir.

Teofilin (Dimetilksantin)

Teofilin 1895 yilinda ¢ay ve kakao ¢ekirdeklerinden izole edilmis ve ilk tiretildigi
donemde diiiretik olarak kullanilmistir. Tk olarak 1922 yilinda astim tedavisi olarak
kullanilmaya baglanmistir. Tedavideki etkinligini bir¢ok yolakla saglar ve genellikle
yiiksek konsantrasyonlarda saglar. Non-selektif fosfodiesteraz(PDE) inhibitoriidiir ve
PDE3 inhibisyonu ile hava yollarindaki diiz kaslara etki eder.*> PDE4 inhibisyonu ile
alveolar makrofaj mediator salinimini saglar.PDE inhibisyonu S, agonist etki ile

sinerjistik etki saglar fakat in vivo veya klinik ¢aligmalarla net olarak ortaya
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konulamamistir.**?

PDE inhibisyonu teofilinin yan etkilerinin bir¢oguna neden olur.
Teofilin adenozin A; ve A; inhibisyonu yapar buna bagli bronkodilator etkinlik saglar
fakat adenozin Al reseptor antagonist etkisi nobet ve kardiyak artimiler gibi hayati
tehtit eden yan etkilere neden olabilir.>**

Yiiksek dozlarda IL-10 salinmasini engelleyerek antiinflamatuar etkinligini saglar.
Diisiik dozlarda IL-10 salinmasini etkilemez. Diisiikk dozlarda(5 mg/L), o6zellikle
oksidatif stres durumlarda histon deasteilaz aktivitasyonu yapar.?* Inflamatuar
hiicrelerin apoptozunu tetikler ve niikleer faktor inhibisyonu yaparak etki gosterirler.

10 mg/L altinda bronkodilator etkinligi az miktarda olup, antiinflamatuar etkinligi
devam etmektedir. 25 mg/L dozun istiinde yan etki siklig1 ¢ok arttigi igin terapotik
araligi 10-20 mg/L’dir. Onerilen intravendz tedavi dozu 6 mg/kg 20-30 dakikada

yiikleme sonrasinda 0.5 mg/kg/saat olarak inﬁizyondur.243

Magnezyum Siilfat

Magnezyum siilfat hayati tehtit eden astim ataklarinda intravendz olarak
kullanilmaktadir. Teorik olarak brons diiz kas hiicrelerinde sitozole kalsiyum gecisini
engelleyerek®®  doz bagimli bronkodilatator etki yapar aym zamanda mast

hiicrelerinden histamin salinimimi®*’

248

ve kolinerjik sinirlerden asetilkolin salinimini
bloke ederek etki yapar?*®. B,-agonist reseptor afinitesini arttirabilirler®®. Intravensz
MgSQO, kullanimi astim ataklarinda solunum fonksiyonlarinda iyilesme, agir ve hayati
tehdit eden astim ataklarinda tiim tedavi metodlarinin uygulanmasina ragmen tedaviye
yanit vermeyen hastalarda hastaneye yatis sikligini azaltmaktadir.”° Nebiilize MgSO,
ile yapilan ¢alismalarda diisiik kanit diizeylerinde ¢ok agir astim hastalarinda solunum

fonksiyonlarinda iyilesme ve hastane yatisini azalttig1 ,g,ré')rﬁlmﬁs‘u'jr.251

Diger Tedaviler

Alerjen Immiinoterapi

Alerjen spesifik immiiterapi tedavisi astim ve alerjik rinokonjonktivit birlikte olan
hastalarda kullanilabilen tedavi segeneklerinden biridir.***?*® Subkutandz ve sublingual
immiinoterapi olmak iizere iki yaklasim bulunmaktadir. Alerjen immiinoterapide
caligmalar genellikle ev tozu akarlari, polenlerle ve otlara kars1 yapilmistir. Subkutanoz

ve sublingual immunoterapi astim iliskili semptomlar1 azalttifi ve akciger
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fonksiyonlerini arttirdigi ve bronsial agir1 duyarliligi azalttigi goriilmiistiir.?”> Anaflaksi
riski olan, kotii kontrollii astim hastalarinda yeni gegirilmis miyokard infarktusu,
unstabil angma pectoris, kontrolsiiz hipertansiyon immiinoterapiye kontrendike
durumlardir. Ciddi alerjik reaksiyon ve tedaviye direncgli anaflaksi riskini arttirdigindan
dolay1 beta bloker ve anjiotensin konverting enzim(ACE) inhibitorii kullanan hastalarda

immiinoterapi baglanirken dikkatli olunmalidir.”*

Subkutanéz immiinoterapi

Subkutandz immunoterapi, klinik yaratan alerjenlerin tanimlanmasi ve alerjenlerin
ekstratlarinin artan dozlarda uygulanmasi ile alerjene karsi desensitizasyon ve/veya
tolerans gelistirilmesidir. Astimi olan hastalarda immiinoterapi semptomlarda azalma ve
tedavi ihtiyacinda azalma ile iligkili bulunmustur ve alerjen spesifik brons asiri

duyarhihgin azaltmstir. >

Sublingual Immunoterapi

Alerjik riniti olan ev tozuna alerjisi olan hastalarda diisiik, orta doz IKS
kullanmasina ragmen semptomlar1 varsa ve FEV;> %70 ise sublingual immunoterapi
onerilmektedir.' Sublingual tedaviyle en sik yan etkiler oral ve gastrointestinal

semptomlard1r.253

Asilar
Yapilan metaanalizlerde influenza asilanmasinin astim alevlenme riskini azalttig
bulunmustur, asiya bagl alevlenme riskinde artig gézlenmemistir.z‘r’6 Astim hastalarinda

pnomokokal enfeksiyon riski artmugtir.’

Bronsial Termoplasti

Brongial termoplasti ideal tedaviye ragmen astimi kontrolsiiz olan 5. Basamak
hastalarda 6zellesmis merkezlerde uygulanir. Hava yollarinin ii¢ ayr1 bronkoskopide
radyofrekans sinyalleriyle yapilan bir tedavi metodur. Yiiksek doz IKS ve uzun etkili B,
agonist alan hastalarda bronsial termoplastiyle iliskili olarak 3 aylik donemde astim
alevlenmesi riski azalmstir.®® Etkin tedaviye ragmen basamak 5 tedavide biyolojik

ajan kullamlamayan iilkelerde bronsial termoplasti dnerilmektedir.*
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Vitamin D Takviyesi

Diisiik vitamin D seviyesi ile azalmis akciger fonksiyonlari, artmis alevlenme
siklig1 ve azalmis kortikosteroid yamti ile iligkili bulunmustur.”®® 25(OH)D seviyesi 25-
30 nmol/L altindaki hastalarda D vitamini replasmani steroid gerektiren alevlenme

sikligin1 azalttigi ve astim semptom kontroliinii sagladig1 goriilmiistiir.?*°

2.9.2. Tla¢ Dis1 Tedaviler

flag tedavilerine ek olarak diger tedaviler de semptom kontroliiniin iyilesmesine
ek katkilar saglayarak gelecek risklerin azaltilmasinda fayda saglamaktadir.

Sigara kullanan hastalarda her vizitlerinde sigara birakmasi Onerilmelidir ve
ilerleyen donemlerde sigara iligkili artmis akciger kanseri, KOAH, kardiyovaskiiler
hastaliklar riski anlatilmali. Diizenli olarak kardiyopulmoner fitnes yapilarak astim
semptomlarinda azalma gozlenmistir. Egzersiz iliskili astim1 olan hastalarda egzersiz

61 veya diisik doz IKS-formoterol®® kullanilmas

oncesinde kisa etkibi B, agonist
egzersiz iligkili semptomlarda kullanilmas1 6nerilmektedir.

Cevresel alerjen maruziyeti veya sensitizasyon potansiyeli olan hastalarin
maruziyetinin azaltilmas: semptomlar1 azaltmaktadir. Cevresel astim tespit edilen
hastalarda ajan tespit edilip kesilmelidir. Ev tozu akarlar, evcil, hayvanlar, kemirgenler,
bocekler ve mantarlar ev i¢i alerjenlerdir. Astim semptomlari olan ve ev i¢i alerjenlere
duyarlilig1 olan hastalarda temasin azaltilmas1 6nerilmektedir.

Aspirin ve diger non-steroid analjezikler agir astim alevlenmelerine neden
olabilir.?®® Beta-blokor ilaglar( topikal oftalmolojik ilaglar da dahil olmak iizere)
bronkospazma yol acabilmektedir.®®* Akut koroner sendrom nedeniyle kullanilan
kardiyoselektif B, blokerler kontrendike degildir fakat klinik yarar zarar yakin takip
edilmelidir.”®

Obez hastalarda astim kontrolii zor olup, alevlenme sikhigi daha yiiksektir.?®
Kilo kaybr ile astim kontrolii arasindaki kanit sinirldir. Calismalar diyet, egzersiz ve
davranigsal tedavilerle yapilmig olup sonuglar heterojendir.267 Diyet veya egzersizle
%5-10 kilo kaybi astim kontroliinii ve hayat kalitesini iyilestirdigi gdzlenmistir.?®®

Hastalarin diyetlerinde yliksek oranda taze meyve ve sebze tiiketilmesi 6nerilmelidir.
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Sistematik calismalarda Buteyko ve Papworth solunum ve relaksasyon
egzersizleri semptomlarda iyilesme, hayat kalitesinde artmayla iligkili bulunmustur
fakat fonksiyonel akciger kapasitelerinde ve alevlenme riskinde iyilesme

gbzlenmemistir. 269

2.9.3. Agir astimda farmakolojik tedaviler

Eozinofilik Astim Saglikli B e
Astim
—_—=
Alrway smooth muscle
Alerjik eozinofilik
; t Cell Epithelium and RBM . S e
inflamasyon Pauci-grantlositik

So%A  Allergens Pollutants,
o oxidative stres
f~__microbes

Zzlluwnls,
oxidative stresgS
P,%’;g’g:' microbes g&8

ve] T1/T17 notrofilik
Non-Alerjik %2 | inflamasyon
eozinofilik CDQ)
inflamasvon

Mikst grantlositik inflamasyon

Sekil 9. Agir Astim Tedavisinde Biyolojik Ajanlarla Tedavi Secenekleri’”

Uygun dozda ve diizgiin inhaler teknigiyle kullanilan, komorbiditeleri, ¢evresel
maruziyeti kontrol altina alinan veya inhaler ila¢g dozu diisiildiigiinde astim kontrolii
bozulan hastalar agir astim olarak adlandirilir. Agir astim1 olan hastalarda biyolojik ajan
kullanimi 6nerilmektedir. T2 yiiksek eozinofilik astim hastalarinda kullanim igin
gelistirilen ve klinik kullanim1 olan 6 adet biyolojik ajan mevcuttur. Biyolojik ajanlar
arasinda tam karsilatirma yapan randomize kontrollii ¢alisma olmayip, sonuglarla ilgili

farklilik gozlenmemistir. 2n
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Allerjik eozinofilik inflamasyonu baskin hastalarda anti-IL5, anti-IL5R, anti-
IL4Ra, anti-1gE, anti-TSLP, nonalerjik eozinofilik inflamasyon baskin hastalarda anti-
IL13, T1/T17, nétrofilik inflamasyon baskin hastalarda anti-1L23, anti-IL17 ve
paucigraniilositik  inflamasyon baskin  hastalarda anti-TSLP  tedavi olarak

kullanilabilmektedir. Mekanizmalariyla birlikte Sekil 9°da 6zetlenmistir.

Anti-IgE

Omalizumab astim tedavisinde kullanilan ilk biyolojik ajandir. 6 yasin iistiindeki
ve alerjen sensitizasyonu olan agir astimlilarda kullamm igin onaylanmustir.*
Omalizumab IgE’ye baglanarak mast hiicreleri, bazofiller, dendritik hiicrelere
baglanmasin1 engeller sonu¢ olarak inflamatuar hiicrelerde reseptorlerde azalmayi
saglar.272 Tedaviye yanit serum IgE seviyesiyle 6n gérﬁlememektedir.273’274 Posthoc
analizlerde eozinofil >260 hiicre/ul. ve FeNO>20ppb olmasi alevlenme sikliini

azaltmada daha fazla yarar sagladigin1 gostermistir.

Anti-IL5
Mepolizumab 6 yasindan daha biiylik agir eozinofilik astim hastalar1 icin
on:aylanmlstlr.1 IL-5’e yliksek afinite ile baglanarak eozinofil ve bazofillerdeki
reseptorlerine baglanmasini bloke eder.?” Yapilan randomize kontrollii ¢alismalarda
agir eozinofilik astimli hastalarda alevlenme sikligin1 %51 ve giinliik oral kortikosteroid

276277 Nazal polipozisle ilerleyen kronik rinosiniizit®’®,

279

kullanimin1 %50 azaltmustir.

polianjitisle ile birlikte eozinofilik graniillomatozis(EGPA)~"” ve hipereozinofilik

sendromda®®®

yarar1 gozlenmistir.
Reslizumab 18 yasindan biiyiik agir eozinofilik astimli hastalarda intravenz
inflizyonla kullanilmaktadir.! Agir eozinofilik astimli hastalarda, astim alevlenme

riskini %54 azaltmaktadir.>’®

Anti-IL5R

Benralizumab 18 yasindan biiylik agir eozinofilik astimli hastalarda ek tedavi
olarak kullanilabilmektedir." IL-5Ra’ya baglanarak IL-5 ile reseptoriiniin baglanmasini
onler ve boylece eozinofil apoptozisini indiikler.”®® FeNo seviyesini etkilemeden

eozinofilik inflamasyonu  azaltir.?* Eozinofil >300 hiicre/uL, diizenli oral
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kortikosteroid kullanimi, nazal polipozis Oykiisii ve FVC<%65 olmasi benralizumab
etkinligini 6n gérmede kullanilan indikatdrlerdir.®*?*  Benralizumab EGPA™  ve

hipereozinofilik sendromunda®®

klinik fayda saglamaktadir.

Anti-IL-4R

Dupilumab, 12 yas ve iistii agir eozinofilik astimli hastalarda kullanim i¢in onay
almistir.) 1L-4R’ baglanarak IL-4 ve IL-13 arasindaki sinyali bloke eder. Agir
eozinofilik astimlarda yapilan calismalarda agir alevlenme sikligim1 %356 azalttigi,
giinliik idame oral kortikosteroid ihtiyacini azalttig1 ve akciger fonksiyonlarmi arttigt
gdzlenmistir.’® Dupilumab alevlenme sikhigim azalttigini 6n géren biyomarkerlar kan
eozinofil sayist >150 hiicre/uL ve FeENO>25 ppb?®” olup oral kortikosteroid ithtiyacini
On goren biyomarker Th2 biyomarkerlarindan baglmsmdlr.288 Dupilumab ayn1 zamanda

289

atopik dermatit”® ve nazal polipozisle birlikte agir kronik rinosiniiziti*® olan hastalarda

da yarar1 gézlenmistir.

Anti-TSLP

Tezepelumab, 12 yas ve iustii agir astim hastalar1 i¢in onay almistir. TSLP’ye
baglanarak TSLP reseptor kompleksi olusturmasini engeller.291 Yapilan c¢alismalarda
alevlenme sikligin1 %71 ve %56 azaltmistir.”**?* Th2 inflamasyon markerlar1 yiiksek
ve diisiik olan hastalarda da alevlenme sikligimi azalttigi gozlenmis olup kan TSLP
seviyeleri tedaviye yanit1 6n goren bir biyomarker degildir.294

Alevlenme sikliginin aazaltmasinin yaninda astim kontroliinii, hayat kalitesini ve
akciger fonksiyonlarim ve brons hiperreaktivitesini de etkilemektedir.?*?%"  Oral
kortikosteroid dozunu azaltmak igin yapilan ¢aligmada tezepelumab ile belirgin doz
altimina gidilmis olup eozinofil seviyesi >150 hiicre/ul olan hastalarda belirgin yarar
gézlenmistir.298 Uzun donem calismalarda tezepelumab ile 2 yil ve fazlasi tedavinin 1yi
tolere edildigi ve astim kontrolinii ve akciger fonksiyonlarimi iyilestirdigi
gé’)zlenmistir.299

Anti-IL-33 ve Anti-ST2 heniiz onay almamus ilaglar olup Itepekimab (Anti-IL-
33) ve astegolimab (Anti-1L-33 reseptor) ilgili ¢alismalar devam etmektedir.
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Biyolojik tedavinin se¢imi
Biyolojik ajan se¢iminde Th2 inflamasyon belirtecleri, alevlenme siklig1 gibi
belirtegler kullanilmasi onerilmektedir. Giinlimiizde tedavi se¢iminde eozinofil diizeyi,
FeNO ve alerjik hastalik varligi géz oniine alinmaktadir. Biyolojik tedavinin hedefledigi
mediatorlere ve astim fenotipine gore uygun biyolojik ajan secimi Sekil 10°da

Ozetlenmistir.

45



Astim merkezine
yonlendir.

idame OKS
Kullanmayan

Eozinofilik

Kan Eozinofil >
150-300 hiicre/pL|

Allerjik astim

Anti-IgE
Anti-IL4Ra
Anti-TSLP

Alerjik Olmayan Alerjik Astim

Kan Eozinofil
>300- <1500
hiicre/uL

Anti-lge

Anti-IL5
Anti-IL5SR
Anti-IL4Ra
Anti-TSLP

Kan Eozinofil 2
1500 hiicre/pL

Alerjik Olmayan Anti-IL5
Astim Anti-ILSR

FeNO <25 ppb FeNO 225 ppb

Anti-IL5
Anti-IL5SR
Anti-IL4Ra
Anti-TSLP

Eozinofilik
olmayan

Kan Eozinofil
<150 hiicre/pL

idame OKS
kullanan

Eozinofilik

Kan Eozinofil >
150 hiicre/pL

Alerjik Astim

FeNO 2 25 ppb

Anti-IL4Ra

Anti-TSLP

Alerjik Olmayan
Astim

——

Anti-IL4Ra
Anti-TSLP

Alerjik Astim

FeNO < 25 ppb
Anti-TSLP

Anti-TSLP

Sekil 10. Agir Astim Tedavisinde Biyolojik Ajanlar 2n

46

Alerjik Olmayan
Astim

Eozinofilik
Olmayan

Kan Eozinofil <
150 hicre/pL

Aleriik Astim Alerjik Olmayan

q Anti-IL4Ra
Anti-IL5

Anti-IL5R
Anti-IL4Ra
Anti-TSLP



2.10. Biyobelirte¢ kavram ve Proteomiks

Biyobelirteg viicuttaki fizyolojik siireglerin, patolojik olaylarin veya farmakolojik
yanitlarin gostergesi olarak kullanilan molekiiler, histolojik, radyolojik veya fizyolojik
Ol¢iimlerdir. Hastaliklarin tanisinda, takibinde, tedaviye yanitin degerlendirilmesinde,
komorbidite risklerinin analizinde kullanilir. Yiiksek spesifite ve sensiviteye sahip
biyobelirtegler erken teshis, tedavi ve hastaligin klinik yonetimi i¢in 6nemli bir aragtir.

Bir kelimenin sonuna “omiks” eklenmesi o terimin kapsamli ve kiiresel
degerlendirilmesini ifade eder. Ik olusan omiks disiplin tiim genomla ilgili calismalar
yapilmasi icin genetik bilimine eklenmistir ve genomik; mendelyen ve kompleks
hastaliklarda genetik haritalandirma i¢in kullanilmistir. Daha sonra genomik’e,
epigenomik, transkriptomiks, proteomik, metabolomik, mikrobiyomik eklenmistir.**

Proteomik, proteinlerin islevleri, bilesimleri, yapilar1 ve diger protein ve
makromolekiillerle etkilesimleri ile tiim bunlarin hiicresel aktivitelerinin incelenmesi
seklinde tanimlanmaktadir.? Bu terim ilk kez 1995 senesinde ortaya atilmis olup hiicre
doku ya da organizmanin tiim protein tanimlayicisinin karakterize edilmesi olarak
tammlanmustir.*” . Genomik potansiyel gen iriinlerini tanimlarken, proteomik gercek
fenotipi daha iyi yansmr.302

Proteomikler, ekspresyon, fonksiyonel ve yapisal proteomik olmak iizere ii¢ ana
tiirii bulunmaktadir. 3

Protein ekspresyonu: Hastalar ve kontrol grubu gibi iki durum arasindaki protein
ifade diizeyindeki farki belirtmeyi amaclamaktadir.3** Ornegin hasta bireyde eksprese
olan yani varlig1 tespit edilebilen veya artmis bulunan fakat saglam bireylerde olmayan
veya diigik diizeyde saptanan proteinler ilgili durum igin biyobelirte¢ olarak
kullanilabilir. Artan azalan protein ifadelerinin tespit edilmesi bireysellestirilmis tipta
kisiye Ozelilag gelistirilmesi i¢in de kullanilabilir.

Yapisal proteomik: “Hiicre haritasi” olarak bilinmekte olup, protein
komplekslerini veya organel i¢inde bulunan tiim proteinleri haritalandirmaktadir.®®

Fonksiyonel proteomik: Bu yaklasim, protein islevlerini ve molekiiler
mekanizmalarin1 inceler, protein grubunun karakterize edilmesine olanak saglar.

Bilinmeyen bir proteinin belirli bir protein kompleksindeki ortaklarla etkilesimini

inceler.3%
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Proteomik c¢alismalarda yukaridan asagiya ve asagidan yukari olmak iizere iki
calisma metodu kullanilabilir. Asagidan yukar1 metodu peptid temelli proteomik olarak
adlandirilmaktadir ve burada biyolojik 6rneklerden saflastirilan proteinlerin, tripsin ve
LysC gibi proteinleri 6zel bolgelerinden taniyarak kesen enzimler tarafindan
sindirilmesi yani peptidlere pargcalanmasi saglanir ve ardindan sivi kromatografisi ile
ayristiril sonra kiitle spektroskopisi (MS) ile pargalanan peptidlerin kiitle/yiik oranlar
belirlenir ve son olarak tanimlanan peptidler, global protein veritabanlarindan
biyoinformatik yontemlerle karsilagtirilarak hangi proteinlere ait oldugu saptanlr.307
Yukaridan asagiya calismalarda proteinler fraksiyone olmadan LC-MS tarafindan
taninur.>®

Proteomik analizlerin sonuclari, Orneklerin hazirlanmasi ve saklanmasindan
etkilenmektedir. Ornek hazirlanmasinda standart bir teknik yoktur. Biyolojik
materyalden proteinlerin izole edilmesi ¢alismalardaki en 6nemli adimdir. Proteinlerin
izole edilmesi organik solventler ve deterjanlar ile yapilir ve izole edildikten sonra

liyofilizasyon®®

ile deterjanlar ve solventler ¢cozeltiden uzaklastirilir.

Protein izolasyonu ve ayrnstirilmasinda jel bazli ve kromatografi temelli
yaklagimlar mevcuttur. Jel bazli yaklasimlar 1-DE (tek boyutlu elektroforez), 2-DE (iki
boyutlu elektroforez) olarak iki gruba ayrilmistir. Kromatografi temelli yaklagimlarda
boyut dislama kromatografisi (Size exclusion chromatography), iyon degisim

kromatografisi ( ion- exchange chromatography ) gibi yontemler kullanilmaktadir.>'

2.11. Astim Hastalarinda Proteomiks incelemeleri

Proteomik analiz ve biyoenformatik araglarin kombinasyonu, astim da dahil
olmak iizere bircok hastaligin tan1 ve tedavi hedeflerinin hizli bir sekilde kesfedilmesi
igin biiyitk umutlar sunmaktadir.®"

Astim hastalarina yonelik biyobelirte¢ kesfi arastirmalarinda kiitle spektrometri
zeminli ¢alismalar hizli, daha dogru sonuglar vermesi nedeniyle son zamanlarda daha
degerli olmuslardir. Biyolojik siiregleri anlamada ve arastirmacilara potansiyel
biyomarker gelistirmede yardimci olmaktadir. Bu calismalarda ilk basamakta proteinler

sindirilmekte, olusan peptid zincirleri ¢ok boyutlu kromatografi tarafindan

ayristirllmakta ve kiitle spektrometri ile incelenmektedir. Inceleme sonuglarinda
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proteomik ekspresyon ve etkilesimleri hakkinda arastirma yapmaya firsat

saglamaktadir.*'?

it

B Serum proteaikled
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Sekil 11. Bronsial astimin proteomik analizi i¢in kullanilan yaygin teknikler>"

Balgam, tiikriik, serum, bronkoalveoler lavaj sivist astimda proteomik analiz
yapmak icin kullanilan 6rneklerin biiylik ¢ogunlugunu olusturmaktadir. Ancak serum
iclerinde en 6nemli olan ve en sik kullanilan 6rnektir. Astimli hastalardan elde edilen
ornekler kiitle spektrometri veya elektroforez yapilarak proteomik ¢aligmalar icin
kullanilabilmektedir. Sekil 11°de astim hastalar1 i¢in kullanilabilecek proteomik
teknikler ve drnek se¢imi gosterilmektedir.

Terracciano ve arkadaslarinin 16 astimli ve 10 saglikli cocukta yaptig1 proteomiks
analizinin sonucunda astimlilarin serum o6rneklerinde C7 ve alfa-1 antitripsinin asir
ekprese edildigini bulmuslardir.®*®

Ruizcampillo ve ark, aspirinin indiikledigi astimi olan hastalarda yapilan serum
proteomik analizde kompleman C3 ve C4 ile siklooksijenazin serum seviyelerinin
anlamli derecede arttigini ve FEV1 ile iliskili oldugunu bulmuslardir. 314 Ghosal ve
arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada, astim hastalarinin serum proteinlerini analiz
etmek amaciyla LC-ESI MS’1 kullanmiglar ve astimli hastalarin saglikli insanlarla
karsilastirildiginda serum fosfodiesteraz 7 (PDE7), UK16 baglayici protein, fosfolipaz
D, arginaz diizeylerinin anlamli derecede arttigin1 bulmuslardir. 35

Cao ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢aligmada klasik astim, oksiiriik varyant
astim ve gogiiste sikisma hissi baskin olan hastalarda klinik ve inflamatuar hiicreler

karakteristik olarak ayni bulunmustur ve balgamdaki protein seviyeleri ayni
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bulunmustur. Bu bulgular da {i¢ farkli astim fenotipinin ayni patojenik mekanizmalari
igerdigini gostermektedir.*°

Proteomik ¢alismalar ile proteinlerin karakterizasyonu, tanimlanmasi ve miktari,
onlarla iliskili fonksiyonlar1 tanimlanabilmektedir. Proteomik c¢alismalardaki avantaj
dinamik ve statik olarak proteomlarla ilgili anlik kesitler almabilmesidir.*” Proteomik
calismalarda 6rneklerin toplandigi yer veya toplandigi anin (stabil donem, alevlenme
vb.) hastalik siireciyle tam baglantili olmadigini ve dinamik proteomik g¢aligmalarla
ilgili net bir bilgi vermeyecegini not etmek onemlidir.*'® Bu nedenle astimla ilgili
proteomik ¢aligmalarda farkli numune alanlarinda farkli zamanlarda 6rnekler alinarak
karsilastirmali olarak degerlendirilmesi gerekebilmektedir. Astimli hastalarda proteomik
profiller farkli fenotipler, dokular ve donemlerle iliskili olabilmekte olup farkh
hiicrelerin  aktif oldugunu gostermektedir. Karsilastirmali ve kohort ¢aligmalar
proteomik yapilariyla ilgili daha net bilgi vermektedir.*"®

Ozetlenen tiim bu bilgilerden sonra literatiirde agir astim hastalarina baslanan
biyolojik ajanlarin yanitin1 gosterebilecek bir biyobelirteg olmadigi goriilmektedir. Bu
arastirmada hipotez “Eriskin agir astim hastalarinda mononiikleer hiicrelerin proteomik
profilleri birbirinden farklidir ve bu proteomik farkliliklar biyolojik ajan baglamak veya
biyolojik ajanlara yaniti gostermek i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilabilirler” olarak
belirlenmis ve tedaviye duyarli ve direngli hastalarin mononiikleer hiicrelerinden

proteomik analizler yapilarak tedavi yanitin1 Ongorebilecek biyobelirteclerin

belirlenmesi planlanmustir.
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3. GEREC YONTEM

3.1. Arastirma Tipi, Yeri ve Hastalarin Se¢imi

Aragtirma, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar1 Kliniginde
agir astim ile takip edilen 20 hastanin dahil edildigi prospektif gézlemsel ve deneysel
Kohort ¢aligmasidir.

Calismaya Kasim 2022- Kasim 2023 tarihleri arasinda Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Balcali Hastanesi Goglis Hastaliklar1 poliklinigine bagvuran, daha 6nce GINA
2022 astim kilavuzuna gore astim tanisi ile takipte olan ve aydinlatilmis onam formunu
okuyarak aragtirmaya katilmay1 kabul eden ve dahil edilme kriterlerini karsilayan 20
hasta alind1.

Dogru ve diizenli ila¢ kullanimi ile mesleki ve ¢evresel temasin ortadan
kaldirilmasina ve uygun olan en yiikksek dozda ilag kullanilmasina ragmen astim
semptomlart devam eden hastalar agir astim olarak degerlendirildi. Hasta kohortu,
uygun en ylksek dozda ila¢ kullanimina ragmen semptomlari devam eden, sik atak
geciren, fizik muayene ve solunum fonksiyon testleri ile agir astim tanisi desteklenen ve
poliklinik sorumlu ogretim iyesi tarafindan biyolojik ajan tedavisi baglanmasi
kararlastirilanlardan olustu. Arastirmaya katilmayr aydinlatilmis onam formunu
imzalayarak kabul eden hastalarin yas, cinsiyet, boy, kilo, BMI (viicut kitle indeksi),
sigara Oykiisii, aile Oykiisii, tanili ek hastaliklari, kullandig ilaglar, deri prick testi, son

bir y1l i¢inde astim atak gec¢irme Gykiileri kaydedildi.

Arastirmaya dahil edilme kriterleri

Calismaya katilmay1 kabul eden, onam formunu imzalamis ve goniillii olan

Nobetler halinde gelen nefes darligi, higiltili solunum, oksiiriik ve gogiiste sikisma
hissi gibi semptomlar1 olan, semptomlar1 giin i¢inde veya mevsimsel degiskenlik
gosteren, sis, duman, gesitli kokular veya egzersiz gibi nedenlerle tetiklenen, geceleri
sabaha kars1 yakinmalarda artis olan, fizik muayene, spirometrik incelemeler ile astim
tamis1 desteklenen, astim nedeniyle yiiksek doz IKS+LABA kullanimi olan 15-65 yas
araliginda Kasim 2022-Kasim 2023 arasinda CUTF Gégiis hastaliklari poliklinigine

bagvuran hastalar
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Giincel GINA kriterlerine uygun sekilde agir astim tanisi almis olmak (dogru ve
diizenli ila¢ kullanimi ile mesleki ve ¢evresel temasin ortadan kaldirilmasina ve uygun
olan en yiiksek dozda ilag kullanilmasina ragmen astim semptomlart devam eden
hastalar)

Agir astim nedeniyle biyolojik ajan baglanmasi planlanan, daha 6nce biyolojik
ajan kullanimi olmayan ya da biyolojik ajan kullanimina ragmen semptomlar1 devam
eden ve diger biyolojik ajan tedavisine ge¢is planlanan hastalar

Arastirmaya alinmama Kriterleri

GOLD tant kriterlerine gore Kronik obstriiktif akciger hastaligt olan
(anamnezinde sigara oykiisii biomass maruziyeti gibi yogun zararli partikiil maruziyeti
bulunan, prenatal donem veya ¢ocukluk déneminde koah risk faktorlerine sahip, siirekli
balgami olan, genellikle alerjik semptomlarin eslik etmedigi kalici progresif akciger
solunum fonksiyon kayb1 olan hastalar) veya Astim-koah overlap tanisi ile takip edilen
hastalar

Obezitesi olan (viicut kitle indeksi > 30 kg / m? ), gastrodzefageal reflii,
rinosiniiziti olan ve komorbiditesi kontrol altina alinamayan hastaligi bulunanlar

Calismay1 kabul ettigini gosterir yazili belge imzalamayan hastalar

3.2.Arastirmanin Genel Planm

Calisma igin Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan 2 Haziran
2023 tarihli 134 sayili toplantisinin 19 numarali karar1 ile onay alindi. Arastirmanin
maliyeti TTU-2023-15464 nolu proje ile Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan karsilanmistir. Hastalara sozlii olarak
aragtirmanin konusu ve amact hakkinda bilgi verilmesinin ardindan ¢aligmaya katilmay1
kabul eden katilimcidan bilgilendirilmis onam formu alindi.

Calismaya dahil edilen hastalarin yasi, cinsiyeti, sigara dykiisii, ek hastaliklari,
viicut kitle indeksi, astim kontrol testi, tanili ek hastaliklari, deri prick testi, kullandig1
ilaglar, baslanan tedavi ve dozlari, tedaviye baglamadan 6nce alinan kanlarin laboratuvar
degerleri (hemoglobin degeri, beyaz kiire sayisi, eozinofil say1 ve orani, IgE degeri)

solunum fonksiyon testi, astim kontrol testleri anket formuna kaydedildi.

52



Arastirmada ilave tedavi (yeni biyolojik tedaviler) ihtiyaci olan bu hasta grubuna
ilave tedavi Oncesi ve ilave tedavi kullanimindan bir yi1l sonraki klinik semptomlarina,
Astim kontrol testi skorlarina, atak nedeniyle acil servis bagvuru ve hastaneye yatis
sayisina, solunum fonksiyon testinde FEV1 degerindeki degisikliklerine bakildi.
Hastalarda 1 yilin sonunda Astim Kontrol testi hala 20 nin altinda olan, FEV1 degerinde
artis olmayan, astim atak nedeniyle yil i¢inde en az iki kez acil servis bagvurusu veya en
az 1 kez hastaneye yatisi olan hastalar tedaviye direngli olarak kabul edildi. Astim
kontrol testi 20 nin iizerinde olan ve tedavi Oncesi ve sonrasinda yapilan astim kontrol
testi skor farki en belirgin olan, belirgin FEV1 artisi olup atak nedeniyle hastane
basvurusu olmayan hastalar ise tedaviye duyarli grup olarak kabul edildi. Caligmaya
alman 20 hastadan biyolojik tedavi Oncesinde, 1 yillik tedavi sonundaki duyarlilik-
direnclilik durumuna gore proteomiks analiz yapilmak iizere ve hastalarin baslangig
eozinofil ve IgE diizeyinin degerlendirilmesi tizerine EDTA’l1 ve biyokimya tiiplerine
ayrilan 15 cc kan 6rnegi alindi. Alinan kan 6rneginin 5’cc i tam kan sayimi ve total IgE
diizeyi tayini yapmak iizere analiz edildi. Tam kan saymmi igin Cukurova Universitesi
merkez laboravuarinda bulunan Beckman-Coulter cihazi, IQE igin ELISA analizorii
GRIFOLS marka TRITURUS cihazi kullanild:.

Hastalara Cukurova Universitesi Hastanesi Gogiis Hastaliklar1 Poliklinigindeki
solunum fonksiyon testi odasinda Kalibre edilmis bir Sensor Medics V-Max 20
Spirometre (Jaeger MS-PFT Analizér Unitesi, Wiasys erdem saNe sesa Healthcare
GmbH, Hochberg, Almanya) kullanilarak solunum fonksiyon testleri (SFT'ler) yapilmig
olup ilk saniyedeki temel zorlu ekspiratuar hacim (FEV1) ve zorlu vital kapasite (FVC)
tic kez olgiiliip ve ii¢ Ol¢giimiin en 1yisi kaydedildi. Spirometrik sonuglardan FEV1
(%/L), FVC (%/L), FEV1/FVC, FEF25/75(%-L/s) kullanildi.

Deri prick testi Cukurova Universitesi Gogiis Hastaliklar1 Anabilim Dali solunum
fonksiyon testi teknisyeni tarafindan yapildi. Deri prick testinde D.farinea (ev akarlari),
D.Pterynossinus (ev tozu), kedi, kopek, betulacea (aga¢ polenleri), grasses mix (ot
karisimlart), solicaceae (kavak-sogiit), aspergillus soliisyonlar: bulunmaktaydi. Test i¢in
Starallergens, France deri prick testi kitleri kullanildi. Kit katalog onerilerine gore yanlis
sonug alinabilmesi nedeniyle trisiklik antidepresanlar, antiemetikler, sistemik ve topikal
steroidler, H2 reseptor blokdrleri test uygulamasindan uygun siire oncesinde kesilmesi

ile deri prick testi uygulandi. Negatif kontrol olarak ekstratlarda kullanilan ¢oziicii,

53



pozitif kontrol i¢in ise histamin hidroklorit 10 mg/ml kullanildi. Testin
degerlendirilmesi cetvel ile yapildi. Pozitif kontroldeki kabart1 ¢apt 4 mm ve iizerinde,
negatif kontrol {izerindeki ¢ap1 ise 3 mm ve altinda ise yapilan test gecerli kabul edildi.
Deri prick testi pozitifligi katalog bilgisine gore kabart1 cap1 negatif kontrolden biiytik,
¢apt 5 mm den biiyiik veya pozitif kontrolde elde edilen sonucun 4 mmden az olmamasi
kosulu ile %70 1 veya daha fazlas1 olarak kabul edildi.

Olgularda Astim Kontrol Testinde (AKT); giindiiz ve gece astim semptomlari,
kurtarict ilag gereksinimi, giinliikk aktivite kisitlamasini sorgulayan 5 basliktan olusan
anketin valide edilmis Tiirk¢e versiyonu®? kullamldi.

Arastirmaya alinan 20 hastanin hepsine tedaviye baslamadan dnce 10 cc EDTA’
tiipe alman kan drneklerinin Cukurova Universitesi Biyoteknoloji Merkezi biinyesinde
bulunan Gogiis Hastaliklari Molekiiler Arastirma Laboratuvarinda lenfosit izolasyonu ve
protein ekstraksyonu yapildi, numuneler -80 °C de buzdolabinda muhafaza edildi.1 yillik
tedavi sonrasinda yukarida belirtilen kriterlere gore tedaviye en duyarli 5 hasta ve
tedaviye direngli 3 hasta olmak iizere toplamda 8 hasta segilerek ileri proteomik

analizler yapildi.

3.3. Lenfosit izolasyon protokolii

EDTA’l1 tiipe alinan kan orneklerinden mononiikleer hiicrelerin izolasyonu igin
Ficoll soliisyonu kullanildi. (Sigma, katalog no: F8016). Asagidaki asamalarla hiicreler
izole edildi.

50mL’lik falkon tiiplinde hastadan alinan kan 1:1 oraninda steril PBS (fosfatl
salin tampon ¢ozeltisi) ile diliie edildi.

15mL veya ayri bir 50mL falkon tiipiine kanin yeni hacmi kadar ficoll konularak
PBS ile diliie edilmis olan kan 6rneginin tamamu ficoll tizerine yavasca yayildi.

1800 rpm’de 30 dakika +4 santigrat derecede santrifiij edildi.

Ficoll ve PBS arasinda bulutsu bir goriiniim yapan mononiikleer hiicreler pastor
pipeti yardimi ile ¢ekilerek 15 ml lik falconlara aktarildu.

Ardindan 8-10 ml soguk PBS 15lik falconlara alinarak 1200 rpm de 10 dakika +4
derecede santrifiij edildi. Ve bu yikama asamasi bir kez daha tekrarlandi. Sekil 12°de

protokol dzetlenmistir.
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Ust tabakasi alinmig

Plazma
' Kan drnegi = Mononiikleer hiicreler s Mononiikleer hiicreler

Ficoll-Paque soliisyonu | Ficoll-Pague Soliisyonu
' Eritrosit

' Grandlosit -
Graniilosit

Ficoll-Paque sollisyonu Eritrosit

Sekil 12. Mononiikleer hiicre izolasyonu

Siipernatant uzaklastirildiktan sonra ardindan protein izolasyonu asamasina

gecildi.

3.4. Protein izolasyonu

Araclar:

Proteaz fosfataz inhibitdr kokteyl: Thermo Scientific™ Halt™ Protease and
Phosphatase Inhibitor Cocktail (100X) Catalog number: 78440

Ripa Buffer: Thermo Scientific™ 89901 Pierce™ RIPA Buffer

Non-steril 20X PBS 1X’e seyreltildi (Ornek; 20 mL igin 19 mL distile su ve 1 mL
20X PBS birbirine eklendi ve 1 defa yavasca baloncuk olusturmadan pipetajlanarak
karistirildi).

100X konsantrasyonundaki Proteaz fosfataz inhibitor kokteyl’ 1 kullanilarak ripa
buffer’in miktarina gére hesaplama yapildi. 1000 pL ripa buffer;

100X * V = 1X*1000

V=10 pL 100X Proteaz ve fosfataz inhibitor kokteyl

Bir eppendorf tiipiine kullanima hazir Ripa buffer ve 1/100 pL/X Proteaz
inhibitor kokteyl eklenip pipetajlanarak karigmalari saglandi.

30 saniye vorteks 5 dakika buzda inkiibasyon yapilarak islem totalde 4 kez
tekrarlandi.

Inkiibasyonun ardindan hiicre siispansiyonu, 15300 rpm de +4 derecede 20 dk
boyunca santrifiij edildi.

Santifiij ile hiicre silispansiyonu pelet ve siipernatant seklinde ayrilir ve proteinler

slipernatantta kalir. Bu nedenle santrifiij ardindan elde edilen siipernatant yeni bir
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eppendorf tiipiine alindi. Boylece protein izolasyonu gerceklestirildi ve hiicreden
protein elde edildi. 15 dakika buzda inkiibasyon sonrasinda elde edilen numuneler -

80°C’e alindi.

3.5.BCA Yontemi ile Total Protein tayini

Kullanilan arag ve ekipman:

BCA soliisyon kiti (Pierce, katalog no: 23225) Reagent A - Reagent B
Pipet - Ornekler (lenfosit 6rnekleri)

Inkiibator: Niive EN500 TS 5151

Spektrofotometre: EZ Read 400 microplate reader biochrom

Deney prosediirii:

Total protein tayini i¢in Bisinkoninik asit (BCA) soliisyon kiti (Pierce, katalog no:
23225) kullanildi. BSA (bovine serum albiimin) ile 2000ug, 1000ug, 500ug, 250ug,
125ug, 62.5ug, 31.25ug ve 0 ug standartlar hazirlandi.  Eppendorf igindeki
proteinlerden 5’er uL alinarak 1/5 oraninda soguk distile su ile dilie edildikten sonra
hem standartlar hem de proteinler, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarma 10’ar
mikrolitre ve ikiserli olarak kuyucuklara aktarildi. Uzerlerine 200uL BCA c¢alisma
soliisyonu eklenip kaplar plate calkalayicisinda calkalandiktan sonra 30 dakika 37 C
derecede inkiibe edilerek ve plate okuyucuda 562 nM dalga boyunda okundu.

3.6. Preomics Ornek Hazirlama

Kullanilan arag¢ ve ekipman

Proteomiks 6rnek hazirlama Kiti: (Preomics sample preparation kit 8x ve katalog
no: NC1699269)

Kit icerigi: Sindirim kiti, canlandirma kiti, litik kiti, stop kiti, yikama-1, yikama-2,
ayristirma kiti, LC-LOAD

Pipet

Isitict blok: Thermomixer comfort-EPPENDORF
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Santrifiij

Sonikator

Vakum buharlastirici (Thermo)

Deney Prosediirii:

Mononiikleer hiicre izolasyonu ve hiicrelerden total protein izolasyonu ardindan
proteomik analizler i¢in proteinlerin peptid fraksiyonlarima ayrilmasi {i¢ asamada
yapildi:

1-LITIK BASAMAK:

1.1: 1-100 pg protein 6rnegine 50 uL LYSE ekleyip 1sitict blokta 95°C 1000
rpm 10 dakika santrifiij edildi.

1.2: Ornekler opsiyonel olarak ters dondiiriildii.

1.3: Adaptor kullanilarak kartuslar atik tiiptine koyuldu.

1.4: Tabanina zarar vermemek adina adaptorler sogutuldu.

2- SINDIRIM BASAMAGI

2.1: 210 pL canlandirma kiti sindirim kitine eklendi. (1 tiip i¢in 4 reaksiyon
yapildi, asag1 yukari sallanarak oda havasinda 500 rpm 10 dakika santrifiij edildi.)

2.2: Sindirim tiiptinden 50 pL kartusa eklendi ve Onceden isitilmis 1sitma
bloklarina eklendi. (37°C 500 rpm 1 saat)

2.3: Kartusa 100 uL STOP eklendi. Oda havasinda 500 rpm de 1 dakika
santrifiij edildi

3-SAFLASTIRMA BASAMAGI

3.1: Kartus santrifiijde 3800 rcf de 1-3 dakika dondiiriildii.

3.2: 200 pL WASH-1 kartusa eklenip 1. Basamak tekrar edildi.

3.3: 200 uL WASH-2 kartusa eklenip 1. Basamak tekrar edildi.

3.4: Adaptor kullanilarak kartug temiz bir toplama tiipiine alind1.

3.5: 100 pL ayristirma kitinden kartusa ilave edilip 1. Basamak tekrar edildi.

3.6: Bir 6nceki basamak tekrar edilip toplama tiipiindeki akis tekrar ettirildi.

3.7: Kartus atilip toplama tiiptine eklendi ve vakum buharlastiric1 eklendi.(45°C
tamamen kuruyana kadar)

3.8: Toplama tiipiine LC-LOAD eklendi.

3.9: Toplama tiipleri ultrasonik banyoya koyuldu. Oda havasinda 500 rpm 5
dakika santrifiij edildi.
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-20°C de muhafaza edilerek LC-MS/MS yapilmak iizere depolandi.

3.7. LC-MS/MS Analizleri

Hacettepe Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi
(HUNITEK) LC-MS/MS biriminden hizmet alim1 yapild.

Bruker Maxis Il ETD QTOF Mass Spectrometer with BRUKER NanoElute
nANOIc system cihaz modeli kullanildi.

LC-MS/MS analizi eszamanli nLC (nano Liquid Chromatography) sistemi bagl
ESI-QTOF-MS (Electrospray lonization — Quadrupole Time-of-Flight — mass
spectrometer) cihazinda gergeklestirildi. Yiiksek diizeyde bir kiitle dogrulugu saglamak
icin cihaz, iireticinin talimatlarina gore kalibre edildi.

Protein ekstraksiyonu ve tripsin ile par¢alama gibi 6rnek hazirlama islemlerinin
ardindan peptit karigimi haline getirilmis numuneler nLC sisteminde bulunan 100 pm i¢
capli 2 cm uzunlugundaki zenginlestirme kolonununa (AcclaimPepMap RSLC,
Thermo) yiiklendi.

Daha sonra nLC uygun gradiyen sistemi ile kolonda ayrilan peptitler 75 um i¢
capli, 25 cm uzunlugunda ve C18 parcaciklari igeren analitik kolonla (PepSep, 1.9 um)
birbirlerinden ayrildi.

Ayirma islemlerinde nano-ESI (Bruker captive spray) iyon kaynagina entegre
yiiksek basingli nLC (Bruker NanoElute) kromatografi sistemi kullanildi.

Her numune % 2 Asetonitril/ % 98 su (% 0,1 (v/v) TFA) ¢ozeltisinde 500 ng/mL
peptit ¢oziildiikten sonra 1 pl ¢ekilerek 80 dakikalik ayirma islemine tabi tutuldu.

Peptitler zenginlestirme kolonuna tampon A (0,1% v/v formik asit) ile
yiiklendikten sonra tampon B (0,1% v/v formik asit, Asetonitril) gradienti siirekli
artirarak (40 dakika boyunca dogrusal % 2— % 17 gradient ile daha sonra sirayla 20
dakika iginde % 25’e, sonraki 10 dakika i¢cinde % 40’a ve takip eden 5 dakika igerisinde
% 80’e ve son 5 dakika % 80’da tutularak) analitik kolonda ayrild1.

Tiim ayirma islemleri esnasinda kolon sicakligi Peltier sistemi entegre edilmis
1siticiyla 40°C’ye ayarlanarak sabit tutuldu.

Kiitle spektrometrik veriler doniis siiresi 3 saniye olacak sekilde data-independent
MS/MS yontemiyle elde edildi.
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Kuru gaz sicakligi 180°C’ye, kuru gaz 4.0 L/dk olacak sekilde ayarlandi.

Kapiler voltaji1 4500 V, nebulizator basinci 0,4 bar olarak ayarlandi.

Spektra hiz1 2 Hz, MSMS tarama hiz1 4-16 Hz arasinda intensitesine bagli olarak
degiskenlik gosterdi.

Tripsin ile parcalama sonrasi elde edilen peptit pargalarina ait molekiiler iyonlar
(precursor ions) QTOF igerisinde yer alan CID (Collision Induced Dissociation)
hiicresinde kontrollii bir sekilde pargalanarak (auto MS/MS) kiitle spektrometrik veriler
elde edildi.

MS1 taramalar1 350-2200 m/z araliginda yaklagik 80.000 rezoliisyonda ve oto
MS/MS taramalart da 150-2200 m/z aralifinda ayni rezoliisyonda aktif “exclusion”

modunda gergeklestirildi.

3.8. Biyoinformatik Analizler

Proteomik ham data analizleri i¢in MaxQuant analiz programi kullanilmistir.
Maxquant kantitatif bir proteomik yazilimidir ve biiyiik kiitle spektrometri datalarini
yorumlamak iizere dizayn edilmistir.*** Analizler Hacettepe Universitesi Saglk
bilimleri enstitiisii biyoinformatik anabilim dali tarafindan yapildi. Bu analizlerde,
calisma gruplan tedaviye duyarli 5 Ornek, tedaviye direngli 3 ornek olarak 2 grup
halinde olusturulduktan sonra 6n hazirlik olarak, insan proteom dizilerini igeren FASTA
dosyast Uniprot tizerinden indirildi (UP000005640). Uniprot protinlerin fonksiyonlari,
yapilar1 ve dizileri hakkinda bilgi saglayan, ulasilabilir bir kaynaktir. Swiss Institute of
Bioinformatics, Europan Bioinformatics institute ve Protein Information Resources
tarafindan ortak yiiriitiilen bir proje kapsaminda gelistirilmis ve diizenli olarak
giincellenmektedir.*?? Bilinen kirletici peptidler ve sahte fasta dosyalarinin ayiklanmas1
icin programda ayristirma kurallart  segenekleri bulunmaktadir. Bu ¢aligmada,
numunelere herhangi bir 6zel etiketleme/kantitasyon stratejisi uygulanmadigi i¢in
MaxQuant ile dlgme yontemi olarak etiketsiz kantifikasyon segildi (ing. label-free
quantification (LFQ)). “Cikt1 Secenekleri’nde ¢ikti dosyalarinin tiimii segildi. Protein
bilgisi “Protein Gruplar1” segilerek elde edilebilirken, peptit bilgisi “Peptidler” secilerek
elde edildi. Uygulanan MaxQuant parametreleri mgpar.xml'de saklanmis olup bu dosya,
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MaxQuant (mqpar.xml kullanilarak) aracinda bir giris dosyasi olarak Yyeniden
kullanilabilecek sekilde saklandi.

Iki grubun proteomik bilesimini karsilastirmak i¢in “Protein Gruplar1” dosyasinda
bazi son iglem adimlar1 gereklidir. Protein Gruplar1 dosyasi, protein diizeyiyle ilgili tim
bilgileri icermektedir. Protein gruplari dosyast R programlama diline yiiklendi. R
programlama dili istatistiksel hesaplamalar, grafikler i¢in tasarlanmis bir dildir ve ¢esitli
grafik teknikleri sunar.3%

Her numune igin LFQ yogunluklar1 hesaplandi. Once MaxQuant'ta "ters" olarak
adlandirilan proteinleri gikarildi, ardindan Kirleticiler kaldirildi. Numune basina bollugu
en fazla olan proteini bulmak i¢in LFQ yogunluklari siralandi. Her numunenin bilesimi
ayr1 ayr1 analiz edildikten sonra, ikigrup arasindaki protein ifade diizeyleri karsilastirildi.
Bunun i¢in yogunluk degerleri log2-doniistiiriilerek ve 0 olan degerler ortalamadan
tahmin edilmistir (ing. Imputation). Degerler arasindaki farklilik icin. Student’s T testi
ile istatistiksel analiz yapildi. Ayrica, log2 kat degisimi hesaplanarak >1.5 ve <-1.5 olan
anlamli proteinler belirlendi. Verilerin anatasoyonu Perseus (v2.0.11) ile hangi
yolaklara ait olduklar1 bulunmustur. KEGG numaralar1 belirtilmistir. Ayrica Gen
Ontoloji analizi yapilmistir. Proteinlerin GO analizi ile hangi biyolojik siire¢, molekiiler
fonksiyon, hiicresel komponente ait oldugu belirlenmistir. GO(Gene Ontology) analizi
genlerin veya proteinlerin iglevlerinin yer aldiklari, hiicresel bilesenleri ve biyolojik
stireclerle olan iligkilerini anlamak icin yapilan yontemdir. GO analizi {i¢ ana kategoride
incelenir bunlar biyolojik siire¢ler, molekiiler fonksiyonlar, hiicresel bilesenlerdir, bu

analizlerin yapilabilecegi gesitli veri tabanlar1 ve yazilim araglart mevcuttur.**

3.9. Istatistiksel Degerlendirme

Demografik degiskenler Prism (V10.2.0) ve Chatgpt 4 kullanilarak analiz edildi.
Kategorik degiskenlerin karsilastirilmasinda Ki-Kare Testi kullanildi ve yapilan
analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Gruplar arasinda farkli bulunan proteinler, genler ve proteinler arasindaki
etkilesimleri, etkilesimlerin derecesini ve ait olduklari hiicresel yolaklari mevcut
literatiire dayanarak analiz eden ve gorsele doniistiiren bir platform olan STRING

(v12.0.0) iizerinden incelendi.
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4. BULGULAR

Aragtirmaya 18 ile 65 yas araliginda agir astim tanisi ile biyolojik ajan baslanan
20 hasta alindi. Caligmaya alinan hastalardan 17’°si kadin (%85), 3’1 erkek (%15)’ti.
Hastalarin yas ortalamasit 46,85+12,68 olup 28 ile 62 yas arasinda degiskenlik
gostermekteydi. Calismaya alinan hastalarin 17°s1(%85) sigara kullanmiyor ve hig
kullanmamist1 ve 3’1 (%15) sigara kullanicisitydi. Hastalara yapilan deri prick testinde 7
hastada (%35) pozitif sonuglar elde edildi. Baz1 hastalarda birden ¢ok alerjene karsi
pozitif sonug¢ alindi. Hastalarin 3’linde ev tozuna, 4’linde ev akarlarina, 1’inde kediye,
I’inde ot karigimina, 2’sinde agag polenlerine, 1’inde aspergillusa kars1 pozitif sonuglar
alindi. Hastalarin 13’tinde (%65) deri prick testinde bakilan alerjenlere karsi pozitif

yanit gdzlenmedi(Tablo 8).

Tablo 8. Hastalarin demografik bilgileri, Prick testleri ve komorbiditelerinin oransal gosterimi
Hasta Sayisi1 (n:20)

Yas 46,85+12,68
Cinsiyet
Kadin 17(%85)
Erkek 3(%15)
Sigara
Var 3(%15)
Yok 17(%85)
Deri Prick
Ev Tozu 3 (%15)
E\éébi\karlar 4 (%20)
Kopek 1 (%5)
Ot Karisim 0
Agac Polenleri 1 (%5)
Aspergillus 2 (%10)
1 (%5)
Ek Hastahklar
Diyabetes Mellitus 4( %20)
Hipertansiyon 5 (%25)
Koroner Arter Hastaligi 3 (%15)
Romatolojik Hastalik 4 (%15)
Norolojik Hastalik 2 (%10)
Psikiyatrik Hastalik 6 (%30)
Hipotiroidi 2 (%10)
Gorh 1 (%5)
Allerjik Rinit 2 (%10)
Chron Hastahgi 1 (%b5)
Osteoporoz 1 (%5)
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Hastalarin 18’inin (%80) ek hastalig1t izlenmistir. 4’iiniin(%20) diyabetes
mellitus, 5’inin (%25) hipertansiyon, 3’tintin (%15) koroner arter hastaligi, 4’iiniin
(%20) romatolojik hastaligi, 2’sinin(%10) norolojik hastaligi, 6’sinin (%30) psikiyatrik
hastalig1, 2’sinin (%10) hipotiroidisi oldugu, 1’inin(%5) gastroozefageal reflii hastalig
oldugu, 2’sinin (%10) alerjik rinit, 1’inin (%5) chron hastalig1 oldugu ve 1’inin (%)5)
osteoporozu oldugu gozlendi.

Calismaya alinan hastalar sirasiyla 1’den 20’ye kadar siralanmis olup hastalara ait

demografik veriler tabloda verilmistir(Tablo 9).

Tablo 9. Tiim hastalarin verileri

HASTA YAS CINSIYET  VKi SIGARA(P/ DERI PRICK
SAYISI(n:20) Y)

1 53 Kadin 26,30 Hig Igmemis =~ Ev Tozu, Ev Akar

2 41 Kadin 27,4 Hig Icmemis =~ Ev Tozu, Ev Akar

3 62 Kadin 24,8 Hic igmemis = Allerjen Saptanmada.
4 54 Kadin 24,2 Hig Icmemis  Allerjen Saptanmadi.
5 46 Erkek 28,08 Hig Icmemis = Ev Akarlar

6 61 Erkek 23,6 Hig Icmemis = Allerjen Saptanmadi.
7 46 Kadn 23,7 VAR Ev Tozu

8 48 Kadin 29,2 Hig Igmemis = Allerjen Saptanmadi.
9 48 Kadin 27,1 Hig Igmemis =~ Ev Akarlari

10 28 Kadin 25 Hig Icmemis = Kedi, Ot, Polenler, Aspergillus
11 62 Kadin 25,9 Hig Igmemis  Allerjen Saptanmadi.
12 42 Kadin 24,5 Hig Igmemis = Allerjen Saptanmadi.
13 42 Erkek 21,2 Hig Igmemis  Allerjen Saptanmadi.
14 56 Kadin 27,2 Hig Igmemis = Allerjen Saptanmadi.
15 32 Kadn 22,4 VAR Allerjen Saptanmadi.
16 29 Kadin 21,8 Hig Igmemis = Polenler

17 53 Kadin 29,5 Hig Igmemis  Allerjen Saptanmadi.
18 21 Kadin 27 Hig Igmemis = Allerjen Saptanmadi.
19 59 Kadin 28,7 Hig Igmemis  Allerjen Saptanmadi.
20 44 Kadin 29,5 VAR Allerjen Saptanmadi.

Hastalarin arastirmaya dahil edilmeden 6nce inhaler kullanimi kontrol edildi ve
astim kontrol testleri yapildi. Hastalarin 7’si (%35) salmaterol, flutikazon(SAL+FLU),
5’1 (%25) formoterol, beklametazon (FOR+BEK), 8’1 (%40) formoterol, budesonid
(FOR+BUD), 6’s1 (%30) tiotropium kullaniyordu. Tedavilere ragmen hastalardan 9’u
(%45°1) kurtarici ilag olarak salbutamol kullaniyordu. Allerjik fenotipte olan hastalardan
16’s1  (%80) montelukast ve antihistaminik kombine preparatlar kullaniyordu.

Hastalardan 7°si (%35) metilprednizolon kullanma ihtiyaci gosteriyordu.
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Agir astim olarak degerlendirilen hastalarin hastalarin 6’sma (%30) fenotipik
degerlendirme ile omalizumab, eozinofil yiiksekligi bulunan 14’ine (%70)
mepolizumab  tedavisi  baglanmistir. Tedaviden fayda gorme durumlarinin
degerlendirilebilmesi i¢in tedaviye baslarken hastalara 5 parametreli astim kontrol testi
(AKT) uygulandi. Astim kontrol testleri tedaviye baslarken 10,1+£3,07 olarak bulundu
ve tedaviye baslarken test skorlari 6 ile 15 arasinda gozlendi (Tablo 10).

Tablo 10. Baslanan tedaviler ve 1 yillik tedavi sonrasinda astim kontrol testi, alevlenme sikhig1 ve
hastane yatis1
HASTA No Baslanan Biyolojik Tedavi

Astim Kontrol Testi Skoru

o . Tedavi ALEVLENME | YATIS
Tedavi Oncesi Sonrasi
1 Omalizumab 11 20 0 0
2 Omalizumab 15 22 0 0
3 Mepolizumab 15 23 0 0
4 Omalizumab 8 21 0 0
5 Mepolizumab 11 20 0 0
6 Mepolizumab 11 21 0 0
7 Omalizumab 10 20 0 0
8 Mepolizumab 10 23 0 0
9 Omalizumab 13 22 0 0
10 Mepolizumab 13 24 0 0
11 Mepolizumab 9 21 0 0
12 Mepolizumab 15 21 0 0
13 Mepolizumab 6 25 0 0
14 Mepolizumab 7 22 0 0
15 Mepolizumab 8 22 0 0
16 Mepolizumab 5 24 0 0
17 Omalizumab 8 25 0 0
18 Mepolizumab 12 10 2 0
19 Mepolizumab 6 7 2 0
20 Mepolizumab 9 10 3 1

Hastalara tedavi baslandiktan sonra hastalar 1 yillik siirecte prospektif olarak takip
edildi. Birinci yil kontroliinde hastalara tekrardan astim kontrol testi yapildi ve
20,15+5,07 olarak bulundu. Tedavi sonrasinda skorlar 7 ile 25 arasinda degismektedir.

Baslanan biyolojik tedaviye ragmen 1 yilin sonunda AKT’si <20 olan ve son 1 yil
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icinde en az 2 kez astim nedeniyle atak ile acil servis basvurusu olan veya en az bir kez
bu sebepten hastaneye yatisi olan 3 hasta oldugu tespit edildi, bu hastalar tedaviye
direngli grup olarak kabul edilirken, tedaviye baslanan hastalar igerisinde direngli olan
hastalarin oran1 %15’idi. Ayrica calismaya alinan tiim hastalardan tedaviye en ¢ok yanit
veren 5 hasta ve tedaviye direngli 3 hasta olmak {izere toplam 8 hastadan proteomik
caligmalar yapildi.

Tedaviye baslarken alinan kan orneklerinde tedaviye duyarli hastalarin beyaz
kiire say1s1(10%/uL) 8,44+1,16, notrofil sayis1 (10%/uL) 4,66+1,40, lenfosit sayisi(10*/uL
) 2,14+0,50, eozinofil sayis1 (10°/uL ) 0,96+0,40, IgE (U/L) 350,2+354,39, hemoglobin
(g/dL) 15,42+1,39, platelet sayist (103/uL) 262,2+50,03, total protein (ug/mL)
672,38+568,40 olarak hesaplandi.

Tedaviye baslarken alinan kan orneklerinde tedaviye direngli hastalarin beyaz
kiire sayis1(103/uL) 11,242,77, nétrofil sayisi (10°/uL) 6,9£3,5, lenfosit sayisi(10%/uL )
2,36+0,30, eozinofil sayis1 (10°/uL ) 1,1+0,81, IgE (U/L) 390,2+428,47, hemoglobin
(g/dL) 14,53+1,53, platelet sayist (10°/pL) 288,33+75,63, total protein (ug/mL)
890,78+229,67 olarak hesaplandi. Tedaviye duyarli ve direngli hastalarin laboratuvar

degerleri tablo 11°de 6zetlenmistir.

Tablo 11. Proteomik analizlere dahil edilen tedaviye direncli ve duyarh hastalarin laboratuvar
degerleri

TOTAL
Hasta WBC LYM EO HGB  PLT  IgE n
No*:  (1ovur)  NEUAOYRL) - qosnty  qovuL)  (g/dL)  (10%/uL) S/L)( P(Rug/?nlgN
13 8,8 5,4 15 11 17 225 955 344,76
14 9 5,6 2 08 16,4 333 170 1678,8
15 9,8 6 2,1 1 14,3 207 90 546,78
16 7,8 2,9 2,9 15 15,7 286 375 354,78
17 6,8 3.4 2,2 0,4 13,7 260 161 436,8
18 9,7 5,4 2.7 0,9 15,7 331 881 702,78
19 9,5 4,4 2,1 2 15,1 201 90 1146,78
20 14,4 10,9 23 0,4 12,8 333 200 822,78

(*) Hasta numaralar: Tablo 9 ve 10°daki hasta numaralari ile uyumludur

Tedaviye baglarken yapilan solunum fonksiyon testlerinde tedaviye yanit veren
hastalarda FEV1/FVC oram1 63,33+13,61 FEV; (%/L) 53,82+20,36, FVC (%/L)

71,36+21,33 olarak izlendi. Tedavi Oncesinde yapilan astim kontrol testi 6,8+1,30
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olarak izlendi. Tedaviye yanit veren hastalarda 1.y1l sonunda yapilan astim kontrol testi
23,6+1,51 olarak izlendi.

Tedaviye baglarken yapilan solunum fonksiyon testlerinde tedaviye yanit
vermeyen hastalarda FEV1/FVC oram1 67,43+6,35, FEV; (%/L) 70,66+15,90, FVC
(%/L) 87,5£12,73 olarak izlendi. Tedavi Oncesinde yapilan astim kontrol testi 9+3
olarak izlendi. Tedaviye yanit vermeyen hastalarda 1.y1l sonunda yapilan astim kontrol
testi 941,73 olarak tespit edildi. Ayrica bu hastalarda yilda ortalama 2,33 alevlenme ve
0,33 hastane yatis1 gézlenmedi (tablo 12).

Tablo 12. Tedaviye duyarh ve direncli hastalarin solunum fonksiyon testleri, Astim kontrol testleri
( AKT), 1 yillik takip sonunda alevlenme ve hastane yatis sikliklari
HASTA( FEV1/ FEV1( FVC( AKT TEDAVI TEDAVI ALEVL HASTANE

n:8)* FvC %/L)  %lL) ONCESI SONRASI ENME YATISI
13 39,8 27 54 6 25 0 0
14 63,4 55,8 74,8 7 22 0 0
15 69 61,3 76,9 8 22 0 0
16 72,5 43,4 48,7 5 24 0 0
17 71,8 81,6 102,4 8 25 0 0
18 71 79,5 94,6 12 10 2 0
19 60,1 52,3 72,8 6 7 2 0
20 71,2 80,2 95,1 9 10 3 1

(*) Hasta numaralar: Tablo 9 ve 10 daki hasta numaralar ile uyumludur

Agir astimli hastalarda bagslanan biyolojik tedaviye duyarli ve direngli olarak
ayrilan gruplarda yapilan proteomik c¢alismalarla toplam 2033 protein tespit edildi.
Tespit edilen proteinlerden iki grupta log2: 1.5 kat artma ve azalma oranlarinda anlaml
farklilik gosteren (p<0,05) 11 protein gozlendi (Sekil 13, Tablo 13). FHL1, GLUDZ;
GLUDZ2, RPL13, IMMT, DAAML1 genlerinde tedaviye direngli hastalarda, duyarli
hastalara gore (p>0,05) anlamli artis bulundu. HLA-A, ACTB, USP14, DAZAP],
MYOL1F,TUBB4B;TUBB4A genlerinde ise duyarli hastalarda, direngli hastalara gore
(p>0,05) anlamli artmis oldugu bulundu. FHL1 geni tedaviye direngli hastalarda
duyarlilara gore 3.59 kat artmig(t: 0,0382765) , ACTB geni duyarl hastalarda direngli
hastalara gore 2.92 kat artmis (t:0,0112174) olarak gozlendi.

Agir astim hastalarinda tedaviye direngli / duyarli gruplarda logfold(LFC2)
degeri >1.5 (artis) ve <-1.5 (azalis) olan proteinler hedef bir biyobelirte¢ olarak
diistiniilmektedir ve bunlar tablo 14’de listelenmistir. Hastalardan logfold(LFC2)>1.5
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olan hastalarin STRING (v12.0.0) ile birbirleriyle etkilesimi sekil 15°de
logfold(LFC2)<-1.5 olan hastalarin etkilesimi sekil 14’de gosterilmektedir. Sekil 16°da
tiim proteinlerin etkilesimleri incelenmis ve etkilesimler arasinda en fazla dogal ve

kazanilmis immiinite ile iliskili olan proteinler gosterilmektedir.

o HLA-A

o DAZAP1 o GLUD1,GLUD2
® TUBB4B;TUBB4A

e ACTB

-log (p-value) LFQR_LFQS

logfold2 (LFC2) (R/S)

Sekil 13. Proteomik analizlerde LC_MS/MS sonucu saptanan, karsilastirmal istatistiksel
analizlerde artis veya azalis oranlari istatistiksel anlamh bulunan proteinleri gosteren volcano plot
grafigi (y ekseni logp degeri, x ekseni artis oranim1 gostermektedir) ( R direncli, S duyarl)
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Tablo 13. Proteomik analizlerde LC_MS/MS sonucunda istatistiksel anlamh proteinler
logfold2(LFC2)(R/S)

No
1

2
3
4
5
6
7
8
9

10
11

GEN ADI
FHL1
HLA-A
ACTB
USP14
DAZAP1
MYOL1F
GLUD1;GLUD2
RPL13
TUBB4B;TUBB4A
IMMT
DAAM1

PROTEIN KODU*
AOAODISFI6
Q53242
AOA2R8YEAT7
ABNJA2
K7EQ02
000160
P00367
P26373
P68371
Q16891
Q9Y4D1

3,598968506
-2,291635513
-2,923916658
-1,451569716
-1,301543872
-1,452629884
2,351511002
1,785740852
-3,44322602
2,314702829
1,651193142

Ptesti(R/S)
0,0382765
0,0011365
0,0112174
0,0248944
0,0075432
0,0232871
0,0078518
0,0305099
0,0091384
0,0267115
0,0331094

Tablo 14. Arastirmada tedaviye direncli / duyarh gruplarda logfold(LFC2) degeri >1.5 (artis) ve <-

1.5 (azahs) olan proteinlerin listesi

NO

O ~NO O WN PR

GEN ADI

FHL1
HIST1H1C
HIST1H2BN
IGHG1
HNRNPAB
SNCA
GLUD1;,GLUD2
IMMT
TPM1
AHNAK
PNP

A2M
PTPN18
HMGN4
DHRS7
RAN
HIST1H1E
RPL13
B2M
RPS20
RPS3A
PA2G4
SCAMP2
RPL4
DSTN
PTMA
NCK2
ANXA2; ANXA2P2
ACOT9
APOA2
PFDNG6
DAAM1
PARVB
KCTD12
CCT7

PROTEIN
KODU*
AO0AODISFI6
P16403
U3KQKO
P01857
D6RIP3
E7EPV7
P00367
Q16891
H7BYY1
Q09666
P00491
P01023
E7EMBS
000479
Q9Y394
B5MDF5
P10412
P26373
P61769
P60866
D6RATO
Q9oUQ80
015127
P36578
P60981
B8ZZQ6
043639
P07355
C9J7L8
VIGYM3
015212
Q9Y4D1
Q9HBI1
Q96CX2
Q99832

67

1,747770627
1,742943287
1,739449501
1,711296399

logfold(LFC2) (R/S) = P Degeri (R/s)
3,598968506 0,038276469
3,045732657 0,124495975
2,729313691 0,562100596
2,541798433 0,140623574

2,4906106 0,199728222
2,420254707 0,195356068
2,351511002 0,007851807
2,314702829 0,026711498
2,278501987 0,317086046
2,270464261 0,099581
2,184003989 0,096368375
2,142245293 0,258438795
1,977502982 0,276609928
1,874109586 NaN
1,847034613 0,21117232
1,846196493 0,205887465
1,825848738 0,410564876
1,785740852 0,030509895

1,77716128 0,615522843
1,771889369 0,186007758
1,770445347 0,249550619

0,204336666
0,198063381
0,136765428
0,113182476

1,691367308 0,453140301
1,684291204 NaN
1,680570602 0,195049403
1,678737958 NaN
1,668230375 0,250543969
1,656037807 NaN
1,651193142 0,033109357
1,62893645 0,675004862
1,625655174 0,18458378

1,603469213

0,182873184



(Tablo 14 devam)

36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
39
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

HRG
SoD1
ATP2A2
EVL
RPLP1
VAMPS
RPLPO
MYL9
DDX1
RPL19
APOB
EEF2
GCLC
HP
PSMAS5
CALM2
CTSG
GLIPR2
MDH2
ANXA3
AHSP
MMP9
NMEL
CYBB
MPO
APMAP
COTL1
HLA-A
AZU1
HNRNPD
ACTB
TMSB4X
PRTN3
TUBB4B;TUBB4A

P04196
P00441
P16615
QouI08
P05386
B8ZZT4
P05388
P24844
Q92499
J3QR09
P04114
P13639
AOAOC4DGB2
P00738
P28066
PODP25
P08311
Q9H4G4
P40926
P12429
QINZD4
P14780
P15531
P04839
P05164
HOY512
Q14019
Q53242
P20160
D6RAFS
AOA2R8YEA7
P62328
U3KPS2
P68371
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1,599736373
1,595288595
1,588392893
1,556522051
1,556187312
1,554202875
1,543101629
1,54197216
1,539306482
1,533530235
1,515084108
1,512888749
1,505504131
-1,504974047
-1,587223212
-1,618928909
-1,712921937
-1,800264517
-1,853552341
-1,870577017
-1,896927198
-1,90286843
-1,920373281
-1,977801164
-2,036226432
-2,208143711
-2,229561011
-2,291635513
-2,57705609
-2,662459215
-2,923916658
-3,115455151
-3,275491238
-3,44322602

NaN
0,201869975
0,231433507
0,309768778
0,402629829
0,430470507
0,123382347
0,827462761
0,384635233
0,394099682
0,149029611
0,271061162

NaN
0,311736606

0,29522715
0,210989456
0,465045741
0,162128627
0,254842293
0,475749172
0,068426401
0,528804644
0,120182402
0,127660648
0,311138875
0,088934958

0,15588092
0,001136547

0,07481165
0,051690649
0,011217366
0,264294398

0,05835234
0,009138353
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Sekil 14. Tedaviye duyarh ve direngli hastalarin logfold (LFC2)(R/S) > -1.5 olan proteinlerin
arasindaki iliski (STRING v12.0 ile hazirlanmistir).*?
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Sekil 15. Tedaviye duyarh ve direncli hastalarin logfold (LFC2)(R/S)> 1,5 olan proteinler
arasindaki iliski. 325
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Yapilan STRING analizlerinde artan ve azalan proteinleri kodlayan genlerin
iligkili oldugu yolaklar, hiicresel yolak analizlerini literatiire gére simiflama ve iligkili
diger gen ve proteinleri saptama amagh analiz eden Reactome adi verilen veritabani ile
karsilastirildiginda Tablo 15°te goriildiigi 39 farkli hiicresel yolag: etkileme potansiyeli
oldugu goriildii.

Tablo 15. STRING analizlerinde bulunan Reactome veritabanina gore Proteinlerin etkili oldugu
yolaklari gésteren tablo

Bu Bu proteinlerle
aragtirmada ?u yOIakta, FDR
Yolakla gorev yaptigt .
Yolak ad iliskili belirlenmis ve |Analizin| (false
bulfman etkilenme giicii | discovery
proteinlerin potansiyeli rate)
savist bulunan
Y proteinler
Neutrophil degranulation 15 476 1.0 5.00e-08
Peptide chain elongation 7 88 1.4 1.84e-05
Innate Immune System 17 1041 0.72 1.84e-05
Signaling by ROBO receptors 9 215 1.12 1.84e-05
Axon guidance 12 551 0.84 5.71e-05
Influenza Infection 7 155 1.16 0.00014
Viral mMRNA Translation 6 88 1.34 0.00014
Cellular responses to stress 13 747 0.74 0.00014
Selenocysteine synthesis 6 92 1.32 0.00014
Eukaryotic Translation Termination 6 92 1.32 0.00014
Nonsense Mediated Decay (NMD) independent
of the Exon Junction Complex (EJC) 6 94 131 0.00014
Formation of a pool of free 40S subunits 6 100 1.28 0.00015
E:fsig?ennsgyof EIF2AK4 (GCN2) to amino acid 6 100 1.8 0.00015
Regulation of expression of SLITs and ROBOs 7 169 1.12 0.00017
L13a—med|at_ed trans_latlonal silencing  of 6 110 194 0.00020
Ceruloplasmin expression
Immune System 20 1979 0.51 0.00020
ﬁ)er::ﬁEre;r?:nt cotranslational protein targeting 6 110 194 0.00020
QTP hydronS|§ and joining of the 60S 6 111 193 0.00020
ribosomal subunit
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(Tablo 15 devam)

Nonsense Mediated Decay (NMD) enhanced

by the Exon Junction Complex (EJC) 6 114 1.22 0.00021
Infectious disease 13 917 0.65 0.00042
Antigen processing-Cross presentation 5 105 1.18 0.0019
rl\]/llijlgg Iﬁgt:r\:éa():/yt%fs 0rIRNA processing in the 6 181 102 0.0019
Plasma lipoprotein assembly 3 19 1.7 0.0029
Metabolism of proteins 17 1917 0.45 0.0042
Metabolism of RNA 10 705 0.65 0.0044
(P:rct:efTC}I_I(_jri:nC mediated transfer of substrate to 3 27 155 0.0068
Metabolism of amino acids and derivatives 7 368 0.78 0.0096
ER-Phagosome pathway 4 89 1.15 0.0113
Disease 15 1702 0.45 0.0113
EPH-Ephrin signaling 4 92 1.14 0.0122
Hemostasis 8 607 0.62 0.0318
et e douregutonaMHCOB ! 2 | w0 | e | ooug
Folding of actin by CCT/TriC 2 10 1.8 0.0318
Chylomicron assembly 2 10 1.8 0.0318
Chylomicron remodeling 2 10 1.8 0.0318
Platelet degranulation 4 126 1.0 0.0337
Endosomal/Vacuolar pathway 2 11 1.76 0.0337
Host Interactions of HIV factors 4 129 0.99 0.0355
Apoptosis induced DNA fragmentation 2 13 1.69 0.0419
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Sekil 16. Tiim hastalarda (LFC2)(R/S) > 1,5 ve <-1.5 olarak tespit edilen proteinlerden mavi ile
isaretlenmis proteinler edinsel immiin sistemle iliskilendirilmis proteinler, kirmiz: ile isaretli olanlar genel
immiin sistemle iligkili proteinlerdir. Yarisi kirmizi yarisi mavi olanlar hem dogal hem genel immiinitede
rol aldig1 gosterilmis proteinleri igaretlemistir.
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5. TARTISMA

Bu arastirmada biyolojik tedavi baslanan agir astimli hastalardan, baslanan
tedaviye duyarli ve direngli olanlarda mononiikleer hiicrelerin proteomik profillerinin
birbirinden farklilik gosterdigi belirlenmis ve arastirma hipotezi desteklenmistir.
Arastirma bulgularina gore tedaviye direng gosteren hastalarda duyarlilara gére anlaml
kabul edilebilecek diizeyde artan veya azalan 69 farkli protein tespit edilmistir.

Anlamli diizeyde artis ve azalis goOsteren proteinler ile ilgili yolaklar
incelendiginde Reactome analizlerine gore 39 farkli yolagin tedavi direncinde rol
alabilme potansiyeli oldugu goriilmistiir. Bu yolaklardan 6zellikle noétrofil
degraniilasyonu, dogustan/kalitsal immiin sistem, strese hiicresel yanit ve immiin sistem
iligkili olanlar astim seyri ve tedaviye yamitin diizenlenmesi agisindan dikkati
¢ekmektedir.

Tiim proteinler degerlendirildiginde notrofil degraniilasyonu yolaginda etkili olan
18 protein tespit edilmistir (AZU1, CTSG, PRTN3, HP, MPO, MMP9, CYBB, HLA-A,
VAMPS8, COTL1, ANXA2, PNP, TUBB4B, NME2, PSMA5, EEF2, PA2G4 B2M)
Dogustan/ kalitsal immiin sistem yolaginda etkin 21 protein tespit edilmistir, immiin
sistem tizerine 26 protein tespit edilmistir.

Proteinlerle ilgili literatlir taramasinda daha Once astim patogenizinde bilinen
proteinler tespit edilmis olup yeni proteinlerle ilgili sonuglar elde edilmistir ve
literatiirden taranmustir.

Direngli hastalarda artmig proteinlerden biri olan FHL-1(Four and half LIM
domain proteinl) geni X kromozomunda kodlanmaktadir. Literatiirde SLIM1 olarak da
isimlendirilmektedir. Hiicre i¢inde sitoplazmada, niikleusta ve plazma membraninda
gozlenmistir. Literatlirde incelendiginde hiicre diferansiasyonunda, kas gelisiminde,
hiicre biliylimesinde negatif regiilasyonda, mitozda G1/S ve G,/M ge¢is kontroliinde
negatif regiilasyonda, potasyum transportunu arttirdigi, membran depolarizasyonunda
ve potasyum transmembran gecisinin diizenlenmesinde gorev aldigr gozlenmistir.
Literatiir taramasinda FHL-1 ile iliskilendirilen baz1 hastaliklar vardir. Bunlar X iligkili
Skapuloperoneal miyopati, X iligkili Emery-Dreifuss miiskiiler distrofi, X iliskili erken
baslangich ve cocukluk caginda baglayan miyopati, Uruguay
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fasiyokardiyomiiskiiloskeletal sendromu, X iligkili postiiral muskiiler atrofi ile giden
miyopatidir.

FHL-1 proteini pulmoner arter diiz kasi proliferasyonunun inhibisyonu ile
karakterizedir.®®**"  FHL1 izoformu KyoT2 astim tedavisinde hava yolu
remodellinginin engellenmesi igin potansiyel bir hedeftir.**® FHLI1 birgok hiicresel
mekanizma ile etki gostermektedir bunlar strojen iliskili**® Notch-* ve MAPK
iliskilidir.** MAPK yolagmin aktivasyonunun astim hastalarinda inflamatuar siirecle
iliskili oldugu gt')zlenmistir.332 Farelerle yapilan ¢alismalarda FHL1 proteini astim ile
iligkili izlenmis ve astimli farelerde FHL1 ekspresyonunun arttigr gozlenmistir. Ayni
calismada FHLI1 ekspresyonun arttigi farelerde IL-4, IL-5, IL-13 ve IFN’un
bronkoalveolar lavajda anlamli olarak arttig1 gozlenmistir. FHL1 geninin susturulmasi
ile hava yolu diiz kas hiicrelerinin apoptozisinin indiiklendigi izlenmistir.>* Kronik
obstriiktif akciger hastalarinda 16’s1 kontrol 33 hastada yapilan proteomik ¢aligmalarda
FHL1 en belirgin regiilasyonu artmis gen olarak izlenmistir. Potansiyel bir tedavi hedefi

olarak 6nerilmistir.334

FHL1 gen seviyesi sigara igen hastalarda akciger fonksiyonlar ile
pozitif korele izlenmistir.*® Sigara kullanan, hipoksi ile tetiklenmis pulmoner
hipertansiyon  hastalarinda FHL1 gen seviyelerinin  ekspresyonun arttig
gézlenmistir.327'328

Tedaviye direngli hastalarda artmis izlenen ANXA2 proteini 15. Kromozomda
kodlanmakta olup anneksin A2 kalsiyum ile diizenlenen membran proteinidir. Iki
kalsiyuma yiiksek afinite ile baglanir ve 1s1 stresi mekanizmasinda, IL-2 ve IL-12, G-
CSF ve INF sinyalizasyonunda rol oynar.**®  Antifosfolipid sendromu, akut
promiyelositik 16semi, yeni doganin dissemine intravaskiiler koagiilasyon®*,
adenomiyozis, pankreas kanseri ile iligkili bulunmustur. ANXA2 ile yapilan hiicre
kiiltiiri  caligmasinda, ANXA2 sIgA’nin bir belirteci olarak goézlenmistir. sIgA
stimiilasyonu ile hava yolu epitelinde diretilen IL-8/CXCL8 ve CCL2/MCP-1

inflamatuar sitokinlerin tiretimini arttirdig izlenmistir. >

Bir baska c¢alismada
prokoagiilan FXa’nin hava yolu diiz kas hiicrelerinde hiperplaziye yol actig1 ve sitokin
salimimin arttirdigi gozlenmistir. FXa’nin bu fonksiyonlarin1 Annexin A2(ANXA2) ve
PAR-1 araciligiyla yaptigi izlenmistir.®’

Tedaviye direngli hastalarda artmis izlenen VAMPS (Vezikiil iligkili membran

proteini 8) proteini 2. Kromozomda kodlanmakta olup endobrevin olarak da
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isimlendirilmektedir. VAMPS8 bir v-SNARE(vezikiillerde bulunan ve diger vezikiillere
baglanmay1 saglayan proteinler)’dir. VAMP8 ayni zamanda mast hiicrelerinden
histamin graniillerinin salinmasini ve yaralanma sonrasinda trombiisteki plateletlerden
a-graniillerin salinmasin1  diizenler. Insan brons epitel hiicre Kkiiltiirii ile yapilan
calismalarda VAMPS goblet hiicrelerindeki mucin graniillerinde yerlesmistir. Calu-3
hiicre kiiltiiriinde yapilan ¢aligmalarda VAMP ailesinde en fazla eksprese olan genin,
dominant v-SNARE’in VAMPS8 oldugu izlenmistir. VAMP®8’in susturuldugu farelerde
mukus iretiminin azaldigi izlenmistir.**® VAMPS geninin de i¢inde bulundugu
SNARE’leri baskilamak i¢in SP9(sabitlenmis protein) isimli bir protein gelistirmistir ve
terapdtik etki saglayabilecegi ongoriilmiistiir. >

Tedaviye diren¢ gosteren hastalarda SOD1 (Siiperoksit Dismutaz 1) proteini
artmig bulunmustur. SOD1 proteinini kodlayan gen, 21. kromozomda kodlanan olarak
da adlandirilmaktadir. Hiicre metabolizmasi sirasinda olusan radikalleri rediikte eder.
Literatiirde amniyotrofik lateral skleroz, motor ndron hastaliklariyla olan iligkili
bulunmustur. Immiin sistemdeki fonksiyonlar1 incelendi§inde membran atak
komplesinde C9’un fonksiyonel diizenlenmesinde, reaktif oksijen radikallerinin
indirgenmesinde, IL-12 ailesi sinyalizasyonunda, INF sinyalizasyonunda gorev aldigi
izlenmistir. Fareler lizerinde yapilan g¢alismalarda PM2.5(ince partikiillii maddeler)
seviyesinin hava yolu direncini arttirdigi, akcigerde inflamatuar yaniti arttirdigi
izlenmistir. PM 2.5 farelerin akciger dokusunda CAT( katalaz), GSH (glutatyon), GSH-
Px( glutatyon peroksidaz) ve T-SOD( total siiperoksit dismutaz) gibi antioksidan
enzimlerin seviyesini azaltarak serbest oksijen radikallerinin sayisinin arttig1 izlenmistir.
PM2.5’'un miR-206 ekspresyonunu arttirarak SODI1 ekspresyonunu inhibe ettigi

340

gbzlenmistir. Bir baska hiicre kiiltiirii calismasinda artmig PM2.5 temasi hiicre ici

reaktif oksijen radikallerini arttirdigi, hiicre ici Ca*? seviyesini arttirdig1 ve artmis Ca*?
nedeniyle apoptozisi tetikledigi, MMP seviyelerini azalttig1 gdzlenmistir.>**

Bu arastirmada direncli hastalar degerlendirildiginde ifadesi degisen proteinlerin
ortak olarak notrofil degraniilasyonu, kalitsal ve edinsel immiinite patogenezinde rol
aldigimi goriilmektedir. FHL1, ANXA2, VAMPS ile ilgili 6nceki literatiir taramamizda
Ozellikle FHL1 ve ANXA2’nin inflamatuar siire¢ ve brons diiz kas hipertrofisi ile
iliskili oldugunu gozledik. VAMPS ile yapilan hayvan c¢aligmalarinda goblet

hiperplazisi yaptig1 ve buna bagli olarak mukus hipersekresyonu yaptigini gozledik.
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Astim patogenezinde hastaligin ilerleyen asamalarinda izlenen patolojik bulgulara
neden olabilecegini diisiindliglimiiz proteinleri tespit etmis olduk. Bu genlerin
ekspresyonu fazla tespit edilen hastalarda tedaviye diren¢ oldugunu da gozlemlemis
olduk.

Ayrica tedaviye direncgli hastalarin proteinleri incelendiginde direngli hastalarda
gozlenen SODI1 proteinine Ozellikle antioksidan gorevi nedeniyle dikkat c¢ekmek
istedik. SOD1 antioksidan 06zelligi hiicre metabolizmasinin devami ve apoptozisten
korunmak i¢in Onemli bir yer tutar fakat hayvan deneylerinde PM2.5 arttik¢a
fonksiyonunun azaldigini izlemlenmistir. Diinya genelinde artan karbon emisyonu, fosil
yakit kullanimi iklim krizine Onciiliikk etmektedir. Artan tiikketim dolayisiyla sehrimizde
2021 tarihinden sonra kis aylarinda PM2.5 oranlarinin belirgin bir sekilde arttigini
gozlemledik. SOD1 proteininin 6zellikle tedaviye direncli hastalarda artmis olmasi,
hastaligin tedavi edilmesi ve kontrol altina alinabilmesi i¢in farmakolojik tedaviler
disinda cevre kirliliginin de kontrol altina alinmasi gerektigini gostermektedir.

Tedaviye duyarli hastalarda artmis gozlenen ACTB(Beta aktin) proteini
AOA2R8YEAT7 proteinini kodlamakta olup 7. Kromozomda kodlanmaktadir. Beta
aktinin fonksiyonlar1 incelendiginde hiicre motilitesinde ve kontraksiyonunda®*,
hasarli DNA dokusunun onariminda rol oynar ve dineinin motor aktivitesini aktive
eder.*”? ACTB geni Baraitser-Winter sendromu tip 1 ve distoni sagirlik sendromu ile
iliskili bulunmustur.

9 hasta ile yapilan g¢aligmada obez ve astimli hastalarda ACTB geninin
ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir.>** KOAH, astim, idiopatik pulmoner fibrozis(IPF)
ile yapilan bir meta analizde KOAH’da 6348 genin, astimda 1597 genin, IPF’de 5272
genin ekspresyonunun arttif1 ve/veya azaldigi gozlenmistir. Tim hasta gruplar
incelendiginde 22 ortak genin arttif1 ya da azaldigi izlenmistir. ACTB geniyle ilgili
yapilan analizlerde KOAH hastalarinda 11 c¢alismada protein artmis, 6 caligmada
protein azalmis izlenmistir. Astim hastalarinda 2 ¢alismada protein artmis, 5 calismada
protein azalmis, IPF hastalarinda yapilan 8 calismada protein artmis, 3 calismada
protein azalmig izlenmistir.344)

Tedaviye duyarli hastalarda gozlenen MMP9(matriks metalloproteinaz 9) proteini

20. kromozomda kodlanmaktadir. Ekstraseliiler matriksin lokal proteolizinde ve 16kosit

migrasyonunda, tip 4 ve tip 5 kollajenin C terminal ucundan bdliinmesinde rol
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oynamaktadir.**> Metafizyel anadispilazi tip 1 ve tip 2 ile iliskili bulunmustur. Astim
hastalarinda balgam ve serumda yapilan proteomik analizlerde notrofilik hastalarda
serumda MMP?9 seviyeleri artmis olarak izlenmistir.346

Astiml1 ve alerjisi olan hastalarin BAL sivisinda MMP9 seviyeleri artmigtir.>*’
Artmis MMP-9 seviyeleri BAL’da artmig notrofil ve makrofajlarla iliskili
bulunmustur.®*® Agir astim hastalarinda omalizumab ile yapilan cahismalarda tedavi
sonrasinda matriks metalloproteinazlarin BAL’da konsantrasyonlar1 azalmis olarak
izlenmistir, 12 aylik takip sonrasinda 6zellikle MMP-2, MMP-3, MMP-9 seviyeleri
azalmis gozlenmistir ayrica retikiiler bazal membran kalhigmn azaldig izlenmistir.**®
MMP-9 seviyeleri agir astimda®° ve astim alevlenmesinde artmis olarak izlenmistir.>**

Tedaviye duyarl hastalarda artmis gdzlenen NME2(niikleozid difosfataz kinaz B)
proteini 17. kromozomda kodlanmaktadir. ATP disinda niikleozid trifosfatlarin
sentezinde, histidin protein kinaz aktivitesinde 6nemli rol oynar. Kistik fibrozis proteini
ile birlikte yerlesmistir ve hava yolu epitelinde ATP iiretiminde rol oynar.>*
Endometrium kanseri, nemaline myopati 2, nazofaringeal karsinom ve Burkitt
lenfomayla iliskili bulunmustur.

Astim hastalarinin balgam o6rneklerinde yapilan calismalarda NME1 ve NME2
yalnizca kontrol altindaki astim hastalarinin balgaminda izlenmistir.**® Yapilan
caligmlarda NME1 ve NME2, CFTR geni ile etkilesime girerek iyon transportunu

diizenlemektedir.>>*

Timik stromal lenfopoietin ile yapilan caligmalarda NMEI1
ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide azalttig1 izlenmistir.

Tedaviye duyarli hastalarda 6n plana cikan genler incelendiginde genellikle
biyolojik ajan tedavileri ile proteinlerin ekspresyonun azaldigi ve beraberinde astim
patogenezinde rol oynayan inflamatuar hiicrelerin azaldig izlendi. Tedaviye duyarl
hastalarda literatiirde en fazla MMP9 ile yaymn izlenmistir. Hayvan calismalarinda
MMPY seviyeleri ve inflamatuvar hiicre sayisinin omalizumab tedavisinden sonra
diistiigli izlenmistir. Bizim ¢alismamizda da benzer olarak MMP9 seviyesi yiiksek olan
ve biyolojik tedavi alan hastalarin 1 yillik kontroliinde astim alevlenmesi yagamadigi
astim kontrol testlerindeki puanlarinin ytikseldigi gozlenmistir. Bu durum ¢ogu calisma
ile agir astim patogenezinde rolii oldugu belirtilen MMP9 seviyelerinin yiiksekligi ile

baslanan biyolojik tedaviden goriilen fayda arasinda pozitif bir iliski oldugunu

diistindiirmektedir.
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Arastirmaya dahil edilen hasta sayilar1 6 Subat 2023 tarihli Kahramanmaras
merkezli depremler nedeniyle planlanandan az olmustur ve tek merkezden
yiiriitiilmistir. Deprem nedeniyle hastalarimizda can kayb1 yasanmamaistir. Calismamiz
agir astimda kullanilan biyolojik tedaviye direngli ve duyarli hasta gruplarinda yapilan
ilk proteomik c¢alismadir. Calismamizda anlamli derecede artis ve azalma goriilen
proteinler birer biyobelirte¢ adayidir. Bu proteinler ayrica tedaviye duyarliligi ve direnci
Oon gorebilecek proteinler olup astim ile ilgili ¢alismalar1 daha onceki literatiir
verilerinde saptanmamustir.

Agir astim hastalarinda tedaviye yaniti d6ngdrmek icin bir biyobelirteg¢ kesfi i¢in
yapilan bu aragtirmada bulunan proteinlerin  tedaviye yaniti Ongdérmekte
kullanilabilecegini diisiiniilmektedir. Ozellikle tedaviye direngli hastalarda arttig1
belirlenen FHL1, ANXA2, VAMPS8, ve azalan ACTB, MMP9, NME1, NME2
proteinlerinin biyobelirteg olarak kullanilabilecegi ancak oOngoriillmekle birlikte,
oncesinde bu proteinlerin genis hasta populasyonunda test edilmesi gerektigi

distinilmiistiir.
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6. SONUCLAR

Bu arastirma, agir astimda biyolojik tedaviye duyarli ve direngli hasta grubunda
yapilan ilk proteomik ¢alismadir. Arastirma analizlerinde direngli hastalarda 48, duyarh
hastalarda 21 olmak iizere toplam 69 proteini artmis olarak gézlemlenmistir. Artis ve
azalig gozlenen proteinlerin hiicresel fonksiyonlar: incelendiginde bulunan proteinlerin
cogunun kalitsal ve edinsel immiinite ve notrofil degraniilasyonu iizerine rol aldigi
belirlenmistir.

Ortak yolaklarda olan ve STRING verilerinde birbiriyle en ¢ok iliskilendirilen
proteinler literatiirdeincelendiginde FHL1, ANXA2, VAMP8, ACTB, MMP9, NMEI,
NME2 proteinlerinin biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini diisliniilmektedir. FHL1 ve
ANXA2’nin Ozellikle remodellingi 6n gorebilecegi, diiz kas hipertrofisini gosterdigi
literatlir verileriyle kanitlanmistir. VAMPS’in goblet hiperplazisi yaparak sekresyon
miktarmi arttirdigim ve hastalik seyrini degistirdigini diisiinmekteyiz. Ozellikle direncli
hastalarda azalan dolayisi ile duyarl hastalarda ifadesi artmis bulunan proteinlerin daha
fazla hasta popiilasyonlariyla ileri bir ¢alisma yapilmasi gerekmektedir. Yapilan
proteomik analizler sonucunda biyolojik ajanlarla tedavinin basarisinin = 6n
goriilebilecegi gozlenmistir.

Bu aragtirma sonucunda astim patogenezinde rol oynayan daha 6nceden bilinen ve
yeni proteinler kesfedilmistir. Bu proteinlerin bir kismi hayvan deneylerinde hava
yollarina ve akciger parankimine olan etkileri incelenmekle birlikte bazilarinin heniiz
arastirtlmamis oldugu goriilmektedir. Bu arastirma verileri, biyolojik tedavi
duyarliliginda ifadesi anlamli oranda degisen bu proteinlerin de patofizyolojik
mekanizmasinin aydinlatilmasi gerektigini ortaya koymus, ileri arastirmalar i¢in dnemli
bir pencere agmistir. Kesfedilen proteinlerin biyobelirte¢ olarak kullanilmasi, duyarlilik
ve Ozgllliginiin belirlenmesi i¢in ¢ok merkezli arastirmalarin  planlanmasi

gerekmektedir.
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