T.C.
GAZIi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

KULAK BURUN BOGAZ ve BAS BOYUN CERRAHISi ANABILiM DALI

NAZAL POLIP DOKUSUNDA INFLAMATUAR VE APOPTOTIK
SINYAL YOLAGINDA ETKIiLi GENLERIN TRANSKRiPTOMIK
VE PROTEIN DUZEYINDEKI iFADELENME PROFILLERI

UZMANLIK TEZI
Dr. ALPER DILCi

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. S. SABRI USLU

ANKARA
KASIM 2014



T.C.
GAZIi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

KULAK BURUN BOGAZ ve BAS BOYUN CERRAHISi ANABILiM DALI

NAZAL POLIiP DOKUSUNDA INFLAMATUAR VE APOPTOTIK
SINYAL YOLAGINDA ETKIiLi GENLERIN TRANSKRiPTOMIK
VE PROTEIN DUZEYINDEKI iFADELENME PROFILLERI

UZMANLIK TEZI
Dr. ALPER DILCI

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. S. SABRI USLU

Bu tez Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 01/2012 - 37
proje numarasi ile desteklenmistir.

ANKARA
KASIM 2014



TESEKKUR

Uzmanlik egitimime biiyiik katkilar1 olan degerli hocalarim Prof. Dr. Suat
Ozbilen'e, Prof. Dr. Erdogan Inal'a, Prof. Dr. Ahmet Koybasioglu'na, Prof. Dr.
Fikret Ileri'ye, Prof. Dr. Nebil Goksu'ya, Prof. Dr Ismet Bayramoglu'na, Prof. Dr.
Yusuf Kemaloglu'na, Prof. Dr. Kemal Uygur'a, Prof. Dr. Yildirim Bayazit'a, Prof.
Dr. Metin Yilmaz'a, Prof. Dr. Alper Ceylan'a, Do¢. Dr. Yusuf Kizil'a, Dog. Dr.
Utku Aydil'e, Dog, Dr. Mehmet Birol Ugur'a, Dog. Dr. Ayse iriz'e, Dog. Dr.
Hayriye Karabulut'a, Yrd. Do¢. Dr. Hakan Tutar'a, Yrd. Dog¢. Dr. Recep

Karamert'e ve Yrd. Dog¢. Dr. Mehmet Diizlii'ye ¢ok tesekkiir ederim.

Ayrica uzmanlik egitimimde ve bu tezi olusturmamda biiyiik katkist olan
Sayin Prof. Dr. Sabri Uslu'ya ve uzmanlik tezinin molekiiler biyolojik yontemleri
kisminda biiylik yardimlar1 olan Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalindan
Saymn Dog. Dr. Ece Konag'a, Yrd. Do¢. Dr. Nuray Varol ve Ars. Gor. ilker

Kiligcroglu'na tesekkiir ederim.

Egitim siiresince beraber mesai harcadigimiz Dr. Ozan Gokdogan, Dr,
Rasit Cevizci, Dr. Emine Korkuyu Yardimei, Dr. Veysel Akif Savas, Dr. Ayca
Ant, Dr. Siileyman Cebeci, Dr, Selin Ustiin Bezgin, Dr. Osman Tugrul Giizeldir,
Dr. Mustafa Celik, Dr. Faruk Kadri Bakkal, Dr. Furkan Karaloglu, Dr. Aynur
Valieva, Dr. Muammer Melih Sahin, Dr. Vildan Tutar, Dr. Mustafa Colak, Dr.
Fakih Cihat Eravei, Dr. Mehmet Ekrem Zorlu, Dr. Alper Tiirkcan, Dr. Ayca
Aydin, Dr. Mehmet Gocek, Dr. Nagihan Giilhan ve tiim KBB hemsire, personel

ve odyoloji boliimiine ¢ok tesekkiir ederim.



Her zaman yanimda olan babam Sami Dilci, annem Menduha Dilci,
canim kardesim Irem Dilci'ye c¢ok tesekkiir ederim. Her tiirli iyi ve kotii
giinlerimde yanimda olan ve olacak olan, bana destegini hi¢ esirgemeyen esim

Duriye Gizem Tosun Dilci'ye ¢ok tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

Sayfa No:
TESEKKUR ........cooo oo e ettt iii
ICINDEKILER...........coovoiiieieceeeeeeee ettt v
KISALTIMALAR ..ottt sttt X
TABLOLAR DIZINT ......c.oooviiiiiiceeeeeeeee e, xiii
SEKILLER DIZINT .......oooviiiiiiieeceeeeeee e Xiv
GRAFIKLER DIZINT........c.coooiviiiiciceeceeeeeeeee e, XV
1) GIRIS.ueeeeeeeeeeteieeseenesesesssesessssssssssesesssessssssessssssssssesssssssssssesssssessssssesssssese 1

2) GENEL BILGILER........uuececterneenenesensssesesessssssssssesnsnssessessssssenesesinns D

2.1) Rinosiniizit ve Rinosiniizit Etiyopatogenezi...................cc.ccccooeeen. 5
2.2) Nazal POlIPOZIS.......ccceciiiieiece sttt 10
2.2.1) Tanim ve TarihGe......c.eeeeureeriieeiie e 10

2.2.2) EpIidemiyolOfi.....ccccveiieiiiieiieccse e 11

2.2.3) Nazal Polip HistopatolojiSi..........cccccvviieiiiieiieciic e 14
2.2.4) Nazal Polipozis Etiyopatogenezi...........cccoevereienenenesnnnnns 17
2.2.5) Nazal Polipoziste Sitoloji ve Sitokin Profili.......................... 22



2.2.6) Nazal Polipoziste Inflamasyon...............cccccevvereereremerenerenenns 26

2.3) Nazal Polip0ozis Ve GENEtiK...........ccoeieiiiiiiiiieeese e, 29
2.3.1) CDIID. it 34
2.3.2) GAleCtin - L...oooiiieecieceee e 36
2.3.3) BECHN = Lo 38
2.3.4) CASPASE - 3..iiciieieieiiieite et 40
3) GEREC VE YONTEM.........cocooviimiiiiieeieeeeee e ses e sesae s 43
3.1) Kullanilan cihazlar..........cicoeeiicnncnnniicnnsnneccsssnnsecssssnnsecsssnnnnneennnnnnns 46
3.2) Kullanilan sarf malzemeler..........cccovvvii i 47
3.3) Kullanilan Kimyasallar.........cceiceicnnnencnssencssnncssnnsssanssssassssnnnnnnnnn. 47
3.4) Kullanilan Kitler.......coeeiieniicnseicssnicssnncnssnncssnnessnnnessnriinninieninnennn, 48
3.5) Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi.......ccooeeecccssereccscsnneccsssnneerennnne. 49
3.5.1) Hiicre lizis soliisyonunun hazirlanist...........cccoceeviieeninennne 49
3.5.2) PMSF SOIUSYONU......ccueiiiriiiiiiieniicnieceiieceee e 49
3.5.3) %30’luk Akrilamid/bisakrilamid Sollisyonu........................ 49
3.5.4) 1,5 M Tris Buffer (pH:8,8)......ccevvririiiiiiiise 49
3.5.5) 0,5 M Tris Buffer (pH:6,8).......cccevviiiiiiiciicie e, 50

Vi



3.5.6) 10x Tris-Glisin Stok SOIUSYONU.........ccccvevveiirenininieeeeene 50

3.5.7) 10x Running Buffer (pH:8,3)......cccceviviiiiiieiiereee e 50
3.5.8) Transfer BUfer..........ccoviieii i 50
3.5.9) Sample BUFer ... 51
3.5.10) Amonyum Persiilfat (APS) Sollisyonu.........cc.ccevveervennnnne 51
3.5.11) 10X TBS SOIUSYONU. ....ccueviriiiirieieiinieiieesie s 51
3.5.12) Yikama SOIUSYONU........cceriririieieieienie e 51
3.5.13) Primer ve Sekonder Diliisyon Solisyonu............c.cc.ceuenee. 51
3.5.14) Bloklama SOITSYONU........ccvrirrerieieieniesiesiesiesiesiesesseeeenes 52

3.0) YONTEIIET....ccccerreeierrerenranersannessansessassessnsasssasasssnreessseressesesseeesnneesnss D2

3.6.1) Dokudan Total RNA [zolasyonu............c.cccoeerrevernirerernnnns 52
3.6.2) CDNA SENLEZI.....ccvveiiiieiieeceee st 53
3.6.3) Genlerin ifade Edilmesinin Real-Time PCR ile Ol¢iimii.....55
3.6.4) Light Cycler (LC) 480 Deney Programi..............cccevrunnen. 57
3.6.5)Protein 1Zolasyonu.............ccovvueveveeevceeeeeeeeeceee e 58
3.6.6) BCA Kiti Ile Protein Miktar Tayini.........ccoccceevvvererererennennn. 59

3.6.7) Western Blot Yontemiyle Protein Diizeylerinin

B i ENMES ... 60

Vi



3.7) Istatistiksel Analiz Yontemleri................ccccooevvvvivevveesnieereeenes 61

4) SONUCLAR VE BULGULAR.......cuuiieininsnensnennnsensaeenniiiiiicniin .02

4.1) Gen ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirilmesi................... 65

4.1.1) Kantitatif BECN1 Geninin mRNA Ifade Diizeyinin

Degerlendirilmesi........cucivieiiiiiieiiccee e 67

4.2.2) Kantitatif CASP3 Geninin mRNA ifade Diizeyinin

Degerlendirilmesi........cccivieiiiiiieie e 69

4.2.3) Kantitatif CD11b Geninin mRNA Iifade Diizeyinin

Degerlendirilmesi........coovveiiiiiiiiiiii e 70

4.2.4) Kantitatif Galectin-1 Geninin mRNA Ifade Diizeyinin

Degerlendirilmesi........ccoiviiiiiiiiiiiici 72

4.2) Caspase-3 Protein Ifade DHzeyi..............ccocovovevrveererieesreceenennn, 75

5) TARTISMA VE SONUC.....cuiiernrresresnessessessansansnesanssesseiisiisinsisinsssnsnsnnn £ 1

6) OZET.oeeeeeeerererererenesesesessssssesssssessssenssssssssssisnssssssssssssssssssssenensssssssnsnsneennnn 91

7) SUMMARY ...t 94

viii



8) KAYNAKLAR.......cooteieiieteseteeies e seesees s ies st 96
Q) EKLER......ooooiieieeieeee et tes et 113
EK 1) OZGECMIS v ittt 113
EK 2) ETIK KURUL ONAY BELGESH....coevveriiiiiiiiiccceceeece e, 115



KISALTMALAR

BAFF : B Cell Activating Factor

BECN1 : Beclin 1, Autophagy Related

CAMP  : Cyclic Adenosine Mono Phosphate

CASP3  : Caspase 3, Apoptosis - Related Cysteine Peptidase

CD : Cluster of Differentiation

CFTR  : Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator

CR : Compleman Receptor

DNA : Deoksiribontikleik Asit

ECP : Eosinophil Cationic Protein

GM- CSF: Granulocyte Monocyte - Colony Stimulating Factor

HLA : Human Leukocyte Antigen

IAP - Inhibitor of Apoptotic Protein
ICAM  : Intercellular Adhesion Molecule
Ig . Immiinglobin

IL . Interlokin

ITGAM : Integrin Alfa M



LGALS1 :

MAC

MBP

MMP

NARES

NF«kB

NK

NP

PCR

PGE

PMSF

RANTES :

RNA

Lectin, Galactosidase - Binding, Soluble, 1

: Macrofaj 1 Antijen

: Major Basic Protein

: Matriks Metalloproteinaz

: Non Allergic Rhinitis with Eosinophilic Syndrome

: Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

: Natural Killer

: Nazal Polipozis

: Polymerase Chain Reaction

: Prostaglandin E

: Fenil metil siilfonil florid

Regulated Upon Activation, Normally T cell Expressed and Secreted

: Riboniikleik Asit

RT - PCR : Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction

SAE

SLE

SPINK

. Staphylococcus Aureus Entereoxin

: Sistemik Lupus Eritematozus

: Serine Protease Inhibitor Kazal Type

Xi



TIMP

TLR

TGF

TH

TNF - o

VEGF

VCAM

: Tissue Inhibitor of Metalloproteinases

: Toll Like Receptor

: Transforming Growth Factor

: T Helper Hiicre

: Tumor Necrosis Factor - o

: Vascular Endothelial Growth Factor

: Vascular Adhesion Molecule

Xii



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No:
Tablo 1: Rinosiniizit etiyopatogenezinde rol oynayan faktorler......................... 9
Tablo 2:  Nazal poliplerin endoskopik evrelemesi..........ccocevviiiienciieieenenn, 44
Tablo 3:  Lund - Mackay radyolojik evreleme SiStemi.........ccccceveriveiviieeinnenne. 45
Tablo 4: cDNA RT-PCR tepkime Karigimi..........c.ccuevververeseerinrienienieniesiesennens 54
Tablo5: Real - time PCR, primer, prob dizileri........ccccooooiiiiniiininiiieee, 56

Tablo 6: GAPDH, BECN1, CASP3, CD11b, Galectinl Real - time PCR

tePKIME KATISIMIL...eiiiiiiiiiiiie e 57

Tablo 7: GAPDH, BECN1, CD11b, Galectinl ve CASP3 genlerinin ifade

diizeylerinin belirlenmesi i¢in kullanilan Real Time PCR tepkime

2024 151 PR 58
Tablo 8: Hasta ve Kontrol gruplarinin cinsiyet dagilimi..........ccccoeereniniinnnnnnns 62
Tablo 9: Hasta ve kontrol gruplarinin yas ortalamalart...........c.cccceevevneneininenns 63

Tablo 10: Hasta ve kontrol gruplarindaki hastalarin eslik eden hastaliklart........ 64

Tablo 11: Galectin - 1, Beclin - 1, CD11b ve Caspase - 3 proteinleri mRNA

diizeyindeki ifadelenme diizeylerinin degisimleri............ccccovvvernnnnnn. 74

xiii



SEKILLER DiZiNi

Sayfa No:
Sekil 1: Rinosiniizit patofizyolojiSi........ceiveiriiiiiieiiiieiie e e 8
Sekil 2: Nazal polip PAtOgENEZI.......cc.cviiiiiiiiiieieee s 21
Sekil 3: Integrin alfa M Deta...........c.ccceveveiiiieieeieieieeeeccee e 35
Sekil 4: Lectin, galactosidase - binding, soluble, 1...........cccoooiiiiiiiiiiiiiiie, 37
SeKil 5: BECHIN L.t nreas 38
Sekil 6: Caspase 3, apoptoz iligkili sisteinil peptidaz.............ccccevvveiiiiiiiieniinnnns 40
Sekil 7: Caspase 3 aktivasyon YOIagl.........ccceeecueeeriiieeiiieeiiieeeeeciee e 41

Sekil 8: BECN1, CD11b, Galectinl, CASP3, GAPDH genlerinin mRNA

diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gdsteren amplifikasyon egrileri...66

Sekil 9: BECN1 geni mRNA diizeyi ifadelenme diizeyleri............ccoovvviiiiiinnnnns 68
Sekil 10: CASP3 geni mRNA diizeyi ifadelenme diizeyleri............ccccoovviennee. 69
Sekil 11: CD11b geni mRNA diizeyi ifadelenme diizeyleri.............ccoovviviniinnnnnn. 71
Sekil 12: Galectin - 1 geni mRNA diizeyi ifadelenme diizeyleri..............co..o...... 72

Sekil 13: Nazal polip ve saglikli kontrol 6rneklerinde Aktif Caspase - 3 protein

diizeylerindeki degiSImIer..........coovviiiiiiiiiii i 76

Xiv



GRAFIKLER DiZiNi

Sayfa No:
Grafik 1: Caligma grubu endoskopik evreleme grafigi.........ccccceovvverinirinnnnnn 64
Grafik 2: Calisma grubu hastalarinin radyolojik evreleme grafigi...................... 65

Grafik 3: Nazal polip ve saglikli kontrol o6rneklerinin BECN1 mRNA

diizeyindeki degiSImIer...........ccoooviiiiiiiiiiicie e 68

Grafik 4: Nazal polip ve saglikli kontrol drneklerinin CASP3 mRNA diizeyindeki

4[5 e4 1 11 0 1<) TP SRRSO 70

Grafik 5: Nazal polip ve saglikli kontrol drneklerinin CD11b mRNA diizeyindeki

AEGISTMICT. ... 71

Grafik 6: Nazal polip ve saglikli kontrol orneklerinin Galectin-1 mMRNA

diizeyindeki degisimler.........cccooeviiiiiiiiii 73

Xv



1) GIRIS

Rinosiniizit, burun ve paranazal siniis mukozasmin inflamasyonu ile
karakterize bir hastalik grubudur. Hastalarda bu inflamasyona ek olarak burun
tikaniklig1, burun akintisi, ylizde agr1 ve baski hissi, koku bozukluklar1 ve ates
eslik edebilir. Ayrica endoskopik muayenede orta meatustan gelen mukopiiriilan
akinti, orta meatus basta olmak iizere saptanan mukozal 6dem ile tikaniklik ve
nazal polip izlenmesi de diger bulgulardan sayilabilir. Ayrica bilgisayarli
tomografi goriintiilerinde de osteomeatal kompleks ve paranazal siniislerde
mukozal degisiklikler ve yumusak doku artislarina rastlanabilir. Rinosiniizitler;
akut rinosiniizit, nazal polip i¢ceren kronik rinosiniizit ve nazal polip icermeyen

kronik siniizit, alerjik fungal rinosiniizit olarak alt bagliklarda incelenmektedir (1).

Enfeksiyoz siireclerin beklenen cevabi inflamatuar yanittir. Burun ve
paranazal siniislerdeki inflamasyon siniis ostiumlarimin kapanmasina ve tekrar
eden bir enfeksiyoz siirece yol agmaktadir. Genetik faktorler, anatomik
varyasyonlar, enfeksiyona yatkinlik yaratan sistemik hastaliklar, neoplazi, alerjik
veya immunolojik nedenler hastanin kendisinden kaynaklanan rinosiniizit
etiyolojisinde yer alan faktorlerdir. Cevresel faktorler ise; bakteriyel, viral veya
fungal enfeksiyon, fungal veya bakteriyal kolonizasyona bagli olan inflamasyon,
travma, tiitin veya sigara maruziyeti, medikal tedavi veya cerrahiye bagl

Iyatrojenik nedenler ve ¢esitli irritan kimyasal maruziyetidir (2).

Nazal polip ile seyreden kronik rinosiniizit; semptomlar1 12 haftadan uzun

siiren, endoskopik veya tomografik incelemede nazal kavite ve paranazal



siniislerde poliplerin saptandigi bir rinosiniizit tipidir (1). Prevelansi yaklasik % 1
- 4 olmakla beraber popiilasyonlar1 etkileyen 6nemli bir hastalik grubudur (3).
Ozellikle etiyolojisinin tam olarak bilinememesi, tedavi sonrasi sik rekiirrens
goriilmesi ve hastalik siiresince sosyal aktivite ve yasam standartlarini etkilemesi

nedeniyle kulak burun bogaz hekimleri tarafindan {izerinde durulan bir hastaliktir.

Nazal polip, sinonazal kavitenin epitelinden projekte olan mukozal 6dem
ve enflamasyonla karakterize non-graniilamatéz bening bir lezyondur ancak polip
histolojisine bakildiginda sadece burun lateral duvar mukozasinin 6deminden
daha fazlasi oldugu goriilmistiir. Nazal polipin histopatolojisi incelendiginde
burun lateral duvar mukozasinda siklikla osteometal kompleks civarindan
kaynaklanan mukozanin de novo inflamatuar biiyiimesiyle karakterizedir. Bazal
hiicre hiperplazisi, goblet hiicre hiperplazisi ve skuamoz hiicre metaplazisi ile
beraber lamina propriada o6dem, mukus artisi, eosinofili ve lenfositoz
goriilebilmektedir (4). Bu bulgular temel alindig1 zaman nazal polip gelisiminde
hiicrelerin hiperproliferasyonu ve inflamasyonun etkili oldugu ve net olarak
etiyopatogenezin ortaya c¢ikarilmast i¢in bu konuda arastirilma yapilmasi
gereksinimi oldugu ortaya ¢ikmustir. Son giinlerde yapilan immunolojik ve
genetik calismalar sonucunda 6. Kromozomun kisa kolundaki HLA antijenleri,
TNF - o, kompleman sistemi ve proinflamatuar genlerin bu hastaligin temelinde
olabilecegine dair bilgiler ortaya koyulmustur (5). Bu nedenler nazal polip
gelisiminde genetik alt yapinin 6nemi daha da arttirmis ve bu konudaki ¢aligsmalar
nazal polip etiyolojisinde molekiiler genetik altyapiy1 ortaya ¢ikarmaya yonelik

olarak yogunlasmistir.



Kronik inflamasyon ile ilerleyen bir¢ok hastalikta hiicre proliferasyonu ve
apoptotik mekanizmalarin etkili oldugu tespit edilmistir. NP hastaliginda da
hiicre proliferasyonu ile beraber seyreden kronik bir inflamatuar siirecin oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle bu hastaligin etiyopatogenezinde hiicre proliferasyonu
ve apoptozu ile ilgili genlerin, bu genlerin transkripsiyon ve translasyonu sonucu
olusan protein sentezinin etkili oldugu diistiniilmektedir (6). Son yillarda NP ile
ilgili yapilan literatiir caligmalarina bakildiginda genetik ve molekiiler diizeyde
calismalarin yogunlastigini ve bu hastaligin etiyoloji, tedavi ve prognozunda bu

yolaklara miidahale edilmesi gerektigi giindeme gelmistir.

Bu ¢alismanin amaci; nazal polipozise sahip hastalarda CD11b, Beclin - 1,
Galectin - 1, Caspase - 3 gibi hiicre proliferasyonu, apoptozu, immunolojik cevap
ve inflamasyon ile ilgili olan genlerin normal nazal mukozada ve nazal polip
dokularinda mRNA / protein diizeylerinin aragtirtlmasidir. Bahsedilen bu genler
ile ilgili literatiir incelendiginde, inflamasyon ve epitel hiperproliferasyonu ile
seyreden c¢ogu hastalikta bu genlerin ekspresyonunun degismis oldugu
goriilmistir. CDI11b temel olarak immunolojik ve inflamatuar yanitin
olusturulmasinda anahtar rol oynayan bir protein alt grubudur ve sistemik lupus
eritematozus gibi kronik inflamatuar bir hastaligin patofizyolojisinde yer
almaktadir. Beclin - 1, Galectin - 1 ve Caspase - 3 hiicre adezyonu, proliferasyonu
ve apoptotik siireclerle iligkili proteinlerdir. Bu genlerin ve gen ekspresyonu
sonucu ortaya ¢ikan lriinlerin bir ¢cok neoplastik ve ndrodejeneratif hastaligin
etiyopatogenezinde rol oynayabilecegi diistiniilmektedir (7). Bu nedenle bu

genlerin ekspresyonunun nazal polip dokusunda arastirilmasi ile nazal polip



etiyolojisinde yeni bilgilere ulasilabilecegi hedeflenmektedir. Ciinkii, nazal
polipozis hastalig1 da temelinde inflamatuar, immunolojik ve hiicre proliferasyon -
apoptoz mekanizmalarmin bulundugu bir hastaliktir. Nazal polip dokusunda
belirtilen genlerin, gen ekspresyonlarinin ve sonucunda iiretilen iiriin miktarmin
incelenmesiyle bu hastaligin molekiiler ve genetik temelinin aydinlatilmasi, yeni

bilgiler elde edilerek daha sonraki ¢aligsmalara 1s1k tutmas1 amaglanmaktadir.



2) GENEL BILGILER
2.1) Rinosiniizit ve Rinosiniizit Etiyopatogenezi

Rinosiniizit, nazal kavite ve paranazal siniis mukozasinin inflamasyonu ile
karakterize ve buna eslik edebilen burun tikanikligi, burun akintisi, yiiz agrisi ve
dolgunluk ile koku bozuklugunun eslik edebilecegi bir hastalik grubudur (1).
Endoskopik muayenede nazal polip, orta meatustan mukopiiriilan akint1 ve orta
meatusta 0dem ve mukozal tikanmiklik gortlebilir. Bilgisayarli tomografi
incelemelerinde ise osteomeatal kompleks ve paranazal siniislerde mukozal
degisiklikler ile karsilagilabilir. Rinosiniizit ile ilgili semptomlarin 12 haftadan
kisa siirdiigii ve bu siire igerisinde tamamen iyilestigi grup akut rinosiniizit olarak
siiflandirilirken; 12 haftadan daha uzun siire devam eden hastalik kronik

rinosiniizit olarak tanimlanmaktadir (1,2).
Rinosiniizitler temel olarak dort ana baslikta incelenebilir.
1. Akut rinosiniizit
2. Nazal polip eslik etmeyen kronik rinosiniizit
3. Nazal polip eslik eden kronik rinosiniizit
4. Fungal rinosiniizit

Akut rinosiniizit; bulgulardan en az birisi burun
tikanikligi/obstriiksiyonu/konjesyonu veya burun akintisi (6nden veya postnazal

burun akint) olan ve bu bulgularla birlikte fasiyal agri/dolgunluk veya



hiposmi/anosmi gibi bulgulardan iki veya daha fazlasinin aniden baslayip, 12
haftadan kisa siirmesi ile tanimlanan bir hastalik grubudur. Hastalik eger tekrar
ediyor ise hastalik aralarinda telefon veya karsilikli goriisme ile konfirme edilmis

semptomsuz bir donem olmasi gereklidir (1).

Kronik rinosiniizit; bulgulardan en az birisi burun
tikanikligi/obstriiksiyonu/konjesyonu veya burun akintist (dnden veya postnazal
burun akinti) olan ve bu bulgularla birlikte fasiyal agri/dolgunluk veya
hiposmi/anosmi gibi bulgulardan iki veya daha fazlasinin 12 haftadan uzun
slirmesi ile tanimlanan bir hastalik grubudur. Bulgularin siiresi yine telefon veya
karsilikli goriisme ile konfirme edilebilir. Nazal polip eslik eden kronik
rinosiniizit de bu tani kriterlerine ek olarak siklikla lateral nazal duvar ve orta

meatustan kaynaklanan nazal polip fizik muayenede goriilmelidir (1).

Fungal rinosiniizit; basit rahatsiz edici kolonizasyonlardan hizla
mortaliteye yol acan invazif enfeksiyonlara kadar genis bir yelpazeyi
kapsamaktadir. Fungal sporlar; paranazal siniisler, nazal kavite ve geri kalan
solunum yollarinda kolonize olarak bulunabilmektedir. Nazal kavite ve paranazal
sinlislerdeki fungal kolonizasyonun haricinde paranazal siniislerde fungal
enfeksiyonlar fungal rinosiniizit olarak tanimlanir. Akut invazif, kronik invazif,
fungus topu, alerjik fungal rinosiniizit ve non-alerjik eozinofilik fungal rinosiniizit

olarak alt gruplara ayrilmistir (8).

Burun ve paranazal siniislerde c¢esitli nedenler sonucu ortaya c¢ikan

inflamasyon siniis ostiumlarinin tikanmasima ve sonu¢ olarak rinosiniizit



gelisimine zemin hazirlamaktadir. Inflamasyona bagli olarak nazal ve paranazal
sinlis mukozasinda 6dem ve sisme ortaya ¢ikar ve bu durum da sinis
ostiumlarimin tikanikligina yol ag¢maktadir. Paranazal siniislerdeki oksijen
tansiyonunun diismesi mukosilier aktiviteyi bozar ve siniislere dogru transuda
iceriginde mukus gegisine yol agar. inflamasyona bagli olarak mukus daha viskéz
kivamhidir ve bunun sonucunda mukus stazi olusur ve mukusun paranazal
siniislerden klerensi bozulur. Paranazal siniislerin bu durumu bakteriyel
kolonizasyon i¢in uygun bir ortamdir ve ostiumlardaki tikaniklik devam ettikce
kolonizasyon artarak enfeksiyon gelisminine yol agmaktadir. Enfeksiyon ve
enflamasyonun sonucu olarak mukozal yiizeyler siser ve ddemlenir bdylelikle
ostiumlardaki tikaniklik daha da artar. Bagisiklik sisteminin yaniti ve bunun
sonucunda ostiumlardaki inflamasyonun ¢oziilmesi ve tikanikligin agilmasina
kadar bu kisir dongii devam eder (Sekil 1)(2). Temelinde alerji olan
rinosiniizitlerde de antijen antikor reaksiyonu ve histamin ile diger inflamatuar

mediatdrlerin salinimiyla da ayn1 patofizyolojik siire¢ baslayabilmektedir.

Inflamasyon, rinosiniizit etiyopatogenezinde yer alan temel kriterdir. Bir
cok etiyolojik faktér inflamasyona yol acarak rinosiniizit gelisimine yol
agmaktadir (9). Hastanin kendisinden kaynaklanan baslica etiyolojik nedenler;
genetik faktorler, anatomik varyasyonlar, enfeksiyona yatkinlik yaratan hastalik

veya medikal tedaviler, neoplazi, alerji ve immunolojik faktorlerdir.
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Sekil 1: Rinosiniizit patofizyolojisi

Rinosiniizit etiyolojisindeki temel ¢evresel nedenler ise; bakteriyel, viral
veya fungal enfeksiyonlar, bakteriyel veya fungal kolonizasyona bagli inflamatuar
siire¢, travma, primer veya sekonder sigara maruziyeti, iyatrojenik faktorler,
irritan kimyasal maruziyeti, gegirilmis cerrahi, nazal tamponlama ve nazogastrik
tip yerlestirimesi gibi islemler olarak siralandirilabilir (10). Rinosiniizit

etiyopatogenezindeki faktorler Tablo 1' de 6zetlenmistir.



Tablo 1: Rinosiniizit etiyopatogenezinde rol oynayan faktorler

Hastadan kaynaklanan faktorler

Genetik faktorler (Kistik fibrozis, siliyer
diskineziler...)

Konjenital anomaliler (Koanal atrezi,
yarik damak...)

Anatomik varyasyonlar (Konka biilloza,
septum deviasyonu, paradoksik orta
konka...)

Konjenital veya kazanilmis
immiinyetmezlik

Alerji, astim, atopi

Neoplazi

Gegirilmis cerrahi, kullanilan ilaglar
Yabanci cisim, nazogastrik tiip, nazal

tamponlama

Cevresel faktorler

Enfeksiyoz nedenler (bakteri, viris,
fungus )

Fungal veya bakteriyel kolonizasyona
bagli inflamatuar siireg

Travma

Primer veya sekonder sigara/tiitiin
kullanimi

Hava kirliligi

[rritatif kimyasal maruziyeti




Rinosiniizitler hem yasam kalitesi {izerine olan olumsuz etkileri hem de
toplumlara getirdigi sosyoekonomik yiik nedeniyle 6nemli bir hastalik grubudur.
Ozellikle kronik rinosiniizit gibi uzun bir siire boyunca devam eden veya
rekiirrenslerin sik olarak izlenebildigi bir grupta tan1 ve tedavi kulak burun bogaz

hekimleri tarafindan 6nem verilmesi gereken bir konudur (11).

2.2) Nazal Polipozis
2.2.1) Tanim ve Tarihge

Nazal polip, lateral nazal duvardan genellikle osteometal kompleksten
kaynaklanan kronik bir inflamasyon sonrasi gelisen Odem, fibroz doku,
inflamatuar hiicrelerden olusan yumusak, agrisiz, non graniilamatéz mukozadan
kaynaklanan pedikiillii keselerdir. Multifaktoriyel bir hastalik olup aspirin

intoleransi, astim gibi respiratuar hastaliklarla yakindan iligkilidir (12).

NP ile ilgili en eski bilgiler yaklasitk 4000 yil kadar 6nce Misir tip
kayitlarina degin uzanmaktadir. Ni- Ankh Sekhmet isimli kraliyet hekiminin bu

konudaki ilk tanimlamay1 yaptig1 ve tedavi ettigine dair papiriisler mevcuttur (13).

Eski Yunan' da Hipokrat nazal polipleri tanimlamis ve bu hastaligin
viicudun temel yapisini olusturduguna inanilan dort sivinin dengesinin
bozulmasina bagl olabilecegini ortaya koymustur. Nazal polipleri siinger ve halka

kullanarak, sicak demir ile koterizasyon yaparak tedavi etmistir (14).
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Aeginali Paulus; nazal polipleri agiz ve damak yoluyla cerrahi olarak
cikarmistir. MS. 1. yy' da Celsus nazal polipleri bir nester yardimiyla kesmis ve
¢ikarmistir. Roma Donemi' nde de buna benzer tedaviler uygulanarak NP tedavi

edilmeye ¢alisilmistir (15).

Islam Tarihi'ne bakildiginda ise Ibn-i Sina ve Ebu Kasim nazal polipleri
koter ve bir takim cerrahi aletlerle ¢ikarmaya calismislar ve burunu sonrasinda

temizleyerek hastaligi tedavi etmislerdir (16).

Tirk tip literatiiriinde nazal polip ilk defa Tiirk cerrah1 Serefettin
Sabuncuoglu tarafindan tarif edilmis ve tedavi Onerilerinde bulunulmustur.
Sabuncuoglu' nun Cerrahiyyetiil-Haniyye isimli kitabinda nazal poliplere cerrahi
midahalenin yaninda, mandibula kirik ve dislokasyonlari, nazal fraktiir gibi diger

alanlarda da yaklasimlar tanimlanmustir (17) .

Nazal poliplerin modern tedavisi 20. yy' n baglarinda Hirschman' in nazal
endoskopiyi tanimlamasi ile tanimlanmaya baslamistir. Nazal endoskopinin
kullanilmasindan sonra 1970 1i yillarda Messerklinger ve Kennedy' nin sistemik
nazal endoskopiyle bir ¢ok rinolojik hastaligin tedavisini gergeklestirmeye
baglamistir (16). Bu yillardan sonra nazal polip hastaliginin hem cerrahi hem de
medikal anlamda sistematik bir tedavi plani olugturulmaya baslanmis ve bu tedavi

planlamasi giiniimiizde hala hizla ilerleyerek gelisimini siirdiirmektedir.

2.2.2) Epidemiyoloji

NP altyapisinda bir ¢ok immunolojik ve genetik yolak oldugu i¢in

epidemiyolojisini tanimlamak kolay olmamaktadir. Nazal polip ile seyreden

11



kronik siniizit hastalar1 klinikte karsilan NP hastalarinin biiyiik bir ¢ogunlugunu
olusturmaktadir. Bu vakalarin da biiylik bir kisminda TH2 iliskili (eozinofilik)

immiinite etkili olmaktadir (18).

NP prevelansinin yaklagik % 1 - 4 kadar oldugu bilinmektedir (3) .
Allerjik rinit, atopi ve astim nazal polipozise eslik edebilen komorbiditelerdir.
Allerjik rinit ve atopi ile NP gelisimi arasinda bir iliski oldugu ilk baslarda
diisiiniilmiis olsa da gilinlimiizde yapilan c¢alismalarda net bir iligki
saptanamamustir. Allerjik rinite sahip yaklasik % 1,5- 1,7 hastada nazal polip
bildirilmis ve bu deger normal popiilasyon ile karsilagtirildiginda anlamh

bulunmamustir (19).

Ayrica allerjik fungal rinosiniizite sahip hastalarda da nazal polipozise
yaklagik % 80 oraninda rastlanmaktadir ve bu hastalik grubunun tanisinda
kriterlerden birini nazal polipozis teskil etmektedir. Ancak nazal polipozisli

hastalarin sadece % 5-10 civarinda allerjik fungal rinosiniizite rastlanilabilir (20).

NP ile astim arasinda iligki incelendiginde non allerjik astimi olan
hastalarda NP insidansinin allerjik olanlara gére daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Ayrica yapilan diger bir ¢ok calismada da atopi ve allerjinin NP
prevelansini etkilemedigi ve asttmin da NP i¢in bagimsiz bir ongoriicii etken
oldugunu diisiindiirmektedir (21). Sonug¢ olarak astimli hastalarda astimi
olmayanlara gore nazal polipozis gelisimi daha kolay olurken allerji ve atopinin

herhangi bir iligkisi saptanamamistir. Astim ve NP ile ilgili bu iliskinin temelinde
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de benzer kronik inflamatuar yaniti benzer sitokin, inflamatuar hiicreler ve

yolaklar kullanarak olugmasina baglanabilir.

NP 40-60 yas arasi sik olarak goriilirken 80 yasindan sonra nadiren
karsilan bir durumdur. En sik tan1 konulan yas grubu erkek hastalarda 51 iken
kadin hastalarda 49 yas civarindadir. Cocuk hastalarda ise nadiren
karsilasilmaktadir eger pediatrik bir hastada NP ile karsilasildiginda kistik fibroz

veya silier diskineziler gibi hastaliklar altta aranmalidir (21).

Literatiire bakildiginda NP hastalarinin yaklasik % 14 kadarinda aile
Oykiisti tespit edilmistir ve bu durum genetik altyapinin etiyopatogenezde rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir (5). Ancak giiniimiize kadar net bir kalitimsal
aktarim tespit edilememistir. Ancak; kistik fibrozis, primer silier diskinezi ve
Young sendromu gibi genetik altyapisi tanimlanmis hastaliklarda siklikla nazal

polipozis goriilmektedir.

NP siklikla aspirin veya non steroid anti-inflamatuar intoleransi bulunan
hastalarda gortilebilir. Aspirin intoleransi, nazal polipozis ve eslik eden bronsial
astim belirtileri Samter Triadi olarak bilinmektedir. Bu triada sahip hastalarda
hem medikal hem cerrahi tedavilere kars1 sik rekiirrens goriilmekte ve tedavisinde

oldukga zorlanilmaktadir (22).

Sonug olarak nazal polipozis altta bir ok immunolojik ve genetik faktoriin
rol oynadigi bir hastaliktir. Atopi ve allerjiden bagimsiz olarak astim ile nazal

polipozis benzer patofizyolojiye sahip olduklari i¢in beraber goriilebilmektedir.
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Tam olarak kalitim1 tanimlanmamis olsa da genetik faktorler ve bunu etkileyen

cevresel etmenlerin nazal polipozis gelisminde rol oynadig1 bilinmektedir.

2.2.3) Nazal Polip Histopatolojisi

Nazal kavite ve paranazal siniislerden kaynaklanan polip, sinonazal
kaviteyi doseyen mukozanin non graniilamatdz inflamatuar pedikiilli mukozal
genislemeleridir. Temel histolojik ozelliklerine baktigimizda; inflamatuar
hiicrelerden zengin bir 6dematdz doku, miikoz glandiiler yapi, yilizey epitelinde
skuam6z metaplazi, stroma ile epitel hiperproliferasyonu ve bazal membranda
kalinlasma ile karsilasilir (23). Histopatolojik olarak nazal polipler etiyolojik
kaynagi, icerdigi inflamatuar hiicreler ve stromal goriiniimiine gore

gruplandirilabilir.

Nazal poliplerin boyutu; biiyiime orani, polip yasi, inflamasyon derecesi,
O0dem ve diger faktorlere baglh olarak degiskendir. Polip gbvdesi ya da apeksi,
nazal mukozadan kaynaklandig1 bolgeye, degisken kalinlik ve uzunlukta bir sapla
baghdir. Polip sekli degiskendir ve temel olarak meatus anatomisi, yayilabilecegi
bosluk durumu ve komsu polip sayr ve bilyiikliigiine bagh olarak degismektedir

(24).

Makroskopik olarak nazal polipler 6dematoz, diizgiin yiizeyli ve ¢evredeki
diger mukozalara gore parlak goriinlimliidiir. Genellikle soluk, transliisen ve
mobil olmasma ragmen bir pedikiil ile mukozaya baghdir ancak uzun dénem
hastalik siireclerinde fibrozis nedeniyle daha sert ve solid polipler ile

karsilagilabilmektedir. Cevresindeki sinonazal mukoza eritemli ve bir miktar
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O6demlidir ancak polip dokusu gibi pedikiille genislemis bir mukoza kesesi yoktur.
Nazal polipler genellikle orta meatus ve sfenoethmoidal resesten kaynaklanir ve
bilateraldir. Boyutlar1 degismekle beraber tiim nazal kaviteyi dolduracak kadar
bliyiik  olabilmektedir  hatta uzun donemde sinonazal kemiklerin
remodelizasyonuna yol acarak nazal dorsumda genislemeye bile yol
acabilmektedir. Genellikle allerjik fungal rinosiniizitte karsilasilan koyu renkli,

yogun kivamli ve yapiskan bir mukus olabilmektedir (4).

Nazal mukoza ve siniislerde goblet hiicre ve silyali hiicreler ile dominant
epitel psddostratifiye kolumnar epiteldir (25). Nazal polip yiizeyinde de genellikle
bu tip epitel mevcut iken bazi poliplerde transizyonel epitel veya non keratinize
yasst hiicreli epitel ile karsilasilmigtir. Psddostratifiye silindirik epitel ¢ogu
bolgede hiperplastik ve goblet hiicre yogunlugu fazla olarak bulunmaktadir.
Transizyonel epitel ise genellikle 6nde yer alan poliplerin yiizeylerinde olur ve
kalin bir tabaka halindedir. Ayrica; hava akimimin etkisiyle respiratuar epitel
transizyonel veya yassi hiicreli epitele doniisebilmektedir. Hava akim1 olmasa bile

epitelde metaplazi deneysel olarak gézlenmistir (26).

Mikroskopik olarak nazal poliplerin normal kronik siniizit mukozasina
gore iki temel farki bulunmaktadir. Bunlar epitel, submukoza ve kimi zaman altta
yer alan kemikte goriilen yapisal degisikliklerin olmasi ile igerdigi inflamatuar
hiicre ve sitokin seviyeleridir. Nazal polipler tipik olarak respiratuar epitel ile
doselidir ve altta yapisal degisikliklerin ve inflamatuar hiicrelerin yogun olarak
bulundugu bir stroma igeririr (4,27). Nazal polipler histolojik olarak 3 alt grupta

incelenebilir:
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a) 6dematoz, eozinofilik, allerjik polipler

b) kronik inflamatuar polipler

¢) seromiisindz glandiiler polipler

Allerji ve atopinin eslik ettigi nazal polipler ¢ok sik olmamasina ragmen
histolojik olarak en sik oranda eozinofilik allerjik polipler ile karsilasilmaktadir.
Bu tip poliplerde bir miktar {ilserasyon igeren respiratuar epitel, graniilasyon
dokusu, akut mukozit, epitel ve goblet hiicre hiperplazisi ve skuamoz metaplazi
ile karsilasilmaktadir. Submukozal 6dem ve eozinofil, lenfosit, plazma hiicreleri

ile bir miktar inflamatuar hiicrelerden olusan bir infiltrat icermektedir(4).

Kronik inflamatuar polipler; inflamatuar nazal poliplerin yaklasik % 10
kadarin1 olusturmaktadir. Polip travmatize olursa veya stromada sekonder
inflamatuar degisiklikler olursa myofibroblastik proliferasyon ortaya ¢ikmaktadir.
Diger inflamatuar poliplere oranla lenfoid predominansi igeren bir infiltrat ve
submukozal fibrozis ile karsilagilmaktadir. Goblet hiicresi bulunur ancak epitelde
goblet hiicre hiperplazisi gozlenmez. Hastaligin kronikligini gdsteren skuamoz

metaplazi goriilebilmektedir (28).

Seromiisindz nazal polipler ise en nadir olarak karsilasilan alt gruptur.
Respiratuar epitelyal adenomatoid hamartom ve seromiisindz hamartom gibi
epitelyal neoplastik olusumlar ile iligkili bir alt gruptur. Bu tip polipler patolojik

olarak adenomlarla karigabilmektedir (28).
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Fibroinflamatuar poliplerde, ozellikle kronik donemde altta yer alan
kemikte remodelizasyon ile karsilasilabilir. Ayrica nazal polip ile seyreden kronik
rinosiniizitte siklikla eozinofilik mukus salgis1 bulunabilir. Salgi yogun kivamli ve
katidir; igeriginde yogun eozinofil, Charcot - Leyden kristalleri, diger inflamatuar

ve epitelyal {iriinler bulunmaktadir. Ayrica fungal elementler ile de

karsilabilmektedir (4).

Histolojik  yapilar  arasinda  farkliliklar ~ bulunmaktadir  ancak
unutulmamalidir ki ayni1 hastadaki farkli poliplerin hatta ayni polipin degisik

kesimlerinde bile farkli histolojik yap1 bulunabilir.

2.2.4) Nazal Polipozis Etiyopatogenezi

Bir ¢ok teori bulunmasina ragmen nazal polip patogenezi tam olarak
tanimlanmis degildir. Histolojik olarak eozinofil, lenfosit, mast hiicresi, plazma
hiicresi gibi inflamatuar infiltrat ile yogun ekstraseliiler 6dem ile karsilasilir. Bu
hiicre kiimesinin yaklasik % 60 kadar1 eozinofildir ve eozinofilin nazal polip
formasyonunda anahtar rolii oynadig: diisiiniilebilir. inflamatuar hiicre artisina ek
olarak nazal polip de proinflamatuar mediatorler, sitokinler ve kemokinlerin de
sayis1 artmistir ve eozinofilik inflamasyonun olusumuna bu molekiiller de katkida

bulunmaktadir (29).

Nazal mukozada basta enfeksiyon olmak {izere meydana gelen
hasarlanmalarda inflamatuar hiicreler sistemik dolagimdan nazal mukozaya

gelerek inflamatuar yolagin aktiflesmesine yol agarlar ve bunun sonucunda ¢esitli

17



proliferatif mekanizmalarinda devreye girmesiyle nazal polip olusumu goriilebilir

(30).

Viriislerin NP’e neden olabilecegi ile ilgili teoriler ortaya atilmistir.
Adenovirus, Epstein-Barr virus, Herpes simpleks ve Human papilloma virus
tizerinde durulup viral enfeksiyonun inflamasyona yol agtigi ve antijenik uyari
sonucunda NP gelisebilecegi oOngorilmiistir (31). Ancak viral etiyoloji
giiniimiizde tam olarak ortaya konulamamistir. Virilislerin disinda nazal polip
dokusunda H. influenza, peptostreptococcus, S. pneumoniae, S. aureus, alfa-
hemolitik streptokok ve koagiilaz negatif streptokok gibi bir¢ok bakterinin iiredigi
tespit edilmistir (32). Fakat, notrofil infiltrasyonu yerine daha ¢ok eosinofil

goriilmesiyle bu teori de net olarak ispatlanamamustir.

Biyofilm, hiicrelerin birbirlerine veya bir yiizeye baglanarak olusturduklari
mikroorganizma kiimesi olarak tanimlanabilir (33). Bakterilerin %99 unun
biyofilm i¢inde bulundugu ve insandaki bakteriyel enfeksiyonlarin %80’inde
biyofilmlerin rol oynadig:1 diisiiniilmektedir. Kronik rinosiniizitli hastalarda
yapilan calismada, biyofilm %80 oraninda gozlenmistir (34). Biyofilm olan
hastalarin mukozalar1 incelendiginde siliyali hiicrelerin ve goblet hiicrelerinin
azalmis oldugu gozlenmistir. NP etyopatogenezi agisindan biyofilmlerle ilgili
bircok teori ortaya atilmis olsa da kabul edilmis bir patogenetik mekanizma ortaya

konulamamustir.

Solunumla alinan fungal elementler, sinonazal mukus tarafindan yakalanir

ve eozinofillerin solunum mukozasindan liimene dogru yer degistirmesine neden
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olmaktadir. Eozinofiller fungal elementlere karsi toksik mediatorler degraniile
ederler ve sonug¢ olarak mukozal hasar ortaya ¢ikar (35).  Ayrica, kronik
rinosiniizitli hastalarin nazal mukuslarinda yapilan mikrobiyolojik ¢alismalarda
yiiksek oranlarda fungal kolonizasyonla karsilasilmaktadir. Bu nedenle, NP

etiyopatogenezinde saprofit fungal kolonizasyonun iizerinde durulmustur.

1970 li yillarda tanimlanan allerjik teori; nazal polip dokusunda yogun
eozinofil, allerjik inflamasyon ve 6dem olmasini temel almaktadir. Ozellikle nazal
polip dokusunda lokal olarak iiretilen Ig E ve intranazal olarak uygulanan spesifik
antijenler ile immiinositlerin azalmasi bu teoriyi desteklemektedir (36). Ancak;
nazal polip olan hastalarin yaklasik % 5 kadarinda allerji ve atopi Oykiisiiniin
olmasi bu teorinin kanitlanamamasinin etmenlerinden biridir (30). Allerjik fungal
rinosiniizit de ise % 80 oraninda nazal poliple karsilasilir ancak bunun nedeninin
allerjiden ziyade fungal elementlerin siiperantijen seklinde davranarak fazla
miktarda immunosit ve sitokin salinimina ve bdylelikle polip formasyonuna neden

oldugu distiniilmektedir (37).

Alerji ve nazal polip hikayesi olan hastalarin nazal mukozalarindaki
inflamatuar infiltrat, siklikla eozinofil igermektedir. Polip dokusu ve nazal
mukoza yaymasindaki dominant hiicre eozinofillerdir. Bu yiizden alerji nazal
polipler i¢in hep dnemli bir etyolojik ajan olarak diistiniilmektedir. Genel olarak
kronik rinosiniizit ve NP’ li hastalarda ortalama %10 - %54 bazi yazilarda %64 ‘e
kadar varan oranlarda alerji ile iliski gosterilmistir (38). Fakat bu birliktelik
etyolojik bir iliskiden ¢ok komorbidite iliskisi seklindedir. NP’li hastalarda alerji

goriilme orani, normal popiilasyona gore anlamli bir fark géstermemektedir.
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Nazal polipin eozinofilik sendromla beraber olan non allerjik rinitin
(NARES) uzun donemde olan bir varyasyonu olabilecegine dair teoriler de
sunulmustur ancak NARES 'in sadece % 30 - 40 hastada goriilmesi bu teoriyi
zayiflatmistir (39). Bunun disinda IL - 5 in etkinligi sonucu olusan eozinofili ve

kronik hiperplastik siniizitin de nazal polipe yol agabilecegi diisiinilmiistiir (40).

1994' de Bernstein nazal polip ile ilgili inflamatuar- biyolektrik hipotezini
One siirmiistiir. Buna gore lateral nazal duvarda tiirbiilan hava akimindan dolay1
inflamatuar degisiklikler olmaktadir. Viral veya bakteriyel enfeksiyonlarin da
eklenmesiyle inflamatuar degisiklikler yogunlasir ve mukozada yer alan
hiicrelerin Na ve K kanallarinin elektriksel yiiklerinde degisikliklere ve sonug
olarak da bu transportun bozularak 6deme, viskoz kivamli mukusa ve nazal polipe
yol agtigini1 onermistir (41). Kistik fibroz hastalalarinda da respiratuar epitelde yer
alan CFTR transmembran proteinin bozulmasi benzer sonuglara yol agmaktadir ve

bu hastalarda nazal polip % 50 den fazla oranda goriilebilmektedir (42).

Kronik inflamasyon ile seyreden bir¢ok hastalik hiicresel diizeyde
incelendigi zaman lizozomlarda glikokonjiigat mekanizmasinda bir artis
gorilmiistlir. Ancak aksine nazal polipozis hastalarinda diisiik aktivitede ve diisiik
konsantrasyonlarda ekzoglikozidazlara rastlanmigtir (43). Bu durum nazal
polipozis etiyopatogenezinde sadece inflamasyonun olmadigini bunun disinda
basta genetik faktorler olmak iizere birgok faktoriin rol oynayabilecegini
diistindiirmiistiir. NP hastalarinda IL - 4, IL - 5 gibi mediatorlerin inflamatuar
hiicrelerde apoptozisi engelleyip proliferasyonu arttirdigi gorilmiistiir (44).

Ayrica; Lee ve arkadaslar yaptigi calismada 114 genin ekspresyonunun nazal
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poliplerde artmis oldugunu tespit etmistir. Bu genlerin temel olarak apoptoz,
hiicre differansiasyonu, hiicre adezyonu, immiinolojik faktér metabolizmasi1 ve

hiicre siklusu biiylime faktorleri ile iliskili oldugunu ortaya koymustur (45).

2003 yilinda Fritz nazal polip etiyopatogenezinde neoplastik teoriyi ortaya
atmigtir. Mammoglobulin isimli steroid reseptoriiniin nazal poliplerde tespit
edilmesi ve bu reseptoriin basta meme kanseri ve lenf kaynakli kanserlerde de
goriilmesi nedeniyle bu fikir ortaya ¢ikmustir (46). Ayrica; glutatyon transferaz
gibi mesane, prostat ve akciger kanserinde rol oynayabilen bir proteinin nazal
polip dokusunda da tespiti mitomisin - ¢ gibi antineoplastik bir ajanin lokal
uygulanmasiyla nazal polipte iyilesmenin goriilmesi de bu teoriyi desteklemistir
(47). Onkolojik hastaliklarla olan bu benzerligi nedeniyle nazal polipte de
inflamasyonun yaninda apoptozis ve hiicre proliferasyonundan sorumlu genlerin
ekspresyonunun artmis olabilecegi diisiniilmekte ve bir ¢ok calisma, bu fikir

temel aliarak planlanmaktadir.

Nasal epnhelmm '1— Macrophage

[ Aspirin intolerance ]
- Virus, bacteria,
Altered aerodynamics allergens
of airflow:

TNF-o
frapping of pollutants [WENIRERE ? Autoantibodies
GM CSF ) - immune complex
Gene or RANTES
gene deletions Eotaxin
(C.F) TARC TGF-B ~a
Eosmophll Neutrophil

MBP PGs Increased
ECP 5HETES collagen/
fibronectin
Tcell ICAM-1 ‘E’E’é‘aéjee VCAM-1 PGs, LTs, Kinins

Albumin Albumin IL-5, IL-6, IL-13,
Chemokines/ v TNF-c.
cytokines Cellular and interstitial edema

Histamine

Growth persistence of nasal polyps

Sekil 2: Nazal polip patogenezi (48)
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Sonug olarak NP etiyopatogenezi tam olarak tanimlanamamis bir hastalik
grubudur. Bir¢ok teori ortaya atilmis olsa da giinlimiizde inflamatuar, neoplastik
ve genetik faktorler 6n plana ¢ikmaktadir. Bu nedenle inflamasyon ve hiicre
proliferasyonu ile apoptozu ile ilgili genlerin analizi ve ekspresyon diizeylerinin
arastirtlmasi nazal polipozis etiyopatogenezinin ortaya c¢ikarilmasina yardimci

olabilecegi diistiniilmektedir (49).
2.2.5) Nazal Polipoziste Sitoloji ve Sitokin Profili

Nazal polipoziste goriilen kronik inflamasyon ve mukozal 6dem;
inflamatuar hiicrelerden kaynaklanan mediatorler tarafindan olusturulmaktadir.
Sitokinler; aktive olmus proinflamatuar hiicrelerden sentezlenen enfeksiydz ve
inflamatuar olaylarda, hiicreler arasi etkilesimde, hiicre differensiasyonu ve
aktiflesmesinde, doku tamirinde gorevli mesaj yolagindaki maddelerdir. Hedef
hiicrelerindeki reseptorlerine baglanarak immunite ve inflamasyon gibi bir ¢ok

onemli olayda etkilidir.

Nazal polip dokusundaki hiicre popiilasyonunun yaklasik % 60 kadarimi
eozinofiller olusturmaktadir. Bunun disinda; CD8+ T hiicrelerde CD4+ T
hiicrelere oranla daha fazla bir artig goriilmektedir. Normal mukozaya oranla mast
hiicresi ve plazma hiicresi sayis1 artmistir. Inflamatuar hiicrelerin sayisinin
artmastyla beraber proinflamatuar sitokin ve kemokinlerin de salinimi artmustir.
Bu mediatorler daha ¢ok kronik eozinofilik inflamasyonun gelismesine katkida

bulunmaktadir (50).
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TNF - a, IL - 4, IL - 13 gibi sitokinler; ICAM - 1, VCAM - 1 gibi hiicre
adezyon molekiillerinin ekspresyonunu arttirarak nazal mukozaya eozinofil
gocline yol agmaktadir. Ayrica, IL - 4, TGF - [ ekspresyonunu arttirarak
submukozal stromal proliferasyona yol agtigi bilinmektedir. Ayrica eozinofil
dominant nazal polip dokularinda yapilan ¢alismada; IL - 4’iin TNF-a ile birlikte
fibroblastlar1 indiikleyerek eozinofilik olmayan poliplere gore daha fazla eotaksin
salmimina yol actifi ve sonug olarak eozinofil gociinde 6nemli rol oynadigi
saptanmugtir (51). GM - CSF ve IL - 5 gibi faktorler ise eozinofillerin apoptozunu
engelleyerek inflamasyonun kronik bir sekilde devam etmesine yol agar. Nazal
polip dokusunda GM - CSF mRNA ekspresyonunun, konka mukozasina gore
artmis oldugu gozlenmistir. Eozinofil goégiinii, sag kalimini ve aktivasyonunu
arttirarak kronik eozinofilik yanita katkida bulunmaktadir. Topikal steroidler GM
- CSF firetimini baskilayarak eozinofil yasam siiresini kisaltma yoluyla anti

inflamatuar etki olusturmaktadirlar (52).

Ayrica, IL - 8, RANTES ve eotaxin gibi kemoattraktan molekiiller de
eozinofil ve notrofil kemotaksisini arttirirlar ve nazal polip dokusunda tespit
edilmektedir (53). RANTES; IL -1p ve TNF - a nin etkisiyle hiicrelerden
salgilanan ve inflamatuar hiicre gogiline yol agan bir sitokindir. Eozinofil gogii ve
aktivasyonunun yaninda, transendotelyal migrasyonu, radikal oksijen {iriinleri

salinimi ve ECP salgilanmasina yol agmaktadir (54).

IL - 1, nazal polipoziste hiicre adezyon molekiillerini indiikleyerek
inflamasyona katkida bulunmaktadir. IL - 3 ise eozinofiller tarafindan salgilanarak

otoaktivasyon ile eozinofil iiretimini ve yasam siiresini arttirmaktadir. Ayrica, IL -

23



3, kronik inflamasyon zemininde gelisen fibrozise indirekt de olsa katkida
bulunarak mukozal kalinlasma ve osteometal kompleksin tikanmasinda rol oynar.

(55)

Nazal polip dokusundaki fibroblast proliferasyonu ve stromal fibrozis TGF
- B sitokininin etkisiyle olugsmaktadir. Eozinofiller, salinan TGF - B' nin en biiyiik
kaynagidirlar (56). VEGF de angiogenez ve 6demin Onemli kaynaklarindan
biridir. TGF - p hem nazal mukozaya eozinofil migrasyonunda hem de VEGF

saliniminin upregiilasyonunda énemli rol oynamaktadir (57).

Sonug olarak; eozinofiller IL - 5, GM - CSF, TNF - o, TGF - 3 gibi bir ¢ok
kemokinin kaynagmi olusturmaktadir. Bu molekiillerin de etkisiyle kendi
aktivasyon, migrasyon ve yasam siirelerini otokrin bir yol ile diizenlerler. MBP ve

ECP gibi toksik proteinler ile de doku hasarina yol agarlar (58).

Nazal polip dokusuna eozinofil go¢ii sonrasi, bu hiicrelerden eozinofil
peroksidaz, eozinofil derive ndrotoksin, MBP ve ECP gibi sitotoksik ajanlar
salgilanmaktadir. Bu mediatorler epitel hasari, anjiogenez, stromal fibrozis gibi
histolojik degisikliklere yol agarlar. Epitel hiicrelerinde meydana gelen hasar
sonrasinda Na absorbsiyonu ve Cl sekresyonu bozulur ve polip karakteristigi olan
doku 6demi olusur (58). Bu hasar sonucunda édemin yani sira mikroorganizma
kolonizasyonu ve infeksiyonu igin de bir kolaylik olusur (59). Eozinofillerden
salinan eotaxin, noétral proteaz, MMP ve iireaz plazminojen aktivator gibi
mediatorler ile de ekstraselliller matriks ve bazal membran hasari ortaya

cikmaktadir (60).
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Sitokin ve kemokinlerin yani sira triptaz ve histamin gibi mediatorler de
nazal polip dokusunda ve nazal lavajlarda artmis bir sekilde tespit edilmistir. Ig A,

Ig E, Ig G ve Ig M de nazal polip dokusunda ve sivisinda saptanmistir (61).

MMPler doku yikiminda énemli rol oynayan ve nazal polip patogenezinde
rolii olan molekiillerdir. Nazal polip fibroblastlarinda MMP - 1 ‘in daha fazla
eksprese edildigi saptanmistir. MMP lerin gevsek stromada hizli matriks doku
yikimi, damar gegirgenlik artis1 ve ddeme neden olarak nazal polip gelisimine yol

actig1 distinilmektedir (62).

Lokal aktive olmus dentritik hiicreler dokunun drene oldugu lenf nodlarina
gidip T lenfositleri aktive eder. Bakteriyel ve viral enfeksiyonda bu aktivasyon
Th1 subtipinde olurken, parazitik enfeksiyonlarda bu aktivasyon Th2 subtipinde
gbzlenmektedir. Nazal polip dokularinda T lenfositlerin (CD3) ve aktive olmug T
lenfositlerin (CD25) sayisi normal dokulardan daha fazladir (63). Bu lokal
dendritik hiicrelerin immiin sistem regiilasyonunda etkili oldugu diisiiniilse de
nazal polipozis patogenezinde nasil etki gosterdikleri net olarak ortaya
konulamamistir. T hiicreler 6zellikle Th2 yaniti ile kronik iflamatuar siiregte

dolayisiyla nazal polip gelisiminde 6nemli ve merkezi bir rol oynamaktadir.

Polip dokusunda diger bir inflamatuar hiicre grubu mast hiicreleridir. GM-
CSF, IL-6 ve IL-8 artisi sonucu mast hiicre kemotaksisi ve aktivasyonu
olusmaktadir (64). Histamin, heparin ve triptaz basta olmak tizere IL-4, IL-5, IL-
6, IL-8, IL-13, GM-CSF, TNF- B salgilamaktadirlar (25). Histamin alerjik

reaksiyonda 6nemli bir rol oynamaktadir. Nazal polipli dokular incelendiginde;
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histamin saliniminin fibroblastlar iizerinde, inflamatuar hiicreler arasi etkilesimi
saglayan VCAM - 1 artisina yol agtigi gézlenmistir (65). Polip igerisinde
degraniile olmus veya olmamis mast hiicrelerinin dagilimi degiskendir. Degraniile
olmus mast hiicreleri siklikla daha derin stromal kisimda bulunur. Nazal polip
pedinkiilii; apeks kismina gére daha fazla mast hiicresi ve degraniile olmus mast
hiicresi igermektedir, bu da sap kisiminin etyopatogenezdeki Onemini

gostermektedir.

2.2.6) Nazal Polipoziste Inflamasyon

Nazal polipozis histopatolojisine bakildiginda lateral nazal duvardan
kaynaklanan basit bir mukozal 6demden ziyade mukozadan kaynaklanan de novo
inflamatuar bir biliylime s6z konusudur. Nazal polip dokusu incelendigi zaman
karsilasilan lenfositoz, eozinofili ve lamina propriadaki 6dem agikcasi inflamatuar
bir siirecin oldugunun gostergesidir. Bu inflamasyonun enfeksiydz, immunolojik

ve genetik bir ¢ok faktdrden kaynaklandig diisiiniilmektedir (66).

Kronik rinosiniizitlerde inflamasyon; Thl polarizasyonu ile beraber
yiikksek IFN-y ve TGF-f igeriyorsa klinik durum nazal polipsiz kronik siniizit
lehine, Th2 polarizasyonu ile beraber yiiksek IL-5 ve Ig E seviyeleri ile beraber

seyrediyorsa klinik durum nazal polipli kronik siniizit tarafina ilerlemektedir (67).

Nazal polipli kronik siniizit hastalarinda eozinofiller, IL-5 yoluyla
apoptozis inhibisyonu sonucunda sag kalimlarini arttirarak, aktive olurlar (57).
Aktive olan eozinofiller, eozinofil-spesifik adezyon reseptorleri ve eotaksin gibi
kemoreseptorlerle dokuda toplanirlar (68). Bu sitokinler ve dolayisiyla eozinofilik
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inflamasyon, siiperantijen gibi davranarak B ve T lenfositleri uyarip Ig E
iiretiminin artisina ve inflamasyonun artisina yol agan, Staphylococcus aureus

enterotoxins (SAEs)‘lere karsi iiretilen Ig E ile daha da artmaktadir (69).

Staphylococcus aureus, siiperantijen olarak fonksiyon goésteren ekzotoksin
salgilayabilmektedir ve bu durum lenfositlerin Vb kisimlarinda upregiilasyona yol
acarak inflamasyona neden olabilmektedir. Bunun disinda yapilan laboratuar
calismalarinda nazal polipozis hastalarinda ekzotoksinlere uygun olarak
lenfositlerin Vb kisimlarinda upregiilasyonun in vivo olarak goriildigii tespit
edilmis ve stafilokokkal antijenlerin disinda da genetik nedenlerle bu yolagin
etkili oldugu gorilmistir (70). Sonug¢ olarak; siiperantijen olarak davranan
stafilokokkal ekzotoksinler ve bunlara karsi gelisen immiinolojik cevap ile genetik

yatkinligin nazal polipozis gelisimine yol acabilecegi diistiniilmiistiir.

Nazal polipoziste polip dokusuna eozinofil ve lenfosit gocii bu inflamatuar
hiicrelerin nazal mukozadaki reseptorleri ile olan ilgisinin artmasia baglidir.
TNF- a; fibroblastlar ve inflamatuar hiicrelerde VCAM- 1 ve NF-kb gibi hiicre
adezyonu ile ilgili proteinlerin ekspresyonunu arttirarak inflamatuar hiicrelerin
goclinde rol almaktadir. TNF- o molekiiliiniin ekspresyonunun artmasi hem
inflamatuar hiicreler iizerindeki integrinlerin hem de kars1 reseptorlerin
ekspresyonunu arttirarak inflamatuar hiicre gégiine neden olmaktadir (71). Nazal
polipli kronik siniizit hastalarinda 6dem olusumu ile birlikte, TGF- f1 azalmasina
paralel olarak doku matriks metalloprteinazlarindan MMP- 7 ve MMP- 9
seviyelerinde artis ve de doku metalloproteaz inhibitor (TIMP-1) seviyelerinde

azalma goriilmektedir (62).
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Inflamatuar hiicre gociinden sonra bu hiicreler tarafindan salinan MBP,
sodyum kanallar1 tizerine etki ederek hiicre ve interstisyel dokuya sivi

transportunu bdylelikle 6dematéz doku olusumuna yol agmaktadir (6).

Sonug¢ olarak c¢esitli inflamatuar hiicrelerin artmasi, bunun sonucunda
aciga c¢ikan mediatorler ve doku 6demi sonucu nazal polip formasyonunun
olustugu disiiniilebilir. Ancak inflamasyonun yaninda immunolojik, hiicre
proliferasyonu ve apoptozu ile ilgili mekanizmanlarin da polip gelisiminde rolii

oldugu diistiniilmektedir.
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2.3) Nazal Polipozis ve Genetik

Giiniimiizde bir ¢ok immunolojik ve inflamatuar hastaligin etiyolojisinde
kalitimsal 6zelliklerin, kisiler aras1 farkliliklarin da rol oynadig1 yani genetiksel
faktorlerin de bu hastaliklarin temelinde oldugu diisiiniilmektedir. Nazal polipozis
gibi kronik inflamatuar bir hastaligin temelinde de inflamatuar sitokinler ve
immunolojik yanitin oldugu bilinmektedir. Ayrica, bu yanitlarin olusturulmasinda
ve nazal polip formasyonunda genetik faktorlerin de oldugu bilinmektedir.
Ornegin; aspirin intoleransi olan hastalarin % 36 - 96 kadarinda, astimli hastalarin
% 7 sinde, kistik fibrozlu cocuklarin % 10 ve eriskinlerin % 50 sinde, allerjik
fungal rinosiniizitli hastalarin % 66 - 100 iinde ve primer silier diskinezi
hastalarinin % 40 kadarinda nazal polipozis goriilmektedir. Bu durum nazal
polipozis etiyopatogenezinde inflamasyon ve genetik alt yapiin oldugunu

gostermektedir (5).

Nazal polipozis astim ve aspirin intolerans1 gibi hastaliklarla sik olarak
izlenebilen, temel olarak mukozal inflamasyon ve &demin goriildiigii kronik
inflamatuar bir hastaliktir. Hastaligin siddeti ve rekiirrens olasilig1 bireyler
arasinda farketmekle beraber aspirin intoleransi ve astim olan hastalarda prognoz
daha kotii izlenmektedir. Aspirin intoleransi temel olarak arasidonik asit ve
l6kotrien metabolizmasindaki bozukluklardan kaynaklandig: bilinmekle beraber
nazal polip formasyonu ile iligkisi tam olarak tanimlanamamistir. Ancak
arasidonik asit metabolizmasindaki etkili genlerin aktivitesinin nazal polipli

hastalarda artmis oldugu goriilmiistiir (72). Ayrica, giiniimiizde bu durumun HLA
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genlerindeki farkliliklar ve lokal eozinofillerin apoptozunda azalmaya yol acan

antiapoptotik mekanizmalara bagli oldugu diisiiniilmektedir

Nazal polip gelisiminde genetik etyolojiden ailesel birikim zemininde
stiphelenilmektedir. Paranazal mukoza ve nazal poliplerdeki inflamatuar
hiicrelerin yiizeyinde HLA-DR (Human leukocyte antigen-DR) bulunmaktadir.
HLA-DR7-DQA1*0202 ve HLA-DQB1*0202 haplotipi bulunan insanlar, nazal
polip gelisimi i¢in iki veya li¢ kat yiiksek bir orana sahiptirler. Bununla birlikte

HLA-A74 ve nazal polipler arasinda anlamli bir iliski de mevcuttur (73).

Nazal polipoziste sinonazal mukozanin 6demi, inflamasyon ve lokal doku
yikimi mevcuttur. Nazal polipozisteki histopatolojik degisiklikler igerisinde
ekstraseliiler matriksin yikimi da mevcuttur. Matriks metalloproteinaz ( MMP )
enzimleri ve bu enzimlerin inhibitorii olarak calisan matriks metalloproteinaz
doku inhibitorleri ( TIMP ) bu histopatolojik degisikliklerin olusmasinda temel
rolii iistlenmektedir. Nazal polipozisli hastalarda bu enzimlerin ve ilgili sinyal
yolagindaki proteinlerin ekspresyonunun genetik temelli olarak aktiflestigi
saptanmigtir. Zaten nazal polipozis tedavisinde kullanilan glukokortikoidlerin de

bu enzim yolagini etkiledigi ve ekspresyonlarini azalttigi goriilmiistiir (74).

Nazal polipozis proinflamatuar sitokinlerin baslica rolii istlendigi kronik
inflamatuar bir hastaliktir. Giiniimiizde bir ¢ok terapdtik tedavi stratejisi bu
sitokinlere ve bu mediatorlerin genetik kontrolleri {izerine olusturulmaya
calisilmaktadir. Periodontit, inflamatuar bagirsak hastaligi, kanser, septik sok gibi

inflamatuar hastaliklarin  genetik analizlerinde kor genlerde ve promotor
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bolgelerde polimorfizmler saptanmustir. Bu duruma benzer sekilde nazal polipozis
ile proinflamatuar mediatorlerin genlerinde de tek niikleotid polimorfizmleri
saptanmistir. Ozellikle TNF - a geninde nazal polipozisli hastalarda polimorfizm

saptanmis ve buna bagl olarak transkripsiyonu artmistir (75).

Nazal polipozis etiyopatogenezinde proinflamatuar ve anti inflamatuar
genler ve bu genlerin ekspresyonlar1 arasindaki dengenin oldugu bilinmektedir.
Bu dengeyi de etkileyen en onemli faktdr genetik nedenlerdir. Ozellikle tek
niikleotid polimorfizmleri hastalifin siddetini etkilemektedir. Kisiler arasi
genotipik ¢esitlilik nazal polipozisin hastalar arasinda fenotipik olarak siddetli bir

klinik ve rekiirrens ile goriilmesinde etkili olduguna inanilmaktadir (76).

Samter triadi, kistik fibrozis, Churg - Strauss sendromu, Young sendromu,
primer silier diskinezi ve Woakes sendromu nazal polipozis ile iligkilendirilen
genetik temelli sendromlardir (5). Samter triadi; nazal polipozis, astim ve aspirin
intolerans1 ile karakterize bir sendromdur. Patogenezinde arasidonik asit
metabolizmasindaki siklooksijenaz -1 enziminin inhibe olmasi suglanmaktadir.
Sonu¢ olarak; PGE2 azalmakta ve PGE2' nin antiinflamatuar etkinligi
kaybolmakta, l6kotrienler artarak tim mukozalarda inflamasyon ortaya
cikmaktadir. Eozinofil ve mast hiicreleri bu hastalik grubunda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Astim da bu tlir hastalarda nazal polipozise eslik etmektedir. Bu
triadin temelinde bu metabolizmanin bozulmasina yol acan bir genetik etken

oldugu diistintilmektedir (77).
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Kistik fibrozis, otozomal resesif olarak aktarilan ve 7. kromozomda
bulunan CFTR proteinini kodlayan gendeki mutasyon sonucunda goriilen
kalitimsal bir hastaliktir. Bu mutasyon sonucunda cAMP kontrollii CI kanalinda
islev bozuklugu olusur (77). Bu bozukluk daha ¢ok salgi bezleri ve solunum
epitelinde islevsel bozukluklar ortaya g¢ikar. Artmis mukus viskositesi sonucu
mukosilier aktivite bozulmakta ve sinlis ostiumu tikanmakta ve hastalik
gelismektedir. Bu hastalikta nazal polip goriilme siklig1 % 6 - 43 arasidir. Kistik
fibrozis hastalarinda gozlenen nazal polip dokularinda inflamatuar hiicre
infiltrasyonu yaninda belirgin bir viskdz musin ile ince bir bazal membran ile

karsilagilmaktadir (78).

Immotil silia sendromu, Kartegener sendromu olarak bilinen otozomal
resesif bir kalitimsal hastaligin alt grubu olarak goriilmektedir. Solunum
epitelinde; mikrotiibiiler yapida, dynein kolundaki islev bozukluguna sekonder
gelisen sillier fonksiyon bozuklugu mevcuttur. Nazal polipozis sikilikla bu

sendromda goriilmekte ve tedaviye ragmen niiks etmektedir (79).

Churg Strauss sendromu, atopi, astim ve eozinofili ile seyreden bir
sistemik nekrotizan vaskulittir. Yaklasik % 34 hastada nazal polip ile karsilagilir.
Polip dokusu incelendiginde; dev hiicrelerin toplandigi graniilomlar, yogun
fibrinoid degisiklikler ve eozinofilik ekzuda seklinde histolojik degisiklikler
goriilmiistiir (80). Young tarafindan; tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlari,
obstriiktif ~ azospermi ve nazal polip ile karakterize bir sendrom olarak

tamimlanmustir (81). Woakes sendromu ise otozomal resesif gegen, 6zellikle geng
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hastalarda goriilen nazal polipozis; nekrotizan etmoidit ve burun kokiinde

genisleme ile karakterizedir (82).

Nazal polipozisde SPINK-5(Serine protease inhibitér Kazal-type 5) gen
ekspresyonunun da azaldigi goézlenmistir (83). Bu gen serin proteaz inhibitorlerini
kodlamaktadir. SPINK-5 gen ekspresyonu azaldiginda, epitelyal hiicreler arasi
bulunan siki baglantilar azaldigi i¢in mikroorganizmalara karsi olan koruma
fonksiyonlar1 azalmaktadir. Sonug olarak hiicre yikiminda bir artig ve inflamatuar

bir cevap olusmaktadir (84).

TNF ailesinden olan BAFF(B-cell activating factor) protein diizeyinin de
nazal polipozis hastalarinda artmis oldugu gozlenmistir (85). BAFF proteini, B
hiicre immiinitesini kontrol etmektedir. Ayrica BAFF proteini T hiicre reseptor
sinyal yolunu stimiile ederek T hiicre uyarimi da yapmaktadir. Sonugta artan Ig
seviyeleri (0zellikle IgA) ile eozinofil degraniilasyonu artmakta ve inflamasyon

gelismektedir (86).

Nazal polipozis etiyopatogenezinde kronik inflamatuar bir siirecin oldugu
bilinmektedir. Nazal polip gelisminde etkili olan proinflamatuar sitokinlerin
aktive olmasinda ve nazal polipozis gelisiminde genetik bir alt yap1 oldugu
ortadadir. Eslik eden genetik temelli hastaliklar, hastaligin her hastada aym
siddette goriilmemesi ve tedaviye direng gostererek niiks etmesi bu genetik temeli
desteklemektedir (87). Bu nedenle; inflamasyon ve hiicre proliferasyon ve anti
apoptozu ile ilgili proteinlerin arastirilmasinin bu hastalifin etiyopatogenezinde

onemli olabilecegi diistiniilmektedir. CD11b, Galectin - 1, Beclin - 1, Caspase - 3

33



gibi hiicre proliferasyonu, apoptozu ve inflamasyonu ile ilgili bu genlerin
ekspresyonunun nazal polipozis etiyopatogenezinde etkili  olabilecegi

distiniilmektedir.
2.3.1) CD11b

CD11b; makrofaj - 1 antijen (MAC - 1) veya kompleman reseptor - 3
(CR3) olarak da bilinmekte olan bir protein alt {initesidir. Ayrica CD11b, integrin
alfa M (ITGAM) olarak da bilinir ve heterodimerik bir protein olan integrin alfa
M beta 2 (amP2) alt initesini olusturmaktadir (88). Bu heterodimerik proteinin
diger alt grubu ise CD18 olarak bilinen 16kosit integrin ailesine ait olan integrin

B2 dir (89).

1ntegrin alfa M beta 2 (amP2); NK hiicreler, makrofajlar, graniilositler,
monositler ve Iokositler basta olmak {izere hiicre yiizeylerinde eksprese
edilmektedir. Lokosit adezyon ve migrasyonunda Onemli rol oynayarak
inflamasyona katkida bulunmaktadir. Fagositoz, sitotoksisite, kemotaksis ve
seliller aktivasyon gibi immiin yanitlar ile iligkilidir (88). Ayrica, inaktif
kompleman komponenti 3b ye baglanarak kompleman sistemde de aktif rol
oynamaktadir (90). Ozellikle integrin alfa M subiiniti hiicre adezyonu ve
yayilmasindan sorumluyken diger alt {init olan integrin B2 olmadan migrasyon

yapilamaz (88).
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Sekil 3: Integrin alfa M beta

Nazal polipozis gibi kronik inflamasyon ile giden ve sitolojisinde
proinflamatuar hiicrelerin aktif olarak rol oynadigi bir hastaligin etiyolojisinde de
bu proteinin ve bu proteinin ekspresyonundan sorumlu olan genin bir etkisi
olabilecegi diistiniilebilir. Nazal polipler histopatolojik olarak incelendiginde
eozinofiller ile beraber 16kositler de artmis bir sekilde bulunmaktadir. Ayrica,
mukozal 6dem ve nazal polipin gelisiminde de bu inflamatuar hiicrelerin
adezyonu ve dokuyu olan kemotaksisinin onemli bir basamak oldugu

bilinmektedir.

Son yapilan genom arastirmalarinda, integrin alfa M (ITGAM) tek
niikleotid pleomorfizminin sistemik lupus eritematozus (SLE) ile ciddi bir iligkisi
oldugu saptanmistir. Spesifik olarak proteinin 77. sirasindaki argininin histidin ile

yer degistirmesi sonucu disfonksiyonel bir integrin olusur (91).

Aspirinin indiikledigi asttim ve Samter triadi olan hastalarin periferik

kanlarindaki eozinofillerinde de CD11b nin ekspresyonunun saptandigi tespit
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edilmistir. Aspirinin indiikledigi astimin tanisinda flowsitometri ile non invazif
olarak tanida kullanilabilecegi onerilmektedir. Allerjik nazal mukozada yapilan
caligmalarda eozinofillerin artmis oldugu bilinmektedir ve bu eozinofillerin

yiizeyinde de CD11b ekspresyonunun artmis oldugu tespit edilmistir (92).

Yapilan birgok immunohistokimyasal calismada CD11b molekiiliiniin
TLR, NF -xB, IL - 8 gibi bir ¢ok mediatorle iliskili oldugu ve birbirlerinin

ekspresyonlarini regiile ettigi goriilmiistiir (93).

2.3.2) Galectin - 1

Galectin - 1, insanlarda LGALS1 geni tarafindan kodlanan bir proteindir
(94). Galectin -1 proteini 135 amino asitten olusan; niikleus, sitoplazma, hiicre
ylizeyi ve ekstraseliiler matrikste bulunabilen bir proteindir. Galectin -1 in plazma
membraninda salgilanabilmesi i¢in fonksiyonel bir glikan baglayict bolgeye
ithtiyac1 vardir ve boylelikle karbonhidratlar ile dimer yap1 olusturarak fonksiyonel
olur. Oksidize halinde glikan baglayamaz ve non oksidize oldugu zaman

karbonhidrat ile baglanmak yerine farkli fonksiyonlar gosterir (95).

Galectin proteinleri B- galaktozidaz baglayan proteinler ailesinde yer alir.
Hiicre - hiicre ve hiicre - matriks arasi iletisimde 6nemli rol oynayarak hiicre

proliferasyonunda otokrin negatif bir biiytime faktorii olarak gorev alir (96).
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Sekil 4: Lectin, galactosidase - binding, soluble, 1

Hamilelik siiresinde immiin yanitin olusturulmasinda Onemli gorev
almaktadir. Endometrial stromal hiicrelerde ekspresyonunun artmis oldugu tespit
edilmistir. Dendritik hiicrelerin T hiicrelere farklilasmasimni ve interlokin

salinimini arttirarak immun yanitin olusturulmasina yardimei olur (97).

Galectin proteinleri; galaktosidazlara baglanabilen lesitinlerin spesifik bir
protein ailesidir. Galectin - 1 baslica timus, lenf nodlari, aktif makrofaj ve T
hiicrelerinde eksprese oldugu tespit edilmis ve lizerinde caligmalar yapilmistir.
Eksprese oldugu yerler goz liniinde bulunduruldugunda immun tolerans ve immun
yanitin verilmesinde &nemli olabilecegi diisiiniilmektedir. Immunhistokimyasal
olarak yapilan bazi hayvan deneylerinde galectin - 1 antikorlarinin inflamasyonu
bastirdigr ve lokal olarak inflamatuar hiicre gocilinii engelledigi goriilmiistiir.
Galectin - 1 antikorlar ile inflamatuar yanit bastirilmis ve basta eozinofil olmak
tizere hiicre gocii inhibe olmustur. Bu durum galectin - 1 in eozinofilin 6n planda
oldugu nazal polipozis gibi kronik inflamatuar bir hastalikta 6nemli bir etiyolojik
faktor olabilecegini diisiindiirmektedir (98). Ayrica nazal polipozis ve allerjik rinit
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hastalarinda alt konka ve orta konkada galectin tespit edilmis ve inflamasyondaki
etkisi gosterilmistir (99). Ayrica ekspresyonunun da glukokortikoidler ile
diizenlenebilecegi diisiinlilmekte ve boylelikle nazal polipozisdeki mukozal

inflamasyonun bastirilabilecegi diistiniilmektedir (100).
2.3.3) Beclin- 1

Beclin - 1 proteini insanlarda BECN1 geni tarafindan kodlanmaktadir.
Beclin -1 proteini otofaji ve otofajinin diizenlenmesi ile iliskilidir (101).
Dokularin  gelisimi, tiimorigenez ve ndrodejenerasyonda oOnemli bir rol
iistlenmektedir. Ozellikle programli hiicre 6liimiinde rol almaktadir ve hiicre
siklusunda 6zellikle hiicre stresinin arttig1 donemlerde miktar1 artmaktadir. Beclin
- 1 aktivator proteinleri ile birlikte hiicre homeostazinin ve otofajinin her 6nemli

basamaginda etkildir (102).

Sekil 5: Beclin 1

Beclin - 1 proteini; otofaji, hiicre differansiasyonu, anti apoptozis ve

neoplastik hiicre ¢ogalmasi ile ilgili 6énemli bir rol oynamaktadir. T hiicreli
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lenfoma gibi lenfoid hiicreler ile ilgili bir neoplazide bu proteinin ekspresyonunun
prognozda etkili oldugu saptanmistir. Lenfoid kanserlerin yaninda over kanseri,
gastrik kanser ve renal seffaf hiicreli kanseri gibi bir ¢ok kanserde de etkinligi
tespit edilmistir (103). Ciinkii otofaji, tiimor proliferasyonu ve apoptozisi gibi

hiicresel olaylarda 6nemli rol listlenmektedir.

Beclin - 1 ve otofaji sadece neoplastik siireclerde etkili degildir bunun
disinda fazla ve artik proteinlerin yikimi gibi hiicresel mekanizmalarda da
etkilidir. Bunun sonucunda yapilan bir ¢ok calismada proliferatif ve dejeneratif
hastaliklarla iliskisi saptanmustir. Ozellikle sizofrenide hipokampiiste beclin - 1
seviyesinin dlstigli tespit edilmistir. Bu durum otofaji ve otofagozom
olusumunun azalmasina ve sonug¢ olarak noronal hiicre 6liimii ve dejenerasyona

yol agtig1 bulunmustur (104).

Nazal polipozis de kronik inflamasyon zeminde gelisen ve sonug olarak
nazal mukozada 6dem ve hiperproliferasyon ile seyreden bir hastaliktir. Beclin - 1
gibi otofaji ve apoptozis gibi hiicre homeostazi ile ilgili 6nemli siireglerde etkili
olan bir protein nazal polipozis etiyopatogenezinde de etkili olabilmektedir.
Beclin - 1 hem dejeneratif hem de neoplazi gibi proliferasyon ile seyreden
hastaliklarda ekspresyonlarinin degistigi saptanmistir. Nazal polip gelisiminde,

rekiirrens ve hastalik prognozunda beclin - 1 ekspresyonunun etkili olabilecegi

diistiniilebilir.
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2.3.4) Caspase - 3

Caspase proteinleri apoptozis, nekroz ve inflamasyonda etkili rol oynayan
sistein proteaz ailesinde yer almaktadir. Caspase - 3; caspase - 8 ve caspase - 9 ile
iliskili olan CASP3 geni tarafindan kodlanan bir caspase proteinidir. Caspase - 3
proteini hiicre apoptozunun ana basamaklarinda rol oynamaktadir. Normalde
hiicrede inaktif bir proenzim olarak bulunmakla beraber apoptozun baslamasiyla

beraber diger caspase proteinleri ile beraber aktiflesir ve siirece katilir (105).

Sekil 6: Caspase 3, apoptoz iliskili sisteinil peptidaz

Caspase - 3 hem ekstrinsik hem de intrinsik uyarilar sonucu aktifleserek
apoptoz da aktif rol oynar. Normalde hiicrede caspase - 3 zimojen seklinde
bulunmaktadir ve gerekli sinyal yolaginin aktiflesmesi sonucu diger caspase
enzimleri yardimiyla aktiflesir. Ekstrinsik olarak granzim B gibi T hiicrelerden

kaynaklanan bir sinyal hiicrede caspase enzim yolagiyla beraber apoptozu
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aktiflestirir. Intrinsik olarak mitokondrilerden kaynaklanan sitokrom c de yine

caspase enzim yolagini aktiflestirir (106).

INTRINSIC EXTRINSIC
Apaf
Cytc FasL
Apoptosome /
module (. FasR
ARoP el Baxz DISC module
DISC
AT MAC module
Bax
\ . \
Casp9 —— XIAP 598
J‘{ BAR
Casp3
v
APOPTOSIS

Sekil 7: Caspase 3 aktivasyon yolagi1 (107)

Caspase - 3 temel olarak beyin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir.
Hiicrelerde kromatin kondensasyonu ve DNA fragmantasyonundan sorumludur
(108). Alzheimer hastaligindaki noronal hiicre 6liimiinde caspase - 3 iin etkili
oldugu diistiniilmektedir (109). Ayrica embriyonik ve hematopoetik sistemde kok
hiicre farklilasmasinda gorev almaktadir. Myokard enfarktiisiinde de caspase - 3

in kanda seviyesinin artmis oldugu saptanmistir (110).

Gilinlimiizde romatoid artrit, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastalig1 gibi
otoimmunitenin etiyolojide onemli rol oynadigi hastaliklarda programli hiicre

O0limii yani apoptozun Onemli olduguna inanilmaktadir. Bu hastaliklarda
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hiicrelerin prematiir apoptoza girerek dejeneratif ve kronik inflamatuar
hastaliklara yol ag¢tigi distiniilmektedir (111). Ayrica; bazi bozulmus ve
neoplastik hiicreler apoptoz yolagina giremez ve ¢ogalmaya devam ederek kanser
gelisimine yol acar. Caspase proteinleri ve basta temel efektor enzim oldugu igin
caspase - 3 bu tiir hastaliklarin tanisinda kullanilabilir ve etiyolojisinde yer alabilir

(112).

Kronik rinosiniizit etiyopatogenezindeki inflamatuar siireglerin yaninda
apoptotik aktivitenin de O6nemli oldugu bilinmektedir. Rinosiniizitli hastalarin
nazal mukozalarinda yapilan incelemede apoptotik aktivitenin epitel, submukoza
ve glandiiler hiicrelerde artmis oldugu tespit edilmistir. Rinitis medikamentoza,
atrofik rinit ve nazal polip gibi bir¢ok rinosiniizit alt gruplarinda apoptotik aktivite

Ve caspase -3 proteinin 6nemi bulunmustur (113).

Nazal polip gibi inflamasyonun yaninda nazal mukozada
hiperproliferasyon ile seyreden bir hastalikta apoptozis ve proliferasyon
mekanizmalar1 6nemli rol oynamaktadirlar. Apoptozis ve bu yolakta yer alan
proteinlerin ekspresyonunun azalmasi nazal mukozada, submukozada ve
glanduler hiicrelerde hiperproliferasyona yol agacaktir. Caspase - 3 gibi apoptozis
yolaginin temelinde yer alan bir protein de dolayisiyla bu mekanizmada yer
almaktadir (114). Nazal polipozis etiyopatogenezinde apoptoz yolaginda yer alan
Caspase - 3 proteinin ekspresyonunun etkili olabilecegi bu baglamda
diisiiniilebilir. Bu calismada Caspase - 3 proteininin sentezlendigi sirada inaktif
olmas1 ve sonrasinda aktiflesmesi nedeniyle hem mRNA diizeyinde geninin

ekspresyon diizeyi hem de protein diizeyindeki ifadelenme profili incelenmistir.
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3) GEREC VE YONTEM

Arastirmamiza dahil edilen ¢alisma ve kontrol gruplarinin tiim inceleme ve
degerlendirmeleri Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'nun
18.01.2012 tarih ve 24 numarali onayiyla; Gazi Universitesi Kulak Burun Bogaz
Hastaliklar1 ve Gazi Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

tarafindan yapilmstir.

Gazi Universitesi Kulak Burun Bogaz Hastaliklar1 poliklinigine Mart 2012
- Mayis 2014 tarihleri arasinda bagvuran anamnez ve fizik muayenesi ile kronik
rinosiniizit tanis1 konulan ve yapilan endoskopik muayenelerinde nazal polip
saptanan hastalar calismaya dahil edilmistir. Hastalar allerji, astim, aspirin
intolerans1 bakimindan incelenmis ve bu hastaliklarin nazal polipozis prognozuna
olan etkileri nedeniyle detaylandirilmistir. Hastalar tan1 aninda prognozu etkileyen
bu hastaliklarin yaninda endoskopik ve paranazal siniis tomografisi yardimiyla

radyolojik olarak evrelendirilmistir.

Calisma grubu; nazal polip ile seyreden kronik rinosiniizit nedeniyle
medikal tedaviye ragmen diizelme gostermeyen ve endoskopik siniis cerrahisi
planlanan hastalardan olusturulmustur. Kontrol grubu ise daha onceden nazal
polipozis ve kronik rinosiniizit ykiisii olmayan septum deviasyonu ve alt konka
problemleri nedeniyle sadece burun tikanikligina yonelik cerrahi olan hastalardan
olusturulmustur. Hem c¢alisma grubu hem de kontrol grubuna dahil edilen hastalar
calisma hakkinda bilgilendirilmis ve goniillii olur onamlar1 alinarak caligsmaya

dahil edilmistir.
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Calismaya dahil edilen hastalar hem nazal endoskopik olarak hem de bir
radyolojik evreleme sistemi olan Lund - Mackay evreleme sistemine gore
evrelendirilmistir. Calismada kullanilan endoskopik evreleme Tablo 2' de

gosterilmistir(115).

Tablo 2: Nazal poliplerin endoskopik evrelendirilmesi

Evre 0 Nazal polip yok

Evre 1 Orta konkanin altinda endoskop kullanilarak goriilebilen nazal polip

Evre 2 Orta konkanin altma protrude olan, endoskop kullanilmadan da

goriilen nazal polip

Evre 3 Diffliz masif nazal polipler

Lund - Mackay evreleme sisteminde nazal kavite sag ve sol olarak ayri
ayr1 skorlanir. Paranazal siniislerin tomografik olarak opaklagmasi temel
alinmaktadir. Minimal mukozal kalinlasma ve seffaf gériiniim O puan, parsiyel
opaklasma 1 puan ve tamamen opasifikasyon 2 puan olarak degerlendirilir. Ayrica
osteometal kompleks bu puanlamadan farkli olarak tikali degilse 0 puan ve
obstriikte ise 2 puan olarak siniflandirilir. Sonug olarak 0 ile 24 puan arasi bir skor

elde edilerek radyolojik evrelendirme yapilmis olunur (116).
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Tablo 3: Lund - Mackay evrelendirme sistemi

Sag Sol

Maksiller siniis

Anterior ethmoid siniis

Posterior ethmoid siniis

Sfenoid siniis

Frontal siniis

Osteomeatal kompleks

Calisma grubundaki endoskopik siniis cerrahisi yapilan hastalardan genel
anestezi altinda ameliyat sirasinda nazal polip dokusu alinmis ve alinan polip
dokusu s1v1 nitrojen tanki igerisinde soguk zincir olusturularak molekiiler ¢aligma
asamasina dek — 85 °C’de saklanmistir. Kontrol grubundaki hastalarin ise burun
tikanikligr nedeniyle septum deviasyonu ve alt konka cerrahisi yapilirken alt
konkalarindan saglikli mukozadan doku 6rnegi alinmis ve sivi nitrojen tanki
icerisinde soguk zincir olusturularak molekiiler calisma asamasina dek — 85 °C’de
saklanmigtir. Nazal polip dokulari toplanirken en az 0,1 gr olarak, hastaligin
yaygin oldugu orta meatus ve ethmoid siniis bolgelerinden alinmistir. Kontrol
dokular1 ise tamamen saglikli mukozaya sahip hastalarin alt konkalarindan
toplanmistir. Her iki dokunun da ameliyat sirasinda temizlenip ependorf kabina

konulduktan sonra s1vi nitrojen tankina temini saglanmistir.

45



Calisma grubuna 37 tane nazal polipli kronik rinosiniizit nedeniyle
ameliyat olan hasta ile kontrol grubuna 30 tane herhangi bir rinosiniizit ve nazal
polip sikayeti olmayan burun tikanikligi nedeniyle septoplasti ve alt konka
cerrahisi yapilan hasta dahil edilmistir. Ancak ameliyat sirasinda alman
dokulardaki yetersizlik, sivi nitrojen tankina doku transportu asamasindaki
aksakliklar ve uygunsuz saklama kosullar1 nedeniyle 6rneklem de fire verilmis ve
calismaya 21 adet calisma hastasi ile 20 adet kontrol hastasi dahil edilmistir.
Calisma i¢in gerekli olan genetik kitler ve laboratuar ekipmanlar1 saglandiktan
sonra caligmanin moliikiiler genetik kismina gecilmis ve toplanilmis olan
dokularm uygun bir sekilde Gazi Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Boliimii

Laboratuar1' na temini saglanmstir.
3.1) Kullamilan Cihazlar

e Hassas terazi (AND-ER-182A)

e PCR-Sprint otomatik 1s1 dongii cihaz1 (Ependorf)

e Mikroplaka ELISA okuyucu (Spectramax M3, Molecular Devices)
e Light Cycler Real Time PCR cihazi (Roche)

e Nanodrop (Thermo Scientific)

e Kuru sitic1 blok (Biosan)

e Ph metre (WTW 422)

e Sogutmali santrifiij (Hettich Mikro 22R)

e Manyetik karistirici (TMA 2071)

e Spin vorteks (Biosan)
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Vorteks (Biosan)

Mikropipetler; 10ul, 100ul, 1000ul, 5000ul (Thermo)
Derin dondurucu -30°C (Sanyo)

Derin dondurucu -80°C (Sanyo)

Buzdolabi (Argelik)

Mini protean elektroforez ve blot sistem (Bio-Rad)
Gel logic 2200 goriintiileme sistemi (Carestream)

Homojenizator (IKA)

3.2) Kullanilan Sarf Malzemeler

15ml ve 50ml santrifiij tiipii (Thermo-Nunc)
Hiicre kiiltiir plaklari (96 well plate) (Thermo-Nunc)
Uglar (10ul, 100ul, 1000ul, 5000ul )(Thermo-Nunc)

0.2ml, 0.5ml ve 1.5ml Mikrosantrifiij tlipleri (Greiner)

3.3) Kullanilan Kimyasallar

e Fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF) (Thermo Scientific)

e Etanol (Sigma)

e Metanol (Merck)

e Hiicre Lizis Solusyonu (CST)

e Primerler (GAPDH, BECN1, CASP3, CD11b, Galectinl) (Ella Biotech)
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e Tripure Isolation Reagent (Roche)

e Universal prob (Roche)

e Amonyum Persiilfat (Amresco)

e Temed (Amresco)

o Tris base (Sigma)

e Akrilamid (Amresco)

e Bisakrilamid (Amresco)

o Gliserol (Merck)

e Hidroklorik asit (Merck)

e Yagsiz siit tozu (CST)

¢ LDS Sample Buffer (Life Tecnologies)
e ColorPlus Protein Belirteci (NEB)

¢ Beta-Aktin antikor (CST)

¢ Caspase-3 antikor (CST)

e Sekonder antikor (CST)

e Fosfotaz inhibitdrii (Thermo Scientific)

¢ Glikojen (Roche)

3.4) Kullanilan Kitler
¢ cCDNA Sentez Kiti (Roche)
¢ High Pure RNA izolasyon kiti (Roche)
¢ 480 Tagman Master Mix (Roche)

¢ BCA Protein Tayin Kiti (Thermo)
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3.5) Kullanilan Cozeltilerin Hazirlamsi

3.5.1) Hiicre Lizis Soliisyonunun Hazirlanigi

10x Cell Lizis buffer (Cell Signaling, Kat. No:# 9803), dH,0 yardimiyla 1x
haline getirildi ve 10x Fosfotaz inhibitérii Cell Lizis buffer (Thermo Scientific,

Kat. No: 78440) yardimiyla 1x haline getirildi.

3.5.2) PMSF Soliisyonu

0,03484 g PMSF (Thermo Scientific, Kat. No: 36978) 10 ml izopropanol

i¢cerisinde ¢oziildii.

3.5.3) %30’luk Akrilamid/bisakrilamid Soliisyonu

29,2 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamid 100 ml dH20 igerisinde ¢oziildii.

3.5.4) 1,5 M Tris Buffer (pH:8,8)

27,23 g Tris-base, 150ml dH,0 igerisinde ¢oziildii ve pH, HCI ile 8,5’¢

ayarlandi.
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3.5.5) 0,5 M Tris Buffer (pH:6,8)

6 g Tris-base, 100ml dH,0 igerisinde ¢oziildi ve pH, HCI ile 8,5’

ayarlandi.

3.5.6) 10x Tris-Glisin Stok Soliisyonu

30.3 g Tris-base ve 144 g Glisin 1000 ml dH,0 igerisinde ¢6ziildii ve pH,

HCl ile 8,5’e ayarlandi.

3.5.7) 10x Running Buffer (pH:8,3)

10x konsantrasyondaki Tris-Glisin stotugu dH,0 ile 1x haline getirildi ve

10 ml %10’luk SDS ilave edildi. pH, HCl ile 8,3’e ayarlandi.

3.5.8) Transfer Buffer

20 ml 10x Tris-Glisin stok soliisyonu, 40 ml Metanol ilave edildi ve
toplam hacim dH,0 kullanilarak 200 ml’ye tamamlandi. pH, HCI ile 8,3’e

ayarlandi.
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3.5.9) Sample Buffer

4 x LDS Sample Buffer dH,0 ve B-merkaptoetanol kullanilarak 1x haline

getirildi.

3.5.10) Amonyum Persiilfat (APS) Soliisyonu

100 mg APS, 1ml dH,0 igerisinde ¢oziildii.

3.5.11) 10x TBS Soliisyonu

12,1 g Tris-base ve 40 g NaCl 500 ml dH0 igerisinde ¢oziildii.

3.5.12) Yikama Soliisyonu

10x konsantrasyonundaki TBS stogu, dH0 kullanilarak 1x haline getirildi

ve total hacmin %0,1’i kadar Tween-20 eklendi.

3.5.13) Primer ve Sekonder Diliisyon Soliisyonu

1x TBS, %0,1 Tween-20 ve %5 yagsiz siit tozu karistirildi. Primer ve

sekonder antikorlar iiretici firmanin belirttigi oranda diliisyon soliisyonu ile dilue

edildi.
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3.5.14) Bloklama soliisyonu

1x TBS, %0,1 Tween-20 ve %5 yagsiz siit tozu karistirildi.

3.6) Yontemler

3.6.1 ) Dokudan Total RNA Izolasyonu

18.01.2012 tarih ve 24 nolu etik kurul izniyle elde edilmis ve nazal polip
ve kontrol alt konka mukozasi dokularindan yaklasik 0.1 g doku asagidaki
basamaklara gore Tripure Isolation Reagent ile total RNA izolasyonu

gerceklestirildi. Islemler laminar akim kabini icerisinde gerceklestirildi.

1. Yaklasik 0.1 g doku iizerine 1 ml Tripure soliisyonu eklendi ve
dokular homojenize edildi. 10 mg’dan az dokular i¢in glikojen ilave edildi.

2. Nikleoprotein komplekslerinin tamamen ayrimi i¢in 5 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi.

3. Her bir tiipe 200’er pl kloroform eklendi ve 15 saniye boyunca
kuvvetlice vorteks yapildi.

4.  Oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyondan sonra 12000 rpm’de 15
dakika santrifiij yapildi.

5. Siipernatantlarin her biri yeni ependorf tiiplere alind1.

6. Her bir tiipe 500’er pl izopropanol eklendi ve 10 dakika oda

sicakliginda inkiibasyona birakildi.
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7. 12000 rpm’de 10 dakika santrifiijden sonra slipernatantlar atildi ve
pelletlerin lizerine 1’er ml %75 lik etanol yikama amaciyla kondu.

8.  Tiipler 7500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar
atild1.

9.  Pelletler belirli siire kurumaya birakildi ve 35ul DEPC muamele
edilmis H,O eklendi.

10. Peletlerin ¢6ziilmesi i¢in kuru 1siticida 60°C’de 15 dk inkiibe edildi.

11. FElde edilen RNA’ larin miktarlar1 ve saflifi NanoDrop ND-1000
Spektrofotometre” cihazinda Olciilerek RT-PCR’da kullanilana kadar -80°C’lik

derin dondurucuda saklandi.

3.6.2) cDNA Sentezi

High Fidelity Transcriptor cDNA sentez kiti (Roche Almanya; Kat. No:
0508995001) ile total RNA’dan cDNA sentezi yapildi. Primer olarak random
hekzamerler kullanildi. ¢cDNA sentezi sirasinda kullanilan malzemeler ve

miktarlar1 Tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4. cDNA RT-PCR tepkime karisimi.

Son

Konsantrasyon

Steril H,O-PCR grade RNA miktarina gére
degisken
Reaksiyon Tamponu (5x) 1x (8mM 4,00
MgCly)
dNTP 1mM 2,00
Random hekzamer primeri 60uM 2,00
RNaz inhibit6rii 20 tinite 0,50
DTT 5mM 1
Transcriptor Ters Transkriptaz 10 tinite 1,1
Total RNA lpg 1pg olacak sekilde

cDNA i¢in PCR karisgimi ince ¢eperli 0,2ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
dagitildiktan sonra saflastirilan total RNA eklendi. Asagida belirtilen protokole

uygun olarak cDNA ters transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi uygulandi.

1. Son konsantrasyon 100 ng/ml olacak sekilde RNA, 2 pl Hekzamer
primer ve total hacim 11,4 pl olacak sekilde steril H,O-PCR grade eklendi.

2. Otomatik 1s1 dongiisii cihazinda 65°C’de 10 dakika inkiibasyon
edildikten sonra 6rnekler buz tizerine alindi.

3. 8,6 wl master karistm (5x Tampon, ImM dNTP, 20U RNaz
inhibitorii, SmM DTT ve 10U Transkriptor Ters Transkriptaz enzimi) buz
iizerinde bekletilen 6rneklere eklendi.

4. Thermal Cycler cihazina yerlestirilen 6rnekler sirasiyla;
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25°C°de 10 dakika,

50°C°de 60 dakika,

85°C’de 1 dakika inkiibe edildi.

5. Reaksiyon sonucu cDNA  oOrnekleri Real-Time PCR’da

kullanilincaya kadar -20°C’lik derin dondurucuda saklandi.

3.6.3) Genlerin ifade Edilmesinin Real-Time PCR ile Olgiimii

BECN1, CASP3, CD11b, Galectinl ve GAPDH genlerinin mRNA
miktarlari, Real-Time PCR yontemi ile Light Cycler (LC) 480 cihazi kullanilarak
yapildi. Amplifikasyonlar 20 pL toplam tepkime hacmi igerisinde; cDNA,
bolgeye 6zgii primerler ve UPL TagMan probu (Tablo 5), LightCycler TagMan
Master karisimi (Roche, Almanya; Kat. No:0470749400) ve distile su
kullanilarak gergeklestirildi. BECN1, CASP3, CD11b ve Galectinl genlerinin
ifadelenmesini normalize etmek icin GAPDH mRNA diizeyi referans olarak

alindi.
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Tablo 5. Real-time PCR, primer, prob dizileri.

DIZi (5—53°)

TTG GCACTT TCT GTG GAC AT

I GGC ATC CGC AAAGTG GTA

CAG GTT CAG CACGAAGCTCT

GCC CAATACGAC CAAATCC

GAPDH, BECN1, CD11b, Galectinl ve CASP3 genlerine uygun primer
ve problar kullanilarak Real-Time PCR tepkimesi LC cihazinda gergeklestirildi.
Tepkime karisimini hazirlamak ic¢in kullanilan bilesenlerin miktar1 Tablo 6’de

verilmistir.
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Tablo 6. GAPDH, BECN1, CASP3, CD11b, Galectin 1 Real-Time

PCR tepkime karisim.

Son Hacim
Konsantrasyon

dH,0 - 4.1uL
MgCl; (25mM) 4mM 1.2uL
Primer F (10pmol/puL) 2.5pmol 0.5uL
Primer R (10pmol/uL) 2.5pmol 0.5uL
TagMan prob (100pmol/pL) 10pmol 0.2uL
TaqMan karigimi (10x) 1x 2.5uL

3.6.4) Light Cycler (LC) 480 Deney Programi

Real-Time PCR karigimlari hazirlandiktan sonra 96 kuyucuklu plakalara
dagitildi ve iizerine cDNA’ lar eklendi. Uzeri seffaf kapatici ile kapatildi ve
cihaza yerlestirildikten sonra Tablo 7°de belirtilen amplifikasyon programi
kullanilarak PCR tepkimesi ger¢eklestirildi. GAPDH, BECN1, CD11b, Galectinl

ve CASP3 genleri i¢in ayni program kullanildi.

Reaksiyon sonucunda, BECN1, CD11b, Galectinl ve CASP3 genlerin
mRNA diizeylerini gosteren Crossing point (CP) degerleri belirlendi. BECNI,
CD11b, Galectinl ve CASP3 ifade diizeyleri GAPDH ifade diizeyine gore

normalize edildi.
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Tablo 7. GAPDH, BECN1, CD11b, Galectin 1 ve CASP3 genlerinin

ifade diizeylerinin belirlenmesi icin kullamilan Real Time PCR tepkime

programu.

Program 1. Ayrilma (Denatuirasyon)

Program Verisi

Doéngiiler

Analiz Modu

Sicaklik Hedefleri

Hedef Sicaklik (°C)
inkiibasyon zamani (s:dk:sn)
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn)

Deger
1

Kisim 1
95
10:00dk
4.40

Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)

Program Verisi

Doéngiiler

Analiz Modu

Sicakhk Hedefleri

Hedef Sicaklik (°C)
inkiibasyon zamani (s:dk:sn)
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn)
Program 3. Sogutma
Program Verisi

Doéngiiler

Analiz Modu

Sicaklik Hedefleri

Hedef Sicaklik (°C)
inkiibasyon zamani (s:dk:sn)
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn)

Deger

50

Cogalma
Kisim 2 Kisim3
60 60
20sn 1
2.20 4.40

Deger

1

Kisim 1
40
30sn
2.20

3.6.5) Protein izolasyonu

Yaklagik 0,1 g doku 6rnegine 500 pl RIPA buffer eklendikten sonra 15 sn’ye buz

iizerinde homojenize edildikten sonra elde edilen lizat 14.000 rpm’de 15 dakika santrifiij
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edildi. Santrifuj sonrasi elde edilen supernatant BCA kiti kullanilarak igerdigi protein

miktar1 belirlendi. Elde edilen protein drnekleri -80 °C’de saklandi.

3.6.6) BCA Kiti Ile Protein Miktar Tayini

Izole edilen nazal polip ve saglikli kontrol proteinlerin miktarlarinin tayini
BCA protein Ol¢iim kiti (Pierce, USA, katalog no:23225) ile asagidaki

basamaklara gore gergeklestirildi;

1- Kit igerisinde gelen bovine serum albumin (BSA) ile 2; 1,5; 1;
0,75; 0,5; 0,25; 0,125; 0,025 ve 0 pg/ml konsantasyonlarda dH,O kullanilarak
standart tiipler hazirlandi.

2- Protein Ornekleri ve standart 96 kuyucuklu plakanin her birine
25’er pl eklendi.

3- Kit igerinden c¢ikan Reaktif A:B oram1 50:1 olacak sekilde
hazirlandi.

4- Bu reaktif karisimindan her bir kuyucuga 200’er pul eklendi.

5- 37°C lik inkiibatéorde yarim saat inkiibasyondan sonunda
spektrofotometre ile 562 nm dalga boyunda plaka okutuldu ve excel programinda

standart egri ¢izilerek hesaplamalar yapildi.
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3.6.7) Western Blot Yéntemi Ile Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

Caspase-3 ve [-actin genlerinin protein ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesi i¢in nazal polip ve saglikli kontrol 6rneklerinden elde edilmis

proteinlere western blot yontemi uygulandi.

Ik asamada, BCA kiti ile miktarlar1 ve standart grafikleri belirlenen
proteinler yiikleme icin hazirlandi. Bu proteinlerle ayni miktarda iizerlerine 2x
konsantrasyon degerinde sample buffer’lar1 eklendi. Bdylece protein 6rnekleri 1:1
oraninda dillie edilerek calisma konsantrasyonlar1 elde edildi. Protein 6rnekleri
denatiirasyon i¢in 70°C’ye ayarl 1sitic1 blokta 10 dakika bekletildi ve yiikleme
asamasina gecildi. Akrilamid ve bisakrilamid polimerlesmesi ile, iist jel olan
stacking ve alt jel olan seperating jellerin 6nceden hazirlanip donmasi ile yiikleme
jeli olusturuldu. Jele yiiklenen protein 6rnekleri, 1X running buffer eklenmesi ile

150 V ve 250 mA de 90 dakika boyunca yiiriitiildii.

Proteinler jel iizerinde molekiiler yiiklerine ve agirliklarina gore
yiiriitiildiikten sonra gii¢ kaynag: kapatildi ve jel alindi. Ornekler, wet blotting
yontemi ile PVDF membrana transferleri gerceklestirildi. Transfer kaseti tank
igerisine dikey kondu ve transfer buffer de eklendikten sonra 100 V ve 250 mA’de
2 saat boyunca aktarim gergeklestirildi. Aktarim asamasindan sonra membran
aranan proteine 0zgll primer (diliisyon orani; 1:1000) ve sekonder antikorlarla
(diliisyon orani; 1:1000) muamele edildi. Diliie edilen primer antikorlar ile bir
gece +4°C de, sekonder antikorla ise 2 saatlik inkiibasyon gerceklestirildi. Son
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asamada ise membranin goriintiillenmesi Gel logic 2200 goriintiileme sistemi ile

gergeklestirildi.

3.7) Istatistiksel Analiz Yontemleri

Arastirmanin verileri SPSS v22. (Statistical Package for Social Sciences,
SPSS Inc., Chicago, IL, United States) bilgisayar paket programina girilmis, veri
kontrolii yapilarak analiz edilmistir. Analizler yine SPSS v22. bilgisayar paket

programinda yapilmistir.

Doza ve zamana bagli olarak degisen, BECN1, CD11b, Galectinl, CASP3,
GAPDH mRNA ifade diizeylerindeki farkliliklar “REST (2009 V2.0.13)”
istatistik programi ile karsilastirildi. 0,05’den kiiglik olan p degerleri istatistiksel

acidan anlamli olarak kabul edildi.

61



4) SONUCLAR VE BULGULAR

Calismaya dahil edilmis toplam 21 hastadan 13 tanesi (% 61,9) erkek ve
geriye kalan 8 hasta ( % 38,1) ise kadindir. Kontrol grubu 20 hastanin ise 10
tanesi (%50) erkek ve diger 10 tanesi (%50) kadindir. Calismaya katilan bireylerin
cinsiyet dagilimlar1 Tablo 8' de 6zetlenmistir.

Tablo 8: Hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyet dagilim

Hasta Gruplarinin Cinsiyet Dagilimi

Cinsiyet Total
Erkek Kadin
Grup Hasta 13 8 21
Kontrol 10 10 20
Total 23 18 41

Calisma grubunda yas ortalamasi 43,3 +14,08 olarak gozlenmistir.
Kontrol grubunun yas ortalamasi ise 28,1 £10,39 olarak gozlenmistir. Yas

ortalamasi ile ilgili bulgular Tablo 9' da 6zetlenmistir.
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Tablo 9: Hasta ve kontrol gruplarinin yas ortalamalari

Hasta Gruplarinin Yas Ortalamalari

Grup Mean Std. Deviation

Hasta 43,3333 21 14,08309
Kontrol 28,1000 20 10,39180
Total 35,9024 41 14,48759

Calisma grubundaki hastalarin 3 tanesinin astim, 5 hastanin ise astim ve

non -steroid anti inflamatuar intoleransina yani Samter triadina sahip oldugu

gozlenmistir. Kontrol grubundaki hastalarin 2 tanesinde ise daha 6nce herhangi

bir nazal cerrahi veya kronik rinosiniizit 6ykiisii olmamasina ragmen astim

gozlenmistir ( Tablo 10).
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Tablo 10: Hasta ve kontrol gruplarindaki hastalarin eslik eden

hastaliklar:

Hastalik ve Kontrol gruplarinin eslik eden hastalik dagilimlar

Hastahk Total
Astim Samter Hastalik yok
Grup Hasta 3 5 13 21
Kontrol 2 0 18 20
Total 5 5 31 41

(Calisma grubundaki hastalar ameliyat 6ncesinde endoskopik olarak
evrelendirilmistir. Bu evreleme sistemine gore 9 hasta (%42,9) evre 1, 8 hasta
(%38,1) evre 2 ve 4 hasta (%19) evre 3 olarak saptanmigtir. Caligma grubu

hastalarin endoskopik evreleme sonuglar1 Grafik 1 de 6zetlenmistir.

Grafik 1: Calisma grubu endoskopik evreleme grafigi

Endoskopik evre

Frekans

2]

ewvre 1 ewre 2 evre 3

Endoskopik evre
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Calisma grubundaki hastalarin bilgisayarli tomografi bulgular1 Lund -
Mackay evreleme sistemine gore puanlandirildiginda ise ortalama deger 16,47+
3,57 olarak bulunmustur. Grafik 2 de ¢alisma grubu hastalarinin Lund - Mackay

evreleme sistemine gore histogram grafigi gosterilmistir.

Grafik 2: Cahsma grubu hastalarimin radyolojik evreleme grafigi

Calisma grubu Lund Mackay evreleme dagilim

Mean =16 48
Std. Dev. =3572
M=21

Frekans

25,00

4.1. Gen ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirilmesi

BECNL1, CD11b, Galectinl, CASP3 ve GAPDH genlerinin ifade diizeyinin
kantitatif degerlendirilmesi i¢in Light Cycler 480 cihazi kullanildi. 21 nazal polip

ve 20 saglikli kontrol 6rneginden elde edilen cDNA’larda BECN1, CD11b,
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Galectinl ve CASP3 bu genlerin normalizasyonu i¢in se¢ilen GAPDH genlerine

0zgiil primerler ve UPL LNA problar1 kullanilarak ¢alisildi.

BECN1, CD11b, Galectinl, CASP3 ve GAPDH genlerinin mRNA
diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait

amplifikasyon egrisi Sekil 8’de gosterildi.

Floresan (465-510)
=

Sekil 8: BECN1, CD11b, Galectinl, CASP3, GAPDH genlerinin mRNA diizeyinde
ifadesini kantitatif olarak gosteren amplifikasyon egrileri. BECN1, CD11b, Galectinl, CASP3
ve GAPDH geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende yer

almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.

Goreceli gen ifadesi sonuglar1 REST programi kullanilarak “Pfaffl”

matematiksel yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi asagida belirtilmistir.
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E (hedenﬂﬂt (kontrol-ornek)

E (fEfE[ElnS)ﬂ':'t (kontrok-émek)

Esitlikte belirtilen Ct, tepkime sirasinda olusan floresan sinyalin esik
degeri gectigi andaki dongii sayisini ifade etmektedir. Ct degeri tepkimenin
basinda mevcut olan mRNA (cDNA) miktari ile ters orantilidir. ACt degeri ise
kontrol ile Orneklerin Ct degerleri arasindaki farki gostermektedir. Esitlikte

belirtilen E, PCR etkinligini, elde edilen R ise ifade oranin1 gostermektedir.

4.1.1) Kantitatif BECN1 Geninin mRNA ifade Diizeyinin

Degerlendirilmesi

Beclin - 1 proteinini kodlayan BECNI1 geninin mRNA diizeyindeki
ifadelenme  diizeyi incelendiginde  ¢aligma  grubundaki  hastalardaki

ekspresyondaki degisiklikler Sekil 9 de detayli olarak gosterilmistir.
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Sekil 9: BECN1 geni mRNA diizeyi ifadelenme diizeyleri ( * ile isaretli

bireyler istatistiksel olarak p<0,05)

Beclin-1 mRNA ifadelenme Diizeyi

0.2 . -
P * * * = = = * *
o M M & SR - I - .
N
S R R AR R R R R oR R R @R R PR R R AR R R R R AR

21 Nazal polip ve 20 saglikli kontrol 6rneginden BECN1 genin mRNA
diizeyi kontrole gore 17 kat azaldig1 belirlenmis ve bu azalma istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05).

1,2

0,8 -
0,6 -

04 -

mRNA ifadelenme Diizeyi

0,2 -

*

I 400
Kontrol BECN1

Grafik 3. Nazal polip ve saglikh kontrol érneklerinin BECN1 mRNA diizeyindeki
degisimler. Hedef genlerin ifade diizeyleri GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak

normalize edildi,*; p<0,05.
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4.2.2) Kantitatif CASP3 Geninin mRNA Ifade Diizeyinin

Degerlendirilmesi

Caspase - 3 proteinini kodlayan CASP3 geninin mRNA diizeyindeki

ifadelenme diizeyleri Sekil 10 da detayl olarak gosterilmektedir.

Sekil 10: CASP3 geni mRNA diizeyi ifadelenme diizeyleri ( * ile

isaretli bireyler istatistiksel olarak p<0,05)

2,5 7

15 1

Kaspaz-3 mRNA ifadelenme Dizeyi

21 Nazal polip ve 20 saglikli kontrol 6rneginden CASP3 genin mRNA
diizeyi kontrole gore 5,5 kat azaldig belirlenmis ve bu azalma istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Grafik 4. Nazal polip ve saghkl kontrol 6rneklerinin CASP3 mRNA diizeyindeki
degisimler. Hedef genlerin ifade diizeyleri GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak

normalize edildi,*; p<0,05.

4.2.3) Kantitatif CD1lb Geninin mRNA ifade Diizeyinin

Degerlendirilmesi

Integrin alpha M proteininin B2 subunitini yani CD11b proteinini kodlayan

genin mRNA diizeyindeki ifadelenmeleri Sekil 11 de detayli olarak gosterilmistir.
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Sekil 11: CD11b geni mRNA diizeyi ifadelenme diizeyleri ( * ile

isaretli bireyler istatistiksel olarak p<0,05)

CD11b mRNA ifadelenme Diizeyi

R R \9 '\9 ’5‘? DR %Q oR ’\9 ”)Q u‘? ’\Q 2N R pR SR AR

21 Nazal polip ve 20 saglikli kontrol 6rneginden CD11b genin mRNA
diizeyi kontrole gore 5,5 kat artma belirlenmis ve bu artma istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05).

*
O-J l

Kontrol CD11b

=y

w
v N Wk A~
1

mRNA ifadelenme Diizeyi
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Grafik 5. Nazal polip ve saghkh kontrol érneklerinin CD11b mRNA diizeyindeki
degisimler. Hedef genlerin ifade diizeyleri GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak
normalize edildi,*; p<0,05.
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4.2.4.

Kantitatif ~Galectin-1  Geninin mRNA Ifade Diizeyinin

Degerlendirilmesi

Galectin -1 proteinini kodlayan genin mRNA diizeyindeki ifadelenmeleri

hasta grubunda Sekil 12 deki gibidir.

Sekil

12: Galectin - 1 geni mRNA diizeyi ifadelenme diizeyleri ( * ile

isaretli bireyler istatistiksel olarak p<0,05)

257

Galectin-1 mRNA ifadelenme Duzeyi

15 1

21 Nazal polip ve 20 saglikli kontrol 6rneginden Galectin-1 genin mRNA

diizeyi kontrole gore bir artma belirlenmis ancak bu artma istatistiksel olarak

anlamli bulunmamastir.
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Grafik 6. Nazal polip ve saglikhh kontrol 6rneklerinin Galectin-1 mRNA diizeyindeki
degisimler. Hedef genlerin ifade diizeyleri GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak

normalize edildi,*; p<0,05.

Calisma grubundaki hastalarin Galectin - 1, Beclin - 1, CD11b ve Caspase
- 3 proteinleri icin mRNA diizeyindeki ekspresyonlarinin kontrole gore

istatistiksel olarak farklar1 Tablo 11 deki gibidir.
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mRNA diizeyindeki ifadelenme diizeylerinin degisimleri

Tablo 11: Galectin - 1, Beclin - 1, CD11b ve Caspase - 3 proteinleri

Galectin - 1 Beclin - 1 cd1lb Casp3
5p - - 8,67 kat artis 3,2 kat azalis
6p 1,091 / fark yok 2,112 kat azalis 13,8 kat artis 0,941 /fark yok
mp - - - 1,826 kat artis
8p 1,118 /fark yok 21 kat azalig 8,33 kat artis 2,2 kat azalis
10p - - - -
11p 0,958 /fark yok 7,51 kat azalis 2,376 kat artig 5,1 kat azalig
12p 1,819 kat artis 23,7 kat azalig - 19.4 kat azalis
13p 1,992 kat artis 21,3 kat azalis - 10,1 kat azalis
14p 0,961 /fark yok 19,4 kat azalis 1,153/fark yok 11,4 kat azalis
16p 0,860 /fark yok 12,5 kat azalig - 12,5 kat azalig
18p - - 4,9 kat artig 6,6 kat azalis
19p 1,221 /fark yok 11,7 kat azalis 2,54 kat artig -
22p 1,138 /fark yok 13,9 kat azalig - 3,84 kat azalis
23p - - 5,05 kat artig 3,06 kat azalis
24p 1,053 /fark yok 18,5 kat azalig - 0,982 /fark yok
27p = = 3,24 kat artis -
29p 1,64 kat azalis 7,1 kat azalis 0,945 /fark yok 2,15 kat azalig
32p 1,079 / fark yok 22,6 kat azalig 0,818 /fark yok 4,35 kat azlaig
33p - - 4,57 kat artig 1,046 /fark yok
35p 1,412 kat artis 1,207 /fark yok - -
37p - - 1,184 /fark yok 1,006 /fark yok
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4.2. Caspase - 3 Protein ifade Diizeyi

Caspase - 3 proteininin nazal polip dokularinda saglikli kontrollere gore
5,5 kat kadar mRNA diizeyinde daha az eksprese oldugu goriilmiistiir. Caspase - 3
proteini apoptotik yolaktaki basamaklarin birinde kilit bir rol iistlenmektedir.
mRNA diizeyinde eksprese olduktan sonra olusturulan protein aktif degildir ve
fonksiyonel hale geg¢mesi igin g¢esitli kirilma ve konjugasyon islemleri
gecirmektedir. Bu nedenle Caspase - 3 proteininin sadece mRNA diizeyindeki
ekspresyonuna bakarak bir sonuca varmak yeterli degildir ve western blot

yontemiyle bu proteinin aktif ifadelenme diizeyi de incelenmelidir.

21 nazal polip ve 20 saglikli kontrol 6rneklerinde western blot yontemi
uygulanmistir. Caspase - 3 protein diizeylerindeki degisimler Sekil 13’de
gosterildi. Nazal polip orneklerinin 12 tanesinde kontrole kiyasla aktif caspase - 3
diizeyinde azalma, 1’inde artma ve 5’inde ise degisme gozlemlenmemistir. Aktif
Caspase - 3 protein diizeyinde kontrole gore bir azalma gozlemlendi. Bu sonuglar,

CASP3 mRNA diizeyinde azalma ile korelasyon gostermektedir.
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Sekil 13: Nazal polip ve saghklh kontrol érneklerinde Aktif Kaspaz-3 protein

diizeylerindeki degisimler. p-aktin, western blot yiikleme kontrolii olarak kullanildi. K;

saghikli kontroll, N; nazal polip.
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5) TARTISMA VE SONUC

Rinosiniizit; sik goriilmesi, hastalarin sosyal hayatin1 etkilemesi ve
iilkelere getirmis oldugu ekonomik yiik ile beraber giiniimiizde 6nemli bir hastalik
grubunu olusturmaktadir (117). Etiyopatogenezinin tam olarak aydinlatilamamis
olmasi, tan1 ve tedavi asamalarinda karsilasilan giigliikler ve bircok bransta yer
alan hekimin giinliik klinik pratiginde bu hastalik grubuyla karsilagabilmesi bu

hastaliginin 6nemini arttirmaktadir.

Giinlimiizde rinit ve siniizit hastalarda es zamanli olarak goriilmektedir bu
nedenle eski terminolojinin aksine rinosiniizit tanimi kullanilmaktadir.
Semptomlarin 12 haftadan kisa siiriip klinigin diizeldigi durumlar akut rinosiniizit
olarak degerlendirilirken; semptomlarin 12 haftadan uzun siirdiigii durumlar ise
kronik rinosinuzit olarak tanimlanmaktadir. Kronik rinosiniizit semptomlarina ek
olarak lateral nazal duvar veya orta meadan kaynaklanan nazal polip varligi nazal
polipin eslik ettigi kronik rinosiniizit olarak bilinmektedir (1). Nazal polipin eslik
ettigi kronik rinosiniizit vakalar1 prognozun daha kotii oldugu, tan1 ve tedavide
zorlanllan ve tedavi sonrasi niikslerle karsilagilabilen vakalar olarak

diistiniilmektedir.

NP; etiyopatogenezinin tam olarak aydinlatilamamasi, tedavisinde
karsilagilan giicliikler, niikslerin sik goriilmesi ve getirmis oldugu sosyoekonomik

yiilk nedeniyle 6nemli bir kronik rinosiniizit grubudur. Kronik rinosiniizitlerin
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yaklasik % 20 - 30 kadarmi olusturmakta ve toplumda % 1 - 4 civarinda

gorilmektedir (3).

Nazal polip dokularinin histopatolojisi incelendiginde siklikla lateral nazal
duvar ve orta meadan kaynaklanan kronik inflamatuar siirecle seyreden mukozal
0dem ve mukozanin de novo olarak hiperproliferasyonu ve poliplesmesi ile
karsilagilmaktadir(4,23). Genetik alt yapi, enfeksiyonlar, allerji, anatomik
varyasyonlar, bilgesel immunolojik ve histolojik faktorlerin nazal polip
gelisminde etkili oldugu diistiniilmektedir. Glinlimiizde patogenezi aydinlatmaya
yonelik yapilan ¢aligsmalar, nazal polip dokusunda karsilasilan kronik inflamasyon

ve mukoza hiperproliferasyonu iizerine yogunlagsmaktadir.

Cesitli faktorlerin etkisi ve bunlarin sonucunda ortaya ¢ikan mukozal hasar
sonucu salinan inflamatuar mediatorler kronik inflamasyona ve sonug olarak nazal
polip gelismine katkida bulunmaktadir. Ayrica; nazal polipozisin Samter triadi,
astim, atopi ve allerji, kistik fibrozis ve siliyer diskinezi gibi hastaliklarla olan
birlikteligi genetik yatkinligt da ortaya koymaktadir. Artmis mukoza hiicre
proliferasyonu i¢in proliferatif ve apoptotik mekanizmalarda bir sorun olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu nedenle nazal polip gelisimde kronik inflamasyona yol agan
molekiiller ve hiicre proliferasyonunda etkili apoptotik mekanizmalarin rol

oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Nazal polip histopatolojisi incelendiginde kronik inflamatuar mediatorler,
artmis yogun bir ekstraseliller 6dem ve sonug¢ olarak kronik inflamatuar bir
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siirecle karsilagilmaktadir. Temel olarak eozinofil agirlikli bir inflamasyondan s6z
edilse de plazma hiicresi, mast hiicresi, 16kosit, lenfosit ve bir¢ok inflamatuar
sitokin ve kemokinin bu siirecte etkin rol oynadigi tespit edilmistir (29). Nazal
polip olusumuna yol agan bir ¢ok c¢evresel veya hastaya baglh faktorler sonug
olarak molekiiler diizeyde kronik inflamatuar mekanizmalar1 aktiflestirmekte ve
sonug olarak nazal polip olugsmaktadir. Gliniimiizde nazal polip tedavisi i¢in basta
kortikosteroidler olmak {izere kullanilan tedaviler bu inflamatuar basamaklari

engellemek ve siireci durdurmay1 amaglamaktadir(118).

Nazal polip etiyolojisinde temel olarak hem ¢evresel hem de hastaya bagh
etkenler yer almaktadir. Cevresel etkenler baslica enfeksiyoz nedenler, fungal
elementler ve siiperantijenler olarak diisiiniiliirken hastaya bagli etkenlerin
basinda genetik altyapt bulunmaktadir. Genetik yatkinlik sonucu hem immun
yanitta olusan bir sorun sonucu kronik inflamasyon goriilebilecegi gibi mukoza ve
bazal membran hiperproliferasyonu ve anti apoptotik siireclerin aktiflesmesiyle de

nazal polip olusabilecegi diisiiniilmektedir(13).

Nazal polipozis etiyolojisinin yapilan c¢alismalarla gittikce aydinlanmasi
sonucu; kronik inflamatuar yolaklar ve apoptotik mekanizmalarin bu hastaligin
gelisminde etkin bir rolii oldugu anlasilmistir. Bu nedenle bu ¢alismada da nazal
polipozis etiyolojisinde rolii olabilecegi diisiiniilen bazi molekiillerin mRNA

diizeyindeki ekspresyonlar1 aragtirilmigtir.
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CD11b; integrin alfa M beta 2 olarak da bilinir ve integrin ailesine ait bir
protein alt iinitesidir. Eozinofil, 16kosit, makrofaj gibi inflamatuar yanitta rol
oynayan hiicrelerin yiizeyinde eksprese edilmekte seliiler aktivasyon, kemotaksis
ve sitotoksisite gibi bir ¢ok immunolojik olayda rol oynamaktadir. Ayrica;
kompleman sistem komponenti 3b (C3b) ye baglanmasi ve hiicre adezyonunda
oynadig1 etkiler nedeniyle inflamasyon siirecinde etkili bir proteindir (88,89,90).
Nazal polipozis gibi inflamasyonun baskin oldugu ve yogun inflamatuar
hiicrelerin ve mediatorlerin aktif rol istlendigi bir hastalikta CD11b gibi
immunolojik ve inflamatuar siiregteki aktif bir proteinin de etkili olabilecegi

distintilmustiir(92).

Galectin - 1; hiicre yiizeyi ve ekstraseliiler matrikste bulunabilen B -
galaktozidaz baglayabilen bir proteindir. Hiicre ve matriks iletisiminde énemli rol
istlenir. Dendritik hiicre farklilagmasi, sitokin salinimi ve otokrin negatif biiylime
faktorii olarak davranmast da hem hiicre proliferasyonunda hem de

inflamasyondaki etkisini ortaya koymaktadir (95,96).

Beclin - 1 proteini temel olarak otofajiden sorumlu bir proteindir. Temel
olarak programli hiicre 6liimii ve hiicre homeostazinda etkin bir rolii mevcuttur.
Bu nedenle hiicre proliferasyonunun artmis oldugu hastaliklarda molekiiler
diizeyde bu proteinin de ekspresyonunun azalarak hiicrelerin apoptozunun

azalacag ve proliferasyon ile karsilasilasilacagi diisiiniilmektedir(102,103).
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Caspase proteinleri; apoptoz, nekroz ve inflamasyonda etkili rol oynayan
sistein proteaz ailesinde yer alan proteinlerdir(107). Caspase - 3, apoptotik siirecte
aktiflesen ve ana basamakta rol oynayan bir protein alt grubudur. Hem
inflamatuar hastaliklara hem de artmis hiicre proliferasyonu ile ilerleyen
hastaliklara bu yolaktaki aksakliklar neden olabilir. Caspase - 3, zimojen olarak
tiretilen ve ¢esitli sinyaller sonucu aktiflesen bir proteindir(108). Bu nedenle nazal
polip etiyolojisinde sadece mMRNA diizeyindeki ekspresyonunu arastirmak yeterli
olmayacak bunun yaninda protein diizeyindeki ifadelenmesine de bakmak
gerekmektedir. Ciinkii, bu protein mRNA diizeyinde eksprese olduktan sonra
aktiflesmemekte ¢esitli reaksiyonlar sonucu aktif haline doniismekte ve fonksiyon

gormektedir.

Nazal polipozisin etiyolojisini aydinlatmaya yonelik yapilan ¢alismalarda
inflamatuar ve apoptotik yolakta yer alan bir¢ok molekiiliin ekspresyonlarinda
anlamli degisimler saptanmistir. Bu ¢alismada da; CD11b, Galectin - 1, Beclin - 1
ve Caspase - 3 gibi immunolojik, inflamatuar ve apoptotik yolakta etkili

proteinlerin ekspresyon ve ifadelenme diizeyleri incelenmistir.

Cho SH ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptigi ¢alismada; nazal polip
dokusunda apoptotik yolaktaki anahtar rolii oynayan proteinler c¢aligilmistir.
Apoptotik protein inhibitor (IAP) protein ailesi ve klasik apoptoz mekanizmasinin
son basamagi olan Caspase - 3 proteini incelenmistir. Ozellikle Caspase - 3 {in
sitoplazmik proteinlerin proteolizi konusunda énemli bir rol iistlendigi bu nedenle

nazal polip patolojisinde rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir. Yaptiklar1 ¢alismada
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Caspase - 3 proteininin subepitelyal alanda eksprese olmadig1 ancak konkalar ve
nazal polip dokusunda eksprese oldugunu tespit etmislerdir. Bu nedenle Caspase -
3' iin daha ¢ok epitelyal alanda aktivite gostererek nazal mukozanin yeniden
olusumu ve nazal polip formasyonunda rol oynayabilecegi diistiniilmiistiir(119).
Lin H ve arkadaslar1 2014 yilinda nazal polip formasyonundaki apoptotik
mekanizmalar1 ve ilgili proteinleri incelemislerdir. Apoptotik yolakta bulunan
Livin, SMAC ve Caspase - 3 proteinlerinin ekspresyonunu incelemisler dzellikle
eozinofilik tipte olan nazal polip dokularinda Caspase - 3 proteinin down regiile
oldugunu bulmuslardir(120). Caspase - 3 proteinin yaninda Caspase - 9 ve p53
ekspresyonununda azaldigi sonucuna yonelik g¢alismalar mevcuttur(121). Hatta
organ Kkiiltiir calismalarinda Caspase protein kaskadinin inhibe ederek etki
gosteren methotrexate gibi ilaglarin nazal polip dokusunda apoptoza yol agarak

tedavide kullanilabilecegini 6neren galismalar da mevcuttur(122).

2003 yilinda Delbrouck C ve arkadaslari; Galectin - 1 ve Galectin - 3
proteinlerinin nazal polip ve konka dokularindaki ekspresyon diizeylerini
incelemislerdir. Her iki proteinin de nazal polip dokularinda konkalara gore daha
fazla eksprese oldugu bulunmustur. Ancak, Galectin - 1 proteininin
ekspresyonunun hastalarin allerji durumuyla etkilendigi goriilmiis ve bu proteinin
apoptotik mekanizmalardaki rolii yaninda nazal polip formasyonundan c¢ok
immunolojik etkilerinin  oldugu seklinde yorumlanmistir(99). 2010 yilinda
Fernandes AM ve arkadaslarinin yaptig1 benzer ¢caligmada Galectin -1 ve Annexin

- 1 proteinin ekspresyonunun nazal polipte artmis oldugu bulmus ancak
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kortikosteroid tedavisine ragmen Galectin - 1 ekspresyon diizeyinin degismedigi
sOylemistir(100). 2012 yilinda Negrete - Garcia MC ve arkadaslari aspirin
intolerans1 bulunan astimli hastalarin nazal sivilarinda Galectin - 10 proteininin
artmis oldugunu tespit etmisler ve diger Galectin grubu proteinlerinde nazal polip
veya astim gibi immunolojik inflamatuar hastaliklarin temelinde etkili

olabilecegini ortaya koymuslardir(123).

CD11b molekiiliiniin, immunolojik ve inflamatuar mekanizmalardaki
integrinler lizerinden olan etkisi bilinmektedir. Lim LH ve arkadaglarinin 2000
yilinda yaptifi ¢alismalarda eozinofiller iizerindeki CDI11b aktivitesi
gosterilmistir. Ayrica, glukokortikoid tedavisi sonrasi steroid reseptorlerinin
uyarilmasiyla  eozinofillerdeki CDI11b  ekspresyonunun azaldigi  tespit
edilmistir(124). 1998 yilinda Spoelstra FM ve arkadaslar1 astimli hastalarin nazal
ve  bronkoalveolar sivilarindaki  eozinofillerini  incelediginde = CDI11b
ekspresyonunun artmis oldugunu tespit etmislerdir(125). Nazal polip
formasyonunda etkili oldugu bilinen mediatorlerden eotaxinin eozinofillerde
CD11b upregiilasyonuna yol agtig1 gosterilmistir(126). Walker C ve arkadaslari
nazal polip ve astim hastalarini incelediginde CD11b ekspresyonunun artmis
oldugu ve bunun sonucunda da eozinofillerin aktifleserek eozinofil - endotel arasi
etkilesimin artarak hiicre gogline yol actigini bulmustur(127). Ayrica nazal
mukoza ve nazal polip dokusundaki eozinofillerdeki CD11b ekspresyonunun,
periferik kandaki eozinofillerdeki CD11b ekspresyonuna goére artmis oldugu

bulunmustur(128). Nazal polip formasyonunda eozinofillerin yaninda
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noétrofillerinde etkili oldugu bilinmektedir. Allerjik rinit ve nazal polip hastalarinin
nazal mukoza Orneklerindeki nétrofillerin basta CDI11b olmak iizere ylizey
integrinlerinin artmis oldugu ve bu nedenle hiicre go¢iiniin nazal mukozaya dogru

oldugu diistiniilmektedir(129).

Beclin - 1 proteini otofajiden sorumlu ve 6zellikle neoplazi dokularinda
ekspresyonu artmis bir proteindir. Bunun diginda Galectin protein ailesi de pro ve
anti apoptotik mekanizmalarda etkili olan bir protein ailesidir. Idikio HA' nin
2011 yilinda yaptig1 ¢alismalarda Beclin ve Galectin proteinlerinin benzer sinyal
yolaklarinda oldugu bildirilmistir. Programli hiicre O6liimii, apoptoz, otofaji,
nekroz ve nekroptoz islemlerinde iki protein ailesi de koordine yolaklarda yer
almaktadir. Neoplazi dokularinda ekspresyonlarinin etkilendigi ve neoplazi
disinda apoptoz mekanizmalarinin etkili oldugu proliferatif siireclerde de dnemli

proteinler oldugu belirtilmistir(130).

Bizim yapmis oldugumuz c¢alismada; nazal polipozis hastalari ile herhangi
kronik rinosiniizit ve nazal polip hikayesi olmayan hastalar CD11b, Galectin -1,
Beclin - 1 ve Caspase - 3 proteinlerini kodlayan genlerin mRNA diizeyindeki
ekspresyonlar1 acisindan karsilagtirllmistir. Calisma grubuna medikal tedaviye
ragmen semptomlarinda diizelme saglanamamis ve ameliyat Onerilmis nazal
polipli kronik rinosiniizit hastalar1 dahil edilmistir. Kontrol grubuna ise daha
onceden kronik rinosiniizit ve nazal polip hikayesi olmayan septum deviasyonu
nedeniyle ameliyat edilen hastalar dahil edilmistir. Kontrol grubu olarak ayni

hastanin saglikli olarak goriilen nazal mukozasi tercih edilmemistir. Hem saglikli

84



mukozanin yaygin nazal polipozisi olan hastada degerlendirilmesinin subjektif
olmast hem de nazal polipozis hastaligindan hi¢ etkilenmemis bireylerin
secilmesinin karsilastirma i¢in daha uygun olacag diisliniilmistiir. Zira; nazal
polipozis siklikla astim, aspirin intoleransi ve Samter triadi gibi sistemik
bulgularla da goriilmektedir bu nedenle tamamen saglikli bireyleri kontrol grubu

olarak segmek daha mantiklidir.

Calisma ve kontrol gruplarina dahil edilen bireyler arasinda cinsiyet
anlaminda istatistiksel olarak herhangi anlaml bir fark yoktur. Her iki grupta da
cinsiyetler birbirlerine yakin sayilardadir. Yas ortalamalarini inceledigimizde;
caligma grubunun yas ortalamasi 43,3 iken kontrol grubunun ise 28,1 dir. Aradaki
bu fark c¢alisma grubuna dahil edilen hastalarin medikal tedaviye ragmen
semptomlar1 diizelmeyen ve ameliyat karari verilen hastalardan olusmasi ve
kontrol grubunun ise sadece burun tikanikli§i yasayan geng¢ erigkinlerden
olusmasindan kaynaklanmaktadir. Toplumda septum deviasyonu i¢in ameliyat
olan hastalar genelde gen¢ eriskinlerdir bu nedenle kontrol grubunun yas
ortalamasi hasta grubuna gore diisiiktiir. Nazal polipozis ise siklikla 40 - 50 yas

araliginda goriiliir ve bu sonug literatiirle uyumluluk gostermektedir.

Calisma grubundaki hastalar nazal polipozis hastaliginin yaninda astim,
aspirin intolerans1 ve Samter triadi gibi nazal polipozis ile eslik edebilen
hastaliklara gore gruplandirilmistir.  Caligmaya dahil edilen 21 hastanin 3
tanesinde sadece astim, 5 hastada ise astim ve aspirin intoleransi beraber

goriilmiistiir. Bu hastalarin doku 6rnekleri, bakilan proteinler ile ilgili genlerin
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ekspresyonu agisindan ayrica incelenmistir. Ancak; sadece nazal polipozise sahip
hastalar ile bu bireyler arasinda ekspresyon diizeyi olarak anlamli bir sonug elde
edilememistir. Ancak, orneklemin kii¢iikliigii ve hasta grubu igerisinde astim,
aspirin intoleransi veya Samter triad1 gibi ayr1 gruplar olusturulamamasi nedeniyle
net olarak bir sonug da 6ne siiriilememektedir. Bu konuda bir fikir elde etmek ic¢in
daha genis bir 6rneklem igerisinde yeterli sayida sistemik bulgularin da eslik ettigi

nazal polipozis hastalarinin ekspresyon diizeyleri incelenmelidir.

Calisma grubu hastalar ameliyat plan1 Oncesi endoskopik olarak
evrelendirilmistir. Hastalarin yaklasik % 80 kadar1 evre 1 ve evre 2 olarak
gruplandirilmis sadece 4 hasta evre 3 olarak simiflandirilmistir. Hastalarin
ameliyat Oncesi uzun silire medikal tedavi almasi ve ameliyat 6ncesi hazirlik
amactyla uygulanan kortikosteroid tedavi nedeniyle ameliyat 6ncesi hastalar daha
cok diisiik evrelerde gozlenmistir. Ayrica bu hastalarda nazal polipozis disinda bir
miktar septum deviasyonlarinin olmasi da nazal poliplerin sadece endoskopik

olarak goriilmesine neden oldugu diisiiniilm{istir.

Caligma grubu radyolojik olarak Lund - Mackay sistemine gore
evrelendirildiginde ise ortalama olarak 16,48 civari bir puan elde edilmistir. Nazal
polipozis hastalarinin genel olarak tiim paranazal siniisleri tutmasi ve osteomeatal
kompleksleri oblitere etmesi nedeniyle ortalamanin iizerinde yiiksek bir skor elde

edildigi diisiiniilmektedir.
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Beclin - 1 proteinini kodlayan BECNI1 geninin mRNA diizeyindeki
ekspresyonu incelendiginde ¢alisma grubunda kontrollere gore yaklasik 17 kat
kadar daha az bir ekspresyon goriilmiistiir(p<0,05). Beclin - 1 proteini otofaji ve
anti - apoptoz ile ilgili 6nemli bir diizenleyici proteindir. Beclin - 1 bir ¢ok
kofaktorle beraber calisarak otofaji protein kaskadini ve apoptozu uyarir. Bir ¢ok
kanser tilirinde Beclin -1 disfonksiyonu saptanmistir(103). Bunlarin yaninda
Alzheimer ve sizofreni gibi norodejeneratif hastaliklarda da ekspresyonunun
distiigii  bilinmektedir(104). Nazal polip dokularinda da bu azalma polip
formasyonundaki apoptotik ve otofajik yolagin Onemini ortaya koymaktadir.
Nazal polip formasyonunda sadece immunolojik ve inflamatuar siiregleri
diisiinmenin yaninda hiicrelerde asir1 bir proliferasyonu oldugu aciktir. Bu nedenle
medikal tedavi planlanirken sadece anti inflamatuar temelli tedavinin yaninda anti
proliferatif veya apoptotik temelli tedaviler de ilerleyen yillarda giindeme
gelebilir. Son yillarda nazal polip etiyolojisini aydinlatmaya c¢alisan birgok
calismada da hiicre proliferasyonu, apoptozis ve otofajinin iizerinde durulmakta

ve bu yolaklardaki anahtar proteinler aragtirilmaktadir(120,121,122).

Caspase - 3 genini kodlayan CASP3 geninin mRNA diizeyindeki
ekspresyonuna bakildiginda 5,5 kat kadar bir azalma saptanmistir ve bu
istatistiksel olarak anlamlidir(p<0,05). Caspase proteinleri de apoptoz ve
inflamasyonda temel rol oyanayan bir protein ailesidir ve Caspase 3 bu kaskadin
onemli bir anahtar proteinidir. Caspase - 3 de ayn1 Beclin - 1 gibi apoptozda gérev

alir ve bircok neoplazi ve inflamatuar dejeneratif hastaliklarin etiyopatogenezinde
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defektif olarak bulunmustur. Cho H ve Lin H nin yapmis oldugu calismalarda
hem caspase kaskadinin hem de apoptozun nazal polip gelismindeki Onemi

gosterilmistir(119,120).

Caspase - 3 dretildigi zaman hiicrede siirekli aktif olarak
bulunmamaktadir. Bu protein zimojen olarak iretilir ve gesitli sinyaller ile
apoptoz uyarildigi zaman cesitli konjugasyon ve kirilma reaksiyonlarit sonrasi
aktiflesir ve fonksiyonel hale gelir. Bu nedenle nazal polip formasyonunda
Caspase - 3 iin sadece mRNA diizeyinde ekspresyonuna bakarak etiyoloji
hakkinda fikir edinmek yeterli olmayacaktir. Onemli olan nazal polip dokusu
icersinde de fonksiyonel olarak Caspase - 3 proteininin bulunmasidir bu nedenle
ifadelenme diizeyi de Western Blot yontemiyle incelenmistir. Bu analiz
sonucunda da 12 hastada istatistiksel olarak anlamli bir protein ifadelenme diizeyi

saptanmistir ve bu sonu¢ da mRNA ekspresyon diizeyi ile koreledir.

CDI11b, integrin protein ailesine ait immunolojik ve inflamatuar yanitin
olusturulmasinda etkilidir. Inflamatuar hiicrelerin hedef dokuya olan
kemotaksisinde ve dokuyla olan adezyonunda da rol oynamaktadir. Calismamizda
CD11b proteinini kodlayan genin mRNA diizeyindeki ekspresyonu kontrol grubu
hastalarina gore 5,5 kat kadar daha artmistir ve bu sonug istatistiksel olarak
anlamhidir (p<0,05). CD11b basta eozinofil olmak iizere diger inflamatuar
hiicrelerin yiizeyinde eksprese edilmektedir. Nazal polipozis de gozlenen temel
inflamatuar hiicrenin de eozinofil oldugu bilinmektedir. Astim ve allerji oykiisii

olan hastalarin eozinofilleri incelendiginde bu protein alt iinitesinin artmis oldugu
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ve periferik kandaki eozinofillere gére dokuda daha fazla eksprese edildigi
bilinmektedir(125,127). Ayrica; nazal polipozis gibi kronik inflamasyon ile
seyreden SLE' nin de etiyolojisinde bu integrin ailesi olduguna dair kanitlar
mevcuttur(91). Daha Onceki literatiir caligmalarina bakildiginda ¢alismamizda
elde ettigimiz sonu¢ korelasyon gostermektedir. Nazal polip formasyonu igin
CD11b ekspresyonu inflamatuar hiicrelerde artmakta ve nazal mukozaya ve hiicre

gbcli ve adezyonunda 6nemli rol oynadig: diistintilmektedir.

Galectin - 1 proteinini kodlayan genin mRNA diizeyindeki ekspresyonu
istatistiksel olarak anlamli olmasa da kontrol grubuna gore artmis olarak
bulunmustur. Galectin - 1; ilk baslarda sadece hamilelikte immun sistemde gorev
aldigt ve immun yanitin olusturulmasinda etkili oldugu bilinmekteydi(97).
Galectin -1 antikorlar1 ile immun sistemin baskilandig1 ve inflamasyonun oniine
gecildigini  gosteren ¢aligmalarla inflamatuar ve immunolojik hastaliklarin
temelinde bu protein ailesi arastirilmaya baslanmistir(98). Delbrouck C ve
arkadaglarinin nazal polip hastalarindaki Galectin protein diizeylerini inceledigi
calismalarda da ekspresyonunun artmis oldugunu tespit etmistir. Ancak, bu
caligmada da Galectin - 1 protein ekspresyonunun Galectin - 3 e gore daha az
eksprese oldugu, allerjinin eslik ettigi hastalarda daha cok ekspresyonunun
etkilendigi belirtilmistir(99). Zira, nazal polip ile allerji birlikteligi bile tam olarak
bilinemezken Galectin - 1 proteininin nazal poliple olan iliskisi de net degildir.
Istatistiksel olarak anlamli olmasa da bu proteinin ekspresyonundaki bu artig da

nazal polip formasyonundaki immunolojik yanita baglanabilir. Ancak, bu konuda
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net sonuglar elde etmek i¢in daha genis 6rneklem ile ve allerji - atopi dykiisii olan

hastalarin da dahil edildigi calismalar planlanabilir.

Nazal polipozis giinlimiizde hem medikal hem cerrahi yontemlerle tedavi
edilmeye calisilan ve tedavisi sirasinda giigliiklerle karsilagilan bir hastalik
grubudur. Hastalarin tedavi sonrasinda niiks etme olasiliginin yiiksek olmasi
nedeniyle Klinisyenler tarafindan tedavide bazi noktalarin eksik oldugu
diisiiniilmektedir. Bu durum da nazal polip etiyopatogenezinin tam olarak
aydinlatilamamig olmasindandir. Bir ¢ok teori bulunmasina ragmen nazal
polipozisin  hem inflamatuar hem de proliferatif bir hastalik oldugu
diisiiniilmektedir. Bu nedenle tedavide de bu basamaklar {izerine yogunlasilmali
ve slire¢ durdurulmalidir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda nazal polipozis
etiyolojisinde ¢esitli i¢ ve dis etkenler sonucu kronik inflamasyon oldugu;
inflamasyonun baslamasiyla proliferasyonun tetiklendigi ve nazal polip
formasyonunun oldugu diisiiniilmektedir. Hiicrelerin proliferasyonun anti
apoptotik yolaklarin aktiflesmesi sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Bu calismada
da hem apoptotik yollarda etkili hem de inflamatuar siireglerde etkili olan
proteinlerin nazal polip etiyolojisindeki yerleri arastirilmis ve onemli bilgilere
ulagilmistir. Nazal polip etiyolojisinin tam olarak aydmlatilmast ve bunun
sonucunda uzun vadede yeni tedavi protokollerinin olusturulmasi konusunda bu

tiir calismalarin daha fazla sayida ve genis gruplarda yapilmasi onerilmektedir.
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6) OZET

Nazal polipozis, siklikla lateral nazal duvar ve orta meadan kaynaklanan
nazal poliplerin eslik ettigi kronik rinosiniizit semptomlar1 ile karakterize
endoskopik ve tomografik yontemlerle tani1 koyulabilen kronik inflamatuar bir
hastaliktir. Hastaligin sik olarak gézlenmesi, tedavi sonrasi niiks oraninin yliksek
olmas1 ve kisilerin sosyal hayatin1 olduk¢a etkilemesi nedeniyle gilinlimiizde

onemli bir hastalik grubunu teskil etmektedir.

Nazal polipozisin tedavisi hem medikal hem cerrahi ydntemlerle
yapilmaktadir. Ancak, her iki tedavi sonrasinda da bening bir hastalik olmasina
ragmen niikslerle karsilasilmaktadir. Bu durumun nedeninin hastaligin
etiyopatogenezinin aydinlatilamamis ve bu nedenle uygun tedavi stratejileri

benimsenmemis olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Nazal polipozis etiyolojik agidan multifaktdriyel bir hastaliktir. Hem
kisiye bagli etkenler hem de ¢evresel etkenlerin birlesimiyle hastalik ortaya
cikmaktadir. Histopatolojik olarak incelendiginde ise kronik inflamatuar bir
zeminde gelisen mukozal hiicrelerin hiperproliferasyonu ve poliplesmesiyle
karsilagilmaktadir. Bu nedenle giiniimiizde yapilan caligsmalarda nazal polip

etiyopatogenezini aydinlatmak i¢in bu basamaklar {izerine yogunlasilmaktadir.
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Giliniimlize kadar inflamasyon ve hiicre proliferasyonunu tetikleyen
bircok molekiil nazal polip etiyolojisinde arastirilmis ve anlamli sonuglara
ersilimistir. Bizim ¢alismamizda da, nazal polip ile iliskili olabilecegi diistiniilen
apoptoz yolaklarinda diizenleyici olan ve sonug olarak hiicre proliferasyonuna yol
acan ve inflamasyon basamaklarinda rolii oldugu disiliniilen proteinlerin
ekspresyon analizleri yapilmistir. CD11b, Beclin - 1, Galectin - 1 ve Caspase - 3
proteinlerinin ekspresyon diizeyleri ve ifadelenmeleri nazal polip dokularinda

incelenmis ve kontrol grubu hastalarla karsilastirilarak yorumlanmistir.

Sonug olarak; CDI11b molekiiliiniin ekspresyonunda istatistiksel olarak
anlamli bir artis saptanmis ve inflamasyonda etkili bu proteinin nazal polipozis ile
iligkisi yorumlanmistir. CDI11b nin periferik dolasimdan nazal mukozaya
inflamatuar hiicre gdciline ve bu hiicrelerin adezyonuna yol actig1 diistiniilmiistiir.
Bunun disinda; Caspase - 3 ve Beclin - 1 gibi apoptotik yolakta etkili olan
proteinlerin ekspresyonlarinin nazal polipli hastalarda istatistiksel olarak anlamli
sekilde azaldig1 tespit edilmistir. Nazal polip formasyonunda hiperproliferasyon
sirecinde pro ve anti apoptoz mekanizmalarinin ve bu mekanizmalardaki
proteinlerin iligkisi ortaya konulmustur. Bunun yanisira Galectin - 1 proteininin
ekspresyonunda da istatistiksel olarak anlamli olmasa da bir artis saptanmistir. Bu
bilgilerin 15181inda nazal polipozis etiyopatogenezinde kronik inflamasyonun yani
sira hiperproliferasyona yol acan anti apoptotik stireclerin ilgili olabilecegi

diistiniilmiiktedir.
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7) SUMMARY

Nasal polyposis is a chronic inflammatory disease which is accompanied
with nasal polyps that is arised from lateral nasal wall or middle meatus. It is
diagnosed by history and physical management and is supported with endoscopic
evaluation ve tomographic findings. It is very important disease group because of
frequency, high recurrence rate despite of medical and surgical therapy, negative

effects of social and economic life.

Nasal polyposis is treated both medical and surgical treatment ways.
Although nasal polyposis is a bening disease, recurrences can be seen frequently.
It is thought that etiology of this disease remain unclear and so management is not

enough for success in routine clinical practice.

Nasal polyposis is a multifactorial disease when you think about the
etiology of disease. Both personal and environmental factors are important in
formation of nasal polyposis. There is a chronic inflammatory state and
hiperproliferation of nasal mucosa and epithelium can be seen in microscopically.
So, nowadays a lot of research activities point on these key steps of inflammation,

apoptosis and hiperproliferation of cells.

There are a lot of molecules that related to chronic inflammation and
hiperproliferation of nasal mucosa, is described by current researchs. In our

research, we analyze some proteins and their mRNA expression levels which are
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related with inflammation and apoptosis. CD11b, Beclin - 1, Galectin -1 and
Caspase - 3 are examined and analyzed in nasal polyps and the results are

compared with healthy mucosa of patients operated for septum deviation .

In conclusion, CD11b mRNA expression level is increased in nasal
polyps than controls and this level is statistically meaningful. Caspase - 3 and
Beclin - 1 mRNA expression levels are decreased in nasal polyps. This result is
also statiscally meaningful. It is thought that these proteins and their expression
levels are related with nasal polyposis etiology. Galectin - 1 mMRNA expression
level is increased but this result is not statistically meaningful. We think that,
nasal polyposis is formed because of chronic inflammation and hiperproliferation.
Apoptotic mechanisms and immunologic inflammatory states effect the nasal

polyposis formation.

Keywords: Nasal polyp, CD11b, Galectin - 1, Beclin - 1, Caspase - 3,

MRNA expression

Supported by: G.U.B.A.P.B. (01/2012-37)
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