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OZET

Oksidatif Stresin Apoptozis ve Hiicre Proliferasyonu Uzerine Olan Etkisi

Solunum yolu hastaliklar1, diinya ¢apinda milyonlarca insani etkileyen, saglik sistemi
ve lilke ekonomilerine agir yiik getiren 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Hiicrelerde
artmis reaktif oksijen tiirevlerinin sebep oldugu oksidatif stres durumu, kronik solunum yolu
hastaliklarinin 6nemli bir patofizyolojik faktorii durumundadir. Solunum sisteminde,
yabanci maddelerin istilasin1 dnlemek {izere bir bariyer gérevi goren bronsiyal epitelyum
hiicreleri igin bu durumun 6nlenmesi, solunum yolu hastaliklariyla miicadele konusunda
olduk¢a 6nem arz etmektedir. Caligmamizda, insan bronsiyal epitel hiicre hatti BEAS-2B
hiicrelerinde, oksidatif stres kosullar1 altinda, gen diizeyinde, oksidatif stres aracili
apoptozisin hangi yolak {izerinden ger¢eklestiginin aydinlatilmasi amaglandi.

Bu dogrultuda, BEAS-2B hiicreleri farkli doz (0-500 uM) ve siirelerde (24, 48 ve 72
saat) hidrojen peroksite (H202) maruz birakilarak uygun dozlar ve siire belirlendikten sonra,
oksidatif hasarli hiicre modeli olusturuldu. Maruziyet (250 ve 300 uM) ve kontrol gruplari
apoptotik parametreler kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9, Bcl-2, bax, bak ve bik ile hiicre
dongiisii ve apoptoziste kavsak rol alan p53 ve p21 gen ekspresyon seviyeleri agisindan
kiyaslanarak degerlendirildi.

Calismamizda, oksidatif hasarli hiicre modeli, malondialdehit (MDA) diizeyi ve
katalaz enzim aktivitelerinin spektrofotometrik 6l¢iimiiyle teyit edildi. 24 saat siiresince 250
ve 300 uM dozlarinda H2O2’ ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde, MDA diizeyi ve
katalaz enzim aktivitesi anlamli olarak yiiksek bulundu (MDA diizeyi i¢in 250 uM dozda p
= 0,050, 300 uM dozda p = 0,021; katalaz enzim aktivitesi i¢in 250 uM ve 300 uM dozda p
= 0,021). Apoptotik parametreler, kaspaz-3 (250 uM dozda 3,24-kat p = 0,001; 300 uM
dozda 3,64 kat p = 0,038), kaspaz-9 (250 uM dozda 3,67-kat p =0,014; 300 uM dozda 2,73-
kat p = 0,021), bax (250 uM dozda 4,46-kat p = 0,005; 300 uM dozda 3,17-kat p = 0,042)
ve bak (250 uM dozda 9,03-kat p = 0,0001; 300 uM dozda 9,85-kat p = 0,046) gen
ekspresyon seviyelerinin, maruziyet grubunda kontrol gruba kiyasla anlamli derecede arttigi
gozlenirken, kaspaz-8, Bcl-2 ve bik parametreleri agisindan gruplar arasinda anlamli
herhangi bir fark bulunmadi (p > 0,05). p5S3 (250 uM dozda 3,56-kat p = 0,046; 300 uM
dozda 3,15-kat p = 0,002) ve p21 (250 uM dozda 37,57-kat p = 0,005; 300 uM dozda 23,18
kat p = 0,048) gen ekspresyon seviyeleri ise maruziyet grubunda anlamli olarak yiiksek
bulundu.

Sonug olarak, ¢alismamizda, H>O> aracili oksidatif stres ortaminin, gen diizeyinde,
bronsiyal epitel BEAS-2B hiicrelerinde, intrinsik yolak {izerinden apoptozisi indiikledigi
ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Oksidatif stres, BEAS-2B, Apoptozis, Hiicre proliferasyonu
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ABSTRACT

The Effect of Oxidative Stress on Apoptosis and Cell Proliferation

Airway diseases are one of the major health problems that affect millions of people
worldwide and put a heavy burden on the health care system and country’s economy. The
oxidative stress state caused by increased reactive oxygen species in cells is an important
pathophysiological factor of chronic airway diseases. For bronchial epithelial cells that act
as a barrier to prevent the invasion of foreign substances into the respiratory system,
prevention of this condition is very important in combating airway diseases. In our study, it
was aimed to elucidate through which pathway oxidative stress-mediated apoptosis occurs
at the gene level under oxidative stress conditions in human bronchial epithelial cell line
BEAS-2B cells.

For this purpose, after suitable doses and periods were detected by exposing BEAS-
2B cells to hydrogen peroxide (H-05) at different doses (0-500 uM) and time periods (24,
48 and 72 hours), oxidative-damaged cell culture model was designed. The apoptotic
parameters of the treatment (250 and 300 uM) and control groups were evaluated by
comparing gene expression levels of; caspase-3, caspase-8, caspase-9, Bcl-2, bax, bak and
bik together with p53 and p21 which involve in the cell cycle and apoptosis junction.

In our study, oxidative damaged cell model was confirmed by spectrophotometric
measurement of malondialdehyde (MDA) level and catalase enzyme activity. MDA level
and catalase enzyme activity were significantly higher in BEAS-2B cells exposed to H20-
(250 and 300 uM) for 24 hours (p = 0,050 and p = 0,021 for MDA measurement; p = 0,021
for catalase enzyme activity measurement at 250 and 300 uM doses, respectively). Apoptotic
parameters, caspase-3 (3,24-fold p = 0,001 and 3,64-fold p = 0,038 at 250 and 300 uM doses,
respectively), caspase-9 (3,67-fold p = 0,014 and 2,73-fold p = 0,021 at 250 and 300 uM
doses, respectively), bax (4,46-fold p = 0,005 and 3,17-fold p = 0,042 at 250 and 300 uM
doses, respectively) and bak (9,03-fold p = 0,0001 and 9,85-fold p = 0,046 at 250 and 300
UM doses, respectively) gene expression levels increased significantly in the treatment group
compared to the control group. There were no significant differences between the groups in
terms of caspase-8, Bcl-2 and bik parameters (p > 0,05). Besides gene expression levels of
p53 (3,56-fold p = 0,046 and 3,15-fold p = 0,002 at 250 and 300 uM doses, respectively)
and p21 (37,57-fold p = 0,005 and 23,18-fold p = 0,048 at 250 and 300 uM doses,
respectively) were found significantly higher in the treatment group.

In conclusion, in our study, it was observed that H.O.-mediated oxidative stress rate
induced apoptosis through the intrinsic pathway at the gene level in the bronchial epithelial
BEAS-2B cells.

Keywords: Oxidative stress, BEAS-2B, Apoptosis, Cell proliferation
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1.GIRIS

Solunum yolu hastaliklari, diinya ¢apinda milyonlarca insani etkilemekte, saglik
sistemi ve iilke ekonomilerine agir yiik getirmektedir (Kocabas 2010, Oner Erkekol ve ark.
2017). Hiicrelerde artmus reaktif/rediikte oksijen tiirevlerinin (reactive oxygen species; ROS)
sebep oldugu oksidatif stres durumu, astim ve kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH)
gibi kronik solunum yolu hastaliklarinin 6nemli bir patofizyolojik faktorii durumundadir
(Tsao ve Yin 2015). Solunum sisteminde, yabanci maddelerin istilasini 6nlemek tizere bir
bariyer gorevi goren bronsiyal epitelyum hiicreleri i¢in bu durumun 6nlenmesi, solunum
yolu hastaliklariyla miicadele konusunda oldukga 6nem arz etmektedir.

Serbest radikaller; dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron tagiyan
(Karabulut ve Giilay 2016), yiiksek derecede reaktif (Gupta ve ark. 2014), kararsiz (Yarosz
ve Chang 2018) ve kisa omiirlii (Mercan 2004) yapilardir. Reaktif oksijen ve reaktif nitrojen
tiirlerini kapsayan bu yapilar, bircok endojen sistem tarafindan farkli fizyokimyasal ya da
patolojik kosullara maruziyet neticesinde, normal metabolik siirecin bir pargasi olarak
iretilmektedirler (Lobo ve ark. 2010, Gupta ve ark. 2014). Yapilarindaki eslesmemis
elektronlarin varligi, kararsiz ve yiliksek derecede reaktif olmalari, serbest radikallere
birtakim ozellikler kazandirir. Baska molekiillere elektron vererek ya da elektron alarak
oksidan ya da rediiktan gibi davranabilirler. Serbest radikallerin bu ataklar lipid, protein ve
niikleik asitler basta olmak iizere Onemli makromolekiilleri kapsamaktadir. Serbest
radikaller bu etkileri sebebiyle hiicre hasar1 ve homeostatik bozulmalara sebep olmakta ve
bir¢ok patolojik siirece zemin hazirlamaktadir (Lobo ve ark. 2010). Normal kosullar altinda,
serbest radikal seviyeleri, hiicre i¢inde bulunan antioksidan sistemler tarafindan siki bir
sekilde kontrol edilir (Yarosz ve Chang 2018). Serbest radikaller ile antioksidanlar
arasindaki bu denge, diizenli fizyolojik fonksiyonlar i¢in 6nem arz etmektedir (Lobo ve ark.
2010). Ancak bazi durumlarda firetilen serbest radikal miktar1 antioksidan kapasiteyi
asabilmektedir. Boyle durumlarda, antioksidan sistem tarafindan karsi konulamayan serbest
radikal tiirlerinin asir1 {iretimi oksidatif stres olarak adlandirilmaktadir (Pisoschi ve Pop
2015).

Icerdigi gesitli antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerine ragmen mitokondri, en

giiclii intraseliiler ROS kaynagi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Mitokondri i¢ zarinda lokalize



olan elektron tasima sistemi (ETS), elektronlar1 molekiiler oksijene sizdirabilen bir¢ok
redoks merkezi igermesi sebebiyle mitokondriyal ROS iiretiminin primer kaynagidir. Bu
durum bir¢ok dokuda, siiperoksit radikali olusmasina sebep olmaktadir. Olusan siiperoksit
yiiksek derecede reaktif hidroksil radikali iiretimiyle sonuglanabilen bir¢ok reaksiyonun
onciiliidiir. Aerobik hiicrelerde mitokondriler ayni zamanda olusan oksijen radikallerinin
zarar verici etkileri agisindan Onemli bir hedef durumundadir (Orrenius 2007). Bu
hedeflerden biri, mitokondri membraninda bulunan lipitler olup peroksidasyon iirlinleri
dogrudan membrandaki proteinlerle ya da dolayli lipit parcalariyla etkileserek membranlarin
bariyer fonksiyonlarini bozabilmektedir. Bu durum, apoptozis gibi hiicre 6liim yolaklarinda
anahtar rol oynayan sitokrom ¢ gibi pro-apoptotik faktorlerin  zar gegisini
kolaylastirmaktadir (Chen ve ark. 1995, Orrenius 2007). Apoptozis; zararl, gereksiz ya da
hasarli olan hiicrelerin programli olarak 6ldiigii fizyolojik bir siiregtir. Apoptotik siirec,
baglangicindan sonuna kadar anahtar rol oynayan kaspazlarin dahil oldugu intrinsik
(mitokondriyal) ya da ekstrinsik (6liim reseptorii) yolak araciligi ile gerceklesmektedir.
Proliferasyon ve apoptozis arasindaki denge viicutta homeostazisi saglayan onemli bir
olaydir (Hengartner 2000, Reed 2000, Ghobrial ve ark. 2005, Fulda ve Debatin 2006).

Hiicre dongiisiiniin kontrolii, gen ifadesinin diizenlenmesi, yaslanma, apoptozis,
deoksiriboniikleik asit (DNA) tamiri ve genomik kararliligin saglanmasi gibi bir¢ok hiicresel
olayda rol alan p53 proteini (Harris 1996), hiicrede gergeklesen hasara bagli olarak kararli
hale gelir ve hiicre dongiistinii durdurur. Boylelikle hiicrede hasarin onarimina imkan saglar.
Hasarin hiicrenin tamir kapasitesini astig1 durumlarda ise hiicreyi apoptozise yonlendirir
(Kogak ve ark. 2011). Bir tiimor supresér gen iirlinii olan p53 proteini, DNA hasar1 gibi
hiicresel stres kosullar1 mevcut oldugunda eksprese olur, bir transkripsiyon faktorii olarak
DNA’ya baglanir ve bir siklin bagimli kinaz inhibitorii olan p21 ekspresyonunu uyararak
hiicre dongiisiinii G1 evresinde durdurur (Surget ve ark. 2013). Eger hasar giderilemezse,
p53 proteini bik (Bcl-2 interacting killer) proteinini indiikleyerek hiicreyi apoptozise
yonlendirir (Mates ve ark. 2008).

Simdiye kadar yapilmis olan c¢alismalarda, artmis ROS’un mitokondriyal
disfonksiyona sebep oldugu ve bunun neticesinde apoptozisi uyardigi gosterilmistir (Tsao
ve Yin 2015, Tseng ve ark. 2015). Ancak, artmis ROS un apoptozisi hangi yolak araciligiyla
uyardigi ile ilgili, apoptozisin ekstrinsik ve intrinsik yolaklarina ait parametrelerinin BEAS-

2B hiicrelerinde gen diizeyinde bir arada degerlendirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir.



Mevcut ¢alismamizda, BEAS-2B hiicreleri hidrojen perokside maruz birakilarak oksidatif
hasarl1 hiicre modeli olusturuldu. Maruziyet ve kontrol gruplar1 apoptotik parametreler olan
kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9, bax (Bcl-2- associated X protein), bak (Bcl-2 antagonist or
killer), Bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma-2) ve Bik gen ekspresyon diizeyleri agisindan
kiyaslandi. Boylelikle, BEAS-2B hiicrelerinde oksidatif stres kosullar1 altinda, gen
diizeyinde, oksidatif stres aracili apoptozisin hangi yolak iizerinden gerceklestiginin
aydinlatilmas1 amaclandi. Ayrica ¢alismamizda, hem apoptozis hem de hiicre dongiisiiyle
iligkili olan p53 ve p21 gen ekspresyon seviyeleri de degerlendirilerek oksidatif stresin bu
yolaklar {izerine olan etkisi bir arada degerlendirildi. Boylelikle, pS3 proteininin p21 proteini
tizerinden hiicre dongiisiinii durdurarak mi1, yoksa bik proteini araciliiyla apoptozisi

uyararak m1 hiicresel strese yanit olusturdugu da degerlendirilmis oldu.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kronik Solunum Yolu Hastalhklar

Solunum yolu hastaliklari, diinya ¢apinda milyonlarca insani etkilemekte, saglik
sistemi ve iilke ekonomilerine agir yiik getirmektedir (Kocabas 2010, Oner Erkekol ve ark.
2017). Kronik solunum yolu hastaliklarinin biiyiik bir oranini astim ve kronik obstriiktif
akciger hastaligi (KOAH) olusturmaktadir (Oner Erkekol ve ark. 2017). KOAH, 2002
yilinda diinya ¢apinda oliime sebebiyet veren patolojiler arasinda 5. sirada yer almis, 2030
yilinda ise 4. sirada yer alacagi tahmin edilmektedir (Mathers ve Loncar 2006). Saglik
Bakanligi, Refik Saydam Hijyen Merkezi Baskanligi, Halk Sagligi Okulu’nun hazirlamis
oldugu rapora (2004) gore iilkemizde de benzer sekilde KOAH, 6lime sebebiyet veren
patolojiler arasinda 3. sirada yer almaktadir (Saglik Bakanligi 2004). Hastaliklarin kiiresel
yiikii calismasinin (Global Burden of Disease Study) 2016 yil1 verilerine gore, diinya ¢apinda
251 milyon kisinin KOAH ile miicadele ettigi (World Health Organisation 2016) ifade
edilirken, Diinya Saglik Orgiitii Aralik 2016 donemine ait verilerinde ise sadece 2015 yilinda
astim kaynakli 383.000 6liim vakasi oldugu rapor edilmistir (World Health Organisation
2016).

Solunum sisteminin sigara dumani, partikiil maddeler, agir metaller ve hava kirliligi
gibi ¢evresel kontaminasyon unsurlarina maruziyetinin, solunum yolu hastaliklarinin bu
denli carpici istatistiksel sonuglara sahip olmasinda 6nemli bir etken oldugu tartigmasizdir
(Tsao ve Yin 2015). Bu ¢evresel faktorler, solunum yolu hiicrelerinde asir1 reaktif/rediikte
oksijen tiirevleri (reactive/reduced oxygen species; ROS) tiretimine sebep olabilmektedir
(Cho ve ark. 2014). Hiicrelerde artmis ROS un sebep oldugu oksidatif stres durumu, astim
ve KOAH gibi kronik solunum yolu hastaliklarinin 6nemli bir patofizyolojik faktori
durumundadir (Tsao ve Yin 2015). Sigara kullanimi ya da partikiil madde maruziyeti gibi
cevresel kontaminasyon unsurlarinin, solunum yolu epitel hiicrelerinde hidrojen peroksit
(H202) salinimini uyardig1 bilinmektedir (Downs ve ark. 2011, Yi ve ark. 2014). Solunum
yolu epitel hiicrelerinde artan H20: seviyesi neticesinde olusan oksidatif stres durumu,
hiicrelerde apoptozisin tetikleyici faktorlerinden biri durumunda olup, oksidan ve apoptotik

belirte¢ seviyelerini arttirdigini, anti-oksidan ve anti-apoptotik belirteg seviyelerini ise



azalttigin1 rapor eden birgok ¢alisma bulunmaktadir (Antognelli ve ark. 2014, Hsia ve Yin
2015, Tsao ve Yin 2015). Solunum sisteminde yabanci maddelerin istilasini dnlemek tizere
bir bariyer gorevi géren bronsiyal epitelyum hiicreleri i¢in bu durumun 6nlenmesi, solunum
yolu hastaliklariyla miicadele konusunda olduk¢a 6nem arz etmektedir (Tesfaigzi 2006, Tsao
ve Yin 2015).

2.2. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller; dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron tasiyan
(Karabulut ve Giilay 2016), yiiksek derecede reaktif (Gupta ve ark. 2014), kararsiz (Yarosz
ve Chang 2018) ve kisa omiirlii (Mercan 2004) yapilardir. Reaktif oksijen ve reaktif nitrojen
tiirlerini kapsayan bu yapilar, bircok endojen sistem tarafindan farkli fizyokimyasal ya da
patolojik kosullara maruziyet neticesinde, normal metabolik siirecin bir parcasi olarak
tiretilmektedirler (Lobo ve ark. 2010, Gupta ve ark. 2014). Yapilarindaki eslesmemis
elektronlarin varligi, kararsiz ve yiliksek derecede reaktif olmalari, serbest radikallere
birtakim 6zellikler kazandirir. Bagka molekiillere elektron vererek ya da elektron alarak
oksidan ya da rediiktan gibi davranabilirler. Serbest radikallerin bu ataklari lipid, protein ve
niikleik asitler basta olmak iizere Onemli makromolekiilleri kapsamaktadir. Serbest
radikaller bu etkileri sebebiyle hiicre hasar1 ve homeostatik bozulmalara sebep olmakta ve
bir¢ok patolojik siirece zemin hazirlamaktadir (Lobo ve ark. 2010). Normal kosullar altinda,
serbest radikal seviyeleri, hiicre i¢inde bulunan antioksidan sistemler tarafindan siki bir
sekilde kontrol edilir (Yarosz ve Chang 2018). Serbest radikaller ile antioksidanlar
arasindaki bu denge, diizenli fizyolojik fonksiyonlar i¢in 6nem arz etmektedir (Lobo ve ark.
2010). Ancak, bazi durumlarda iiretilen serbest radikal miktar1 antioksidan kapasiteyi
asabilmektedir. Boyle durumlarda, antioksidan sistem tarafindan karsi konulamayan serbest
radikal tiirlerinin asir1 {iretimi oksidatif stres olarak adlandirilmaktadir (Pisoschi ve Pop
2015) [Sekil 2.1; (Smith ve ark. 2005)]. Yapilan galigmalar, oksidatif stresin, kanser
(Sander ve ark. 2003), nérodejeneratif hastaliklar (Uttara ve ark. 2009), diyabet (Maritim ve
ark. 2003) ve solunum yolu hastaliklar1 (Cho ve Moon 2010) gibi pek ¢ok hastalikla iliskili
oldugunu gostermistir.

Serbest radikal tiirlerinin viicuttaki tiretimi, normal metabolik olaylar ve ¢evresel

oksidan faktorlere maruz kalmamiz sebebiyle kaginilmazdir. Dolayisi ile endojen ya da



ekzojen kaynakli olusabilmektedirler (Poljsak ve ark. 2013). Serbest radikallerin en 6nemli
endojen kaynagi, mitokondri organelinde bulunan elektron transport zinciridir (ETZ). Bunun
disinda, nitrik oksit sentaz reaksiyonu, fenton reaksiyonu, mikrozomal sitokrom P450 ve
peroksizomal beta oksidasyon metabolizmalari, endojen kaynakli serbest radikal {iretimine
sebep olan biyolojik reaksiyonlara 6rnek olarak gosterilebilir (Gilca ve ark. 2007). Serbest
radikal {iretimine sebep olan ekzojen faktorler ise, sigara kullanimi, alkol, iyonize ve
ultraviyole radyasyonlari, pestisitler ve ozon gibi kirleticileri/toksinleri kapsamaktadir
(Poljsak ve ark. 2013, Pisoschi ve Pop 2015).

Hiicrelerde olusan radikallerin biiylik bir boliimii oksijen kaynaklidir. Oksijen
disinda azot (N), demir (Fe), bakir (Cu) ve siilfiir kaynakli radikaller de bulunmaktadir
(Pisoschi ve Pop 2015). Fe, Cu, manganez (Mn) ve molibden (Mo) gibi gegis metalleri
orbitallerinde eslesmemis elektron tasimalarina ragmen serbest radikal olarak kabul
edilmezler. Ciinkii, bu yapilar nispeten daha stabil olup zincir reaksiyonlarini baglatmazlar
ve hiicrede proteinlere bagli olarak bulunurlar. Ancak serbest radikal olusumunda énemli rol

oynamaktadirlar (Smith ve ark. 2005).

Antioksidanlar

Serbest

Oksidatif Stres

Sekil 2.1. Oksidatif stres

2.3. Reaktif/Rediikte Oksijen Tiirevleri

Molekiiler oksijen (O2), farkli orbitallerde paralel spin durumlu iki eslesmemis
elektrona sahip radikal karakterli bir yapidadir. Bu yap1 oksijenin en stabil formu olup
termodinamik olarak giiclii bir oksitleyici ajandir (Halliwell 2006). Molekiiler oksijen,
biradikal dogasi sebebiyle biyosferdeki en onemli elektron alicisi olma 6zelligini tasir.

Eslesmemis elektronlar1 hizli bir sekilde yapisina katarak, kisaca ROS olarak bilinen rediikte



tirevlerini olusturur (Riley 1994). Dolayisi ile ROS terimi, molekiiler oksijenden tiirevlenen,
molekiiler oksijene kiyasla daha radikal karakterli ya da bu karakterde yapilarin olusmasinda

araci olarak bilinen yapilar i¢in kullanilmaktadir (Hancock ve ark. 2001). Baslica reaktif

oksijen tiirevleri, siiperoksit radikali (O2- ), hidroksil radikali (OH-) ve hidrojen peroksittir
(H202) (Riley 1994). Reaktif oksijen tiirevleri, hiicre proliferasyonu, apoptozis ve nekroz
gibi hiicresel yolaklarin diizenlenmesinde sinyal molekiilii olarak rol almaktadir. Ayrica,
bir¢ok genin aktivasyon ya da baskilanmasini igeren hiicre sinyalizasyon olaylarinda gorev

yapmaktadir (Hancock ve ark. 2001, Poljsak ve ark. 2013).

2.3.1. Siiperoksit Radikali (O2- )

Aerobik hiicrelerde, siiperoksit radikali (O2- ), molekiiler oksijenin (O2) bir elektron
alip indirgenmesi sonucu olusur (Smith ve ark. 2005) [Sekil 2.2; (Smith ve ark. 2005)].

Q3
Oksijen

-

Stperoksit

Sekil 2.2. Molekiiler oksijenin siiperoksit radikaline indirgenmesi

Sahip oldugu tek eslesmemis elektronu sebebiyle radikal karakterlidir. Hiicrelerde
siiperoksit iiretiminin major aracilarindan biri mitokondriyal membranlar arasi alanda
lokalize olan elektron transport zinciri elemanlarindan koenzim Q (CoQ)’dur. CoQ gii¢lii bir
indirgeyici ajan olup reaksiyonda elektron vericisi olarak gorev alir. CoQ’nun tek elektronla
indirgenmis formu (CoQHe¢) mitokondriyal membranlar arasi alanda serbest olarak

bulunmaktadir. Bu yap1 ¢6zlinmiis halde bulunan molekiiler oksijene bir elektron transfer



ederek stiperoksit radikali olusturabilmektedir (Smith ve ark. 2005) [Sekil 2.3; (Smith ve
ark. 2005)].
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Sekil 2.3. Elektron transport zincirinde CoQ araciliiyla stiperoksit {iretimi

2.3.2. Hidrojen Peroksit (H202)

Serbest radikaller igerisinde en reaktif ve zarar verici olarak kabul goren hidroksil
radikali (OH¢) olusumunda arac1 olmasindan dolay1 hidrojen peroksit (H20>), bir serbest

radikal olmamasina ragmen reaktif oksijen tiirevleri sinifinda degerlendirilir.



H20>, yagdaki ¢oziinebilirligi sebebiyle membranlardan kolaylikla diflize olur. Fe
veya Cu gibi gecis metallerinin varhiginda Fenton reaksiyonu sonucu hidroksil radikali

(OHe) olusturur (Smith ve ark. 2005) [Sekil 2.4; (Smith ve ark. 2005)].

Fenton Reaksiyonu

t HoOyp ¥

Fe®

Fe®

rsOH:  +  OH-
Hidroksil Hidroksil
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Sekil 2.4. Fenton reaksiyonu

H20>, yagdaki sinirl ¢oziniirliigii sebebiyle, difiizyonu da sinirlt olan siiperoksit
anyonu varliginda ise Haber-Weiss reaksiyonu olarak adlandirilan non-enzimatik bir
reaksiyon araciligiyla hidroksil radikali (OHe ) olusturmaktadir (Smith ve ark. 2005) [Sekil
2.5; (Smith ve ark. 2005)].
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Sekil 2.5. Haber-weiss reaksiyonu

2.3.3. Hidroksil Radikali (OH* )

Hidroksil radikali (OH¢ ) son derece reaktif olup yarilanma dmrii ¢ok kisadir. Fenton
reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu H2O2’den olugmaktadir. Ayrica suyun
yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur (Smith ve ark.

2005) [Sekil 2.6; (Smith ve ark. 2005)].
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Sekil 2.6. Iyonize radyasyon etkisiyle hidroksil radikali olusumu
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Katalaz enzimi, H20.’yi suya indirgeyerek, hiicrelerde Fenton ve Haber-weiss
reaksiyonlart araciligiyla hidroksil radikali olusumuna aracilik etmesine engel olmaktadir

(Smith ve ark. 2005) [Sekil 2.7; (Smith ve ark. 2005)].

.......

Hidrojen peroksit

Katalaz

2 H,0 + O,

Sekil 2.7. H202’nin katalaz enzimi araciligiyla suya indirgenmesi

2.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Reaktif oksijen tlirevlerinin iiretimi aerobik hiicresel metabolizmanin kaginilmaz bir
sonudur. Bu yapilardan bazilar1 olduk¢a yiiksek reaktiviteye sahip olup (hidroksil radikali),
protein, niikleik asit ve lipid gibi birgok molekiilii oksidatif olarak hasara ugratabilir (Rao ve
Moller 2011).

Serbest radikallerin proteinler tizerindeki major etkisi karbonilasyondur (Rao ve
Moller 2011). Protein karbonil tiirevleri, proteinlerin a-amidasyon yolagi veya glutamil yan
zincirlerinin oksidasyonu sonucunda, oksidatif olarak parcalanmasiyla olusabilir. Bunun
sonucunda, bir a-ketoasil tiirevi araciligiyla N-terminal amino asidi bloke olmus bir peptit
olusur (Dalle-Donne ve ark. 2003). Ayrica sistein, histidin ve lizin rezidiilerinin niikleofilik
yan zincirlerinin, lipid peroksidasyonu sirasinda iiretilen aldehitler [4-hidroksi-2-nonenal,
malondialdehit, 2-propenal (akrolein)], indirgeyici sekerlerin reaksiyonu neticesinde olusan
reaktif karbonil tiirevleri (ketoaminler, ketoaldehitler, deoksiosonlar) ve proteinlerin
oksidasyon {riinleri ile sekonder reaksiyonuyla da proteinlerde karbonil gruplar
olusabilmektedir (Dalle-Donne ve ark. 2003, Ozcan ve ark. 2015). Yiiksek protein karbonil
diizeyleri, alzheimer (Lyras ve ark. 1997), romatoid artrit (Mateen ve ark. 2016), diyabet
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(Gelisgen ve ark. 2011), sepsis ve kronik bobrek yetmezligi (Sell ve ark. 2007) gibi birgok
patolojik siirecle iliskilendirilmistir.

Reaktif oksijen tiirevlerinden, yiiksek reaktiviteye sahip 6zellikteki hidroksil radikali
deoksiriboniikleik asit (DNA) ile, DNA yapisinda bulunan ¢ift baglara eklenerek veya 2-
deoksiribozun C-H (C; karbon, H; hidrojen) baglarindan ve timin yapisindaki metil
gruplarindan hidrojen atomu ¢ikararak reaksiyona girer. Primidinlerin C5-C6 ¢ift baglarina
eklenerek, C5-OH ve C6-OH radikallerini, timinin yapisindan hidrojen atomu ¢ikararak ise
allil radikali olusmasina sebep olur. Olusan bu radikaller, redoks 6zellikleri, redoks ¢evreleri
ve reaksiyon partnerlerine bagli olarak, okside ya da rediikte olduklar cesitli
mekanizmalarla sitozin glikol, timin glikol, 5-hidroksimetilurasil ve 5-formilurasil gibi ¢ok
sayida radikal karakterli iiriinlere doniisiirler. Hidroksil radikalleri ayrica piirinlerin C4, C5
ve C8 pozisyonlarma eklenerek radikal karakterli yapilar olustururlar. 8-
Hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG), bu mekanizmayla olusan ve DNA hasar gostergesi
olarak en ¢ok c¢alisilan yapidir (Cooke ve ark. 2003). Oksidatif DNA hasari, kan hastaliklari
(Senturker ve ark. 1997), nérodejeneratif hastaliklar (Alam ve ark. 1997, Lovell ve ark. 1999,
Zhang ve ark. 1999, Bogdanov ve ark. 2000), kanser (Okamoto ve ark. 1994, Matsui ve ark.
2000, Schwarz ve ark. 2001), diyabet (Krapfenbauer ve ark. 1998, Rehman ve ark. 1999) ve
hepatit (Shimoda ve ark. 1994, Kato ve ark. 2001) gibi pek ¢ok hastalikla iliskilendirilmistir.

2.4.1. Lipid Peroksidasyonu

Hiicresel homeostazin siirdiiriilmesinde, membran lipid ¢ift tabakasinin yapisal ve
fonksiyonel biitlinliigii 6nem arz etmektedir. Membran yapisinin zarar gdrmesi, sinyal
iletimi, molekiiler tanima ve tasima, zar potansiyelinin korunmasi ve hiicresel
metabolizmaya engel olarak bir¢ok patolojik siirecin baslamasina sebep olabilir (Dix ve
Aikens 1993). Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin ¢oklu doymamis/poliansatiire yag
asitlerini (Polyunsaturated fatty acids; PUFA) okside etmesi lipid peroksidasyonu olarak
bilinmektedir (Gutteridge 1995). Membran yapisinda bulunan glikolipid ve kolesterol gibi
diger lipid tiirevleri de oksidan ajanlarin hedefleri arasindadir (Girotti 1998). Ancak,
PUFA’larin yapisinda bulunan ¢ift bag, ardindan gelen C-H bagin1 zayiflatarak hidrojenin

koparilmasini kolaylastirmistir. Bu sebeple, zar lipitlerinden doymamais yag asidi zincirleri
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peroksidasyona daha hassastir (Gutteridge 1995, Ozcan ve ark. 2015). Lipid peroksidasyonu,
sitopatolojik sonuglara sebep olabilecek dejeneratif bir siire¢ olup aterogenezis, iskemi-
reperfiizyon hasar1 ve ultraviyole ile indiiklenen karsinogenez gibi bir¢ok patolojik siiregle
iliskilendirilmistir. Ayrica, oksidan tabanli kemoterapdtik ve fototerapotik ilaglarin
sitotoksik etkilerinde rol oynayabilmektedir (Girotti 1998).

Membran yapisinda bulunan PUFA’larin peroksidasyonuna neden olan reaksiyonlar
zinciri, yeterli reaktiviteye sahip bir serbest radikalin (R*) PUFA ’nin (LH) yapisinda bulunan
metil grubundan (-CH2-) bir hidrojen atomu (H’) koparmasiyla baslar (Gutteridge 1995). Bu

asama baslama evresi olarak adlandirilir (Catala 2006).

LH+Re — L.+ RH
(Le: Radikal karakterli yag asidi zinciri) (Catala 2006)

Hidrojen atomu tek elektron icerdiginden metilen gruptan bir hidrojen atomu
kopmasiyla karbon atomunda eslesmemis tek elektron kalir. Boylelikle yag asidi zinciri
radikal karakterli bir molekiile doniligsmiis olur (Le). Bu karbon merkezli radikal, konjuge
dien olusturmak tizere molekiiler olarak yeniden diizenlenir. Olusan yap1 oksijenle birlesir

ve lipid peroksil radikaline (LOO¢) donisiir (Gutteridge 1995).

L + O2 — LOO- (Catala 2006)

Lipid peroksil radikalleri, bagka bir yag asidinden hidrojen atomu koparabilme

yeteneginde olup yeni bir peroksidasyon zincirini baglatmaktadir (Gutteridge 1995).

LH +LOOs — L+ LOOH
(LOOH: Lipid hidroperoksit) (Catala 2006)

Reaksiyon sonucunda olusan LOOH reaksiyon zincirinin ilk nispeten stabil yapidaki
tiriintidiir. Lipid peroksidasyonunun stirekli baglatildig1 kosullar altinda, iki radikali ortadan
kaldirarak radikal olmayan {irtinleri (non-radical products; NRPS) olusturan bir sonlandirma

reaksiyonu bu siirecin kapsamini sinirlar (Catala 2006).
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LOO- + LOO+ —NRP (Catala 2006)

Gegis metallerinin (Me) varliginda ise, lipid hidroperoksitler, lipid peroksidasyonunu

tekrar baslatabilen radikallerin tiretilmesine sebep olabilirler (Catala 2006).

LOOH + Me™ —LOs + Me™ D"
LOOH + Me™ " -LOO- + Me™ (Catala 2006)

Oksidatif strese yanit olarak gerceklesen lipid peroksidasyonu, lipid
hidroperoksitlerin daha ileri reaksiyonlar gecirerek cok cesitli aldehitlerin olugmasiyla
sonuglanmaktadir. Bu aldehitlerden bazilari son derece reaktif olup yeni serbest radikal
etkilerinin baslamasina sebep olurlar. Bunlar arasinda en ¢ok ¢alisilani, 4-hidroksiheksenal
ve malondialdehit (MDA)’tir (Catala 2006).

Biyolojik membranlarda olusan peroksidasyon olaylari, membran akigkanligini,
potansiyelini ve iyonlara kars1 gec¢irgenligini negatif yonde etkileyerek organel igeriginin
sitoplazmaya salimasina ve dolayistyla hiicre hasari veya hiicre liimiine neden olur (Ozcan
ve ark. 2015).

Goriildugi lizere reaktif oksijen tiirevlerinin hiicrelerde birikmesi sonucu ortaya
cikan oksidatif stres durumu, son derece tehlikeli olup birgok patolojik siirecin tetikleyicisi
durumundadir. Oksidatif stresin iligkili oldugu baz1 hastaliklar, iligkili organ ve etiyolojileri
Cizelge 2.1°de (Rahal ve ark. 2014) gosterilmistir.

2.5. Mitokondriyal Oksidatif Stres

Icerdigi ¢esitli antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerine ragmen mitokondri, en
giiclii intraseliiler ROS kaynagi1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Mitokondri i¢ zarinda lokalize
olan elektron transport zinciri (ETZ), elektronlar1 molekiiler oksijene sizdirabilen birgok
redoks merkezi igermesi sebebiyle mitokondriyal ROS {iretiminin primer kaynagidir. Bu
durum bir¢ok dokuda, siiperoksit radikali olusmasina sebep olmaktadir. Olusan siiperoksit
yiiksek derecede reaktif hidroksil radikali iiretimiyle sonuglanabilen bir¢ok reaksiyonun

onciilidiir (Orrenius 2007).
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Cizelge 2.1. Oksidatif stres ile iligkili hastaliklar
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2.5.1. Elektron Transport Zinciri (ETZ)

Aerobik hiicreler enerji ihtiyaglarini karsilamak i¢in yakit olarak karbonhidrat, yag
asitleri ve amino asitleri kullanirlar. Bu yapilar hiicrelerde birtakim kimyasal reaksiyonlar
gegirerek karbondioksit (CO2) ve su’ya (H20) okside olur. Bu oksidasyon zincirinde olusan
ara lrlinler elektronlarin1 6zellesmis koenzimler olan nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD") ve flavin adenin diniikleotid’e (FAD)’a aktararak mitokondri matriksinde enerjiden
zengin indirgenmis koenzimler NADH+H ve FADH?’yi olustururlar. Bu koenzimler tagimis
olduklar1 elektronlari, mitokondri i¢ membraninda lokalize olan bir grup 6zellesmis elektron
tastyicilarina aktarir. Sisteme giren elektronlar yiiksek enerjiye sahiptir. Ancak sistem
tizerinde akarken her basamakta enerjilerinin bir kismimi kaybederler. Bu aktarim sirasinda
serbest kalan enerjinin bir bolimi adenozin difosfat (ADP) ve inorganik fosfattan (Pi)
adenozin trifosfat (ATP) sentezlenerek tutulabilir (Demirel 2014). ATP olarak
yakalanamayan serbest enerjinin kalan boliimii ise 1s1 olarak salinir. Burada redoks
reaksiyonlari ile ATP sentezi birlikte oldugundan olaya oksidatif fosforilasyon adi verilir.
Elektron transportu ve oksidatif fosforilasyon ile ATP sentezi, viicudun mitokondri tagiyan
tiim hiicrelerinde siirekli meydana gelmektedir. Bu olayin meydana geldigi biyolojik sistem
ise elektron transport zinciri (ETZ) ya da solunum zinciri olarak adlandirilmaktadir. ETZ,
viicutta farkli yakitlardan elde edilen elektronlarin oksijene iletilmelerindeki son ortak

yoldur (Champe ve ark. 2007).

Elektron transport zinciri bes ayr1 kompleks yapidan olugsmaktadir. Bunlar;

Kompleks I: NADH-Ubikinon Oksidorediiktaz/ NADH dehidrogenaz kompleksi
Kompleks I1: Siiksinat dehidrogenaz kompleksi/Siiksinat-Q Rediiktaz Sistemi
Kompleks I11: Ubikinon-sitokrom c oksidorediiktaz/ Sitoktrom bci kompleksi
Kompleks 1V: Sitokrom oksidaz/ Sitokrom a+as

Kompleks V: ATP sentaz

olarak adlandirilmaktadir. Bu yapilar mitokondri i¢ membraninda lokalize olup,

elektronegatiften (diisiik elektron ilgili) elektropozitife (yliksek elektron ilgili) dogru
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siralanmiglardir (Demirel 2014). Kompleks I-IV, elektronlarin oksijenle birleserek suya
doniismesini, kompleks V ise ATP sentezini kataliz etmektedir. Elektron transport zincirinin
her elemani bir elektron vericisinden elektronlarini alir ve zincirdeki bir sonraki tasiyiciya
verir. Protonlar ise mitokondriyal membranlar arasi araliga pompalanir. Boylece mitokondri
ic membrani yiizeyleri arasinda ortaya ¢ikan elektriksel potansiyel fark ATP sentezinde
kullanilir. Elektronlar sonunda oksijen ve protonlarla birleserek su olustururlar. Elektron
transport islemini solunum zinciri yapan bu oksijen gereksinimidir ve viicudun oksijen
tiiketiminin en biiylik boliimii burada gergeklesir (Champe ve ark. 2007). Elektron transport
sistemi ile gerceklesen ATP iiretimi kuskusuz mitokondri organelinde ger¢eklesen en 6nemli
olaydir. Bu asamada elektronlar, rediikte subsratlardan solunum zinciri elemanlari kompleks
I ve II’ye aktarilirken, kompleks III ve IV araciligiyla oksijene iletilerek su olustururlar.
Intermembraner alana pompalanan protonlar ise ADP ve inorganik fosfattan ATP
olusturmak iizere matrikse gelirler. Ancak bu olaylar zinciri esnasinda, elektronlar solunum
zincirinden sizarak oksijenle reaksiyona girebilir ve siiperoksit olusturabilir. Ayrica
protonlar da mitokondriyal membranlar arasi alandan matrikse sizarak enerjinin ATP olarak
tutulmasina engel olabilir. Mitokondriyal siiperoksit iiretimi, hiicresel oksidatif hasarin
major sebebi ve Dbir¢ok hastaligin patolojisinde altta yatan sebep olarak
degerlendirilmektedir. Siiperoksit, kendisi radikal karakterli olmanin yani sira siiperoksit
dismutaz (SOD) (mitokondri matriksinde manganez-siiperoksit dismutaz; Mn-SOD,
sitoplazma da bakir/¢inko-siiperoksit dismutaz; Cu/Zn-SOD araciliiyla) enzimi aracilifiyla
hidrojen peroksite doniisebilir. Olugan hidrojen peroksit radikal karakterli degildir. Ancak,
Fe ve Cu gibi gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu ile siiperoksit varliginda ise
Haber-weiss reaksiyonu araciligiyla son derece radikal karakterli hidroksile doéniisebilir.
Hidroksil radikali son derece tehlikeli olup, membranlarda lipit peroksidasyon kaskadin

baslatabilir, protein ve DNA gibi diger hiicresel yapilara zarar verebilir (Brand ve ark. 2004).
2.5.2. Mitokondriyal Oksidatif Stres ve Apoptozis iliskisi

Sitokrom ¢, apoptozis ve solunumda hayati role sahip bir proteindir. Saglikl
hiicrelerde lokalizasyonu mitokondriyal membranlar arasi alanda olan sitokrom c, niikleusta

kodlanmakta olup ilk etapta apositokrom c olarak sentezlenmektedir. Daha sonra sitozolden
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mitokondriyal membranlar arasi alana transloke olarak kendi sentetazi tarafindan olgun
formu olan holositokrom c¢’ye donistiiriilmektedir. Cogunlukla mitokondriyal membranlar
arast alanda hareketli eleman olarak bulunan sitokrom c, elektron transport zinciri
elemanlarindan kompleks III ve IV arasinda hayati fonksiyona sahiptir. Geriye kalan kismi
ise siki bir sekilde i¢ mitokondriyal membrana baglidir. Membrana bagli sitokrom ¢ orant
iyl tamimlanmis olmasa da total sitokrom c¢’nin %15’inden fazlasi oldugunu diisiindiiren
kanitlar bulunmaktadir (Kulikov ve ark. 2012). Bu baglantida sitokrom c¢’nin partneri,
elektrostatik ve hidrofobik baglantilarla etkilestigi i¢ mitokondriyal membran
bilesenlerinden, anyonik fosfolipid, kardiyolipindir (O'Brien ve ark. 2015). Bu etkilesimde,
kardiyolipinin sitokrom c’nin i¢ membrana baglanmasinda bir ¢apa olarak gérev gordiigii ve
solunum zincirinde proteini fonksiyonel olarak tuttugu diisiiniilmektedir (Gallet ve ark.
1997, Shidoji ve ark. 1999). Sitokrom ¢’nin mitokondri membrani1 ve kardiyolipin arasindaki
molekiiler etkilesimi infrared spektroskopi (infrared spectroscopy) (Choi ve Swanson 1995),
floresans rezonans enerji transferi (fluorescence resonance energy transfer method)
(Rytomaa ve Kinnunen 1994), proteaz sindirimi (protease digestion) (de Jongh ve ark. 1995),
siklik voltametri (cyclic voltammetry) (Salamon ve Tollin 1997), niikleer manyetik rezonans
(nuclear magnetic resonance; NMR) 6l¢iimleri (Spooner ve ark. 1993) ve yiizey plazmon
rezonans spektroskopisi (surface plasmon resonance spectroscopy; SPR) gibi birgok
yontemle gosterilmistir (Salamon ve Tollin 1996).

Kardiyolipin, mitokondri i¢ zar yapisinda bulunan bir gliserofosfolipid formudur
(Ademowo ve ark. 2017). Endoplazmik retikulum’da sentezlenen diger mitokondriyal
membran lipitlerinin aksine, sentezi i¢ mitokondri membranda, mayadan 6karyotlara yiiksek
derecede korunmus basamaklarla meydana gelir (Shen ve ark. 2015). Kardiyolipin,
mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport sistemi elemanlarini stabilize ederek
mitokondriyal ATP iiretiminin siirdiiriilmesine biiyiik katki saglar (Tian ve ark. 2012). Bu
yapinin oksidasyonunun, mitokondriyal membran gecirgenligindeki artisin ve sitokrom ¢
salimmmiyla uyarilan mitokondriyal apoptozis yolagimmin primer sebebi oldugu
diistiniilmektedir. Clinkii sitokrom c’nin kardiyolipinle olan etkilesimi, kardiyolipinin okside

forma doniismesiyle (CL-OOH) bozulmaktadir (Nomura ve ark. 2000).
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2.6. Apoptozis (Programh Hiicre Oliimii)

Hiicre 6liimii, apoptozis, nekroz ve otofaji olarak adlandirilan {i¢ temel mekanizma
araciligiyla gerceklesmektedir (Nikoletopoulou ve ark. 2013).

Apoptozis, Yunancada apo (ayri) ve ptozis (diisen) kelimelerinin birlestirilmesiyle
olusmus, sonbaharda yaprak dokiimii anlamma gelen bir kelimedir. Ik kez Kerr ve ark.
(1972) tarafindan yapilan deneysel bir calisma ile gosterilmis olup, ‘fizyolojik hiicre éliimii’
ifadesi ile tammlanmistir (Kerr ve ark. 1972).

Apoptozis ya da programli hiicre 6liimii, yaslanmig, fonksiyonunu yitirmis, diizensiz
gelismis, enfekte veya hasarli hiicreler gibi organizmada artik gereksinim duyulmayan
hiicrelerin 6zel mekanizmalarin kontrolii altinda programli olarak Sliimiidiir. Bu genetik
program, normal gelisim, doku homeostazinin siirdiiriilmesi ve etkili bir immiin sistem igin
hayati onem tasimaktadir. Bozulmus apoptotik mekanizma, ndrodejeneratif ve otoimmiin
hastaliklardan kansere kadar birgok patolojik siiregle iligskilendirilmistir (Cory ve Adams
2002, Adams 2003, Cory ve ark. 2003, Tait ve Green 2010).

Bir diger hiicre 6liim sekli olan nekroz, akut bir hasar sonucu hiicrenin sismesi,
patlamasi ve igerigini komsu hiicreler lizerine bosaltarak gii¢lii bir hasarlayici yangisal yanit
olusturmasi ile karakterizedir. Apoptotik mekanizmayla 6liime giden hiicre, nekrozdan farkli
olarak, komsularina zarar vermeden zarif bir sekilde 6liir. Hiicre biiziiliir, yogunlasir, hiicre
iskeleti yikilir, ¢cekirdek zarfi dagilir ve ¢ekirdek DNA’s1 pargalara ayrilir. Ayrica, dlmekte
olan hiicrenin iceriginden herhangi bir sizinti olugsmadan komsular1 veya makrofajlar
tarafindan hizla fagosite edilebilecegi apoptotik cisim olarak adlandirilan, hiicrenin zarlh
kiiciik yapilara boliindiigii fenotipik 6zelliklere ulasir. Dolayisi ile apoptozis, nekrozun zarar
verici etkilerini engellemekte ve Olen hiicreye ait organik bilesenlerin sindiren hiicre
tarafindan yeniden kullanimini saglamaktadir (Alberts ve ark. 2008). Otofajik mekanizmada
ise apoptozis ve nekrozdan farkli olarak otofagozom ya da otofajik vezikiil olarak
adlandirilan yapmnin de novo sentezi s6z konusudur. Sindirilecek hiicresel yapilar
cevreleyen otofagozom lizozom organeliyle birlesir ve igerik monomerlerine ayrisir
(Shintani ve Klionsky 2004). Sitozolik protein ve organellerin hiicrenin kendisi tarafinda
fagosite edildigi katabolik bir siirectir (Wang ve ark. 2018) [Sekil 2.8; (Kumar ve ark.
2013)].
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Programli hiicre 6liimii, gelisim ve farklilasmay1 sekillendirir. Ornegin, el ve ayak
parmaklarinin olusumu sirasinda, parmaklar arasindaki dokunun ortadan kaldirilmasi
apoptotik mekanizma sayesinde gergeklesir [Sekil 2.9; (Alberts ve ark. 2008)]. Programli
hiicre 6liimiiniin bir diger iyi tanimlanmis 6rnegi memeli sinir sisteminin gelisimi sirasinda
gozlenir. Gereginden fazla liretilen noronlarin %50 kadari programli hiicre 6liimii ile elimine
edilir. Hayatta kalan ndronlar, hiicre yasam sinyali olan biiyiime faktorleri salgilayarak ve
noronal hiicre 6liim programini engelleyerek kendi hedef hiicreleri ile dogru baglantilar
yapilmasi i¢in se¢ilmis olurlar (Cooper ve Hausman 2016). Saglikli eriskin bir insanda her
saatte milyarlarca hiicre, kemik iligi ya da bagirsakta apoptotik mekanizma ile elimine edilir.
Ayrica gereksinim duyulmayan yapilarin ortadan kaldirilmasini saglamaktadir. Ornegin, bir
kurbaga larvasinin, olgun kurbagaya doniisiirken kuyruk kismindaki hiicreler bu mekanizma

ile yok edilir [Sekil 2.10; (Alberts ve ark. 2008)]. Eriskin dokularda, hiicre 6liimii hiicre

boliinmesini tam olarak dengeler. Eger 6yle olmasaydi doku ya biiyiiyecek ya da kiiciilecekti
(Alberts ve ark. 2008).

Sekil 2.9. El ve ayak parmaklarinin olusumu sirasinda parmaklar arasindaki dokunun apoptotik
mekanizmayla ortadan kaldirilmasi
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Sekil 2.10. Kurbaga larvasindaki kuyruk kisminin olgun kurbagaya doniisim asamasinda apoptotik
mekanizma ile elimine edilmesi

Apoptozisten sorumlu hiicre i¢i mekanizmalarin tiim hayvan hiicrelerinde benzer
oldugu goriilmektedir. Omurgalilarda apoptotik yolakta primer etkili olan proteinler
kaspazlardwr (caspase). Bu proteinler katalitik bolgelerinde 6nemli gorev yapan bir sistein
rezidii tasidiklar1 (Cysteine), segici olarak hedef proteinleri C-uglarinda bulunan bir
aspartattan kestikleri ve enzim (-ase) gorevi yaptiklari i¢in caspase olarak adlandirilmistir.
Prokaspaz olarak sentezlenirler, belirli kisimlarinin kesilip uzaklastirilmasi sonucunda aktif
kaspaz halini alirlar. Kaspazlar bir kez etkinlestikten sonra diger 6n kaspazlari etkinlestirerek
proteoliz silsilesinin siddetlenmesine neden olurlar. Etkinlesen kaspazlarin bazilar
hiicredeki diger kilit proteinleri keser. Ornegin bazilari ¢ekirdek laminlerini keserek ¢ekirdek
laminasinin doniisiimsiiz yikimina neden olur. Bazilar1 ise DNA yikict bir enzimi etkisiz
konumda tutan bir proteini keserek DNAaz’1n serbest kalmasina ve ¢ekirdek icinde DNA’y1
kesmesine neden olurlar. Boylece hiicre kendini programli bir sekilde yikar ve 6lii hiicre
bagka hiicre tarafindan hizla alinip sindirilir. Bahsi gecen proteaz silsilesi doniisiimstizdiir,
apoptotik yolakta hiicre bir kez kritik bir noktaya ulastig1 zaman bundan geri doniis yapamaz.
Dolayisiyla programli hiicre 6lim yolagi ya hep ya hi¢ prensibine gore calismaktadir
(Alberts ve ark. 2008).

Apoptotik siiregteki kaspaz aktivasyonunda baslatici sinyale bagl olarak iki temel
yolak tanimlanmigtir (Strasser ve ark. 1995, Adams 2003). Bu yolaklardan ilki ekstrinsik
yolak olarak adlandirilmakta olup, hiicre zarindaki 6liim reseptorlerine (Tiimor nekroz
faktor; TNF ve FAS) 6liim ligandinin (TNF ve FAS) baglanmasiyla tetiklenir (Strasser ve
ark. 2000). Diger yolak ise yetersiz sitokin destegi, DNA hasar1 ya da oksidatif hasar gibi
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hiicre i¢i bir stres durumu ile tetiklenen intrinsik ya da mitokondriyal yolaktir (Adams
2003).

Di1s mitokondriyal membran biitiinliigiiniin bozulmas1 Okaryotik hiicrelerdeki
apoptotik siirecin kritik asamalarindandir (Wang 2001, Adams 2003). Dis mitokondriyal
membran ayni zamanda intrinsik ve ekstrinsik yolaklarin kavsagi olup, B-cell
leukemia/lymphoma-2 (Bcl-2) ailesi proteinlerin protein-protein ya da protein-membran
etkilesimleriyle apoptozisin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadig kritik bir noktadir (Leber
ve ark. 2010, Shamas-Din ve ark. 2013). Bcl-2 protein ailesi apoptotik siirecin merkezinde
yer almakta, pro-apoptotik ve anti-apoptotik etkiye sahip (Lovell ve ark. 2008) 30 tiyeden
olusmaktadir (Kalkavan ve Green 2018). Kaspaz aktivasyonunun ana diizenleyicileri olan
Bcl-2 protein ailesi, hiicrenin yasamasina ya da 6lmesine karar veren hakemler gibidir (Cory
ve Adams 2002). Fonksiyonlar1 ve yapilarinda korunmus Bcl-2 homoloji bolgesi (Bcl-2
homology (BH) regions) bulundurmalarina gore genel olarak ii¢ gruba ayrilmaktadirlar
(Kvansakul ve ark. 2008, Hardwick ve Youle 2009, Shamas-Din ve ark. 2013). Bu
bolge(ler), proteinin fonksiyonunun belirlenmesinde kritik olan Bcl-2 aile tiyeleri arasindaki
etkilesime aracilik eder (Lovell ve ark. 2008). Pro-apoptotik fonksiyona sahip olanlar,
homoloji bolgelerden 4’tinii (BH1, BH2, BH3 ve BH4) icerenler (Bax; Bcl-2- associated X
protein ve Bak; Bcl-2 antagonist or killer gibi) ve sadece birini (BH3) igerenler (Bid, Bad,
Noxa, Puma ve Bim gibi) olmak iizere gruplarin ilk ikisini olusturmaktadir (Kvansakul ve
ark. 2008, Hardwick ve Youle 2009, Shamas-Din ve ark. 2013).

Multi homoloji bolge bulunduran aile iiyelerinden olan Bax ve Bak, dis
mitokondriyal membranda oligomerlesmelerine ve nihayetinde dis mitokondriyal membran
gecirgenligine aracilik eden kompleks yapisal degisimler gecirirler. Bu olay neticesinde,
mitokondride membranlar arasi alanda bulunan sitokrom-c ve smac/diablo (Smac; second
mitochondria-derived activator of caspase) gibi apoptotik faktorlerin sitoplazmaya
salinmasina aracilik ederler (Wei ve ark. 2001, Annis ve ark. 2005, Shamas-Din ve ark.
2013). Bahsi gegen yapisal degisimler, Bax ve Bak proteinlerinin pro-apoptotik aktivitelerini
indiikleyen ve bu nedenle aktivatdrler olarak adlandirilan BH3 proteinlerinden tBid, Bim ve
Puma tarafindan baslatilir (Wei ve ark. 2000, Kim ve ark. 2009, Shamas-Din ve ark. 2013).
Ucgiincii grup ise, yapisinda homoloji bdlgelerinden 4’iinii igeren Bcl-2 ve Bcl-xL gibi anti-
apoptotik fonksiyona sahip proteinleri icermektedir. Bu proteinler etkilerini pro-apoptotik

etkiye sahip proteinlere baglanarak gosterirler. Bad ve Noxa ise duyarlastirict BH3 proteini
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(sensitizer BH3 proteins) olarak bilinmektedir. Bu proteinler Bcl-2 ve Bcl-xL’a baglanmak
icin yarigirlar. Boylece anti-apoptotik proteinlerin tBid ve Bim gibi aktivator proteinlere
baglanmasina engel olarak Bax/Bak aktivasyonuna katkida bulunurlar (Lovell ve ark. 2008,
Shamas-Din ve ark. 2013).

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik 6zellige sahip Bcl-2 aile iiyelerinin membrana
baglanmalar1 yapisal olarak yeniden diizenlenmelerini tetiklemektedir. Bu yapisal
degisiklikler, partnerlerine olan baglanma affinitelerini ve dolayisiyla apoptozisteki rollerini
degistirmektedir (Yethon ve ark. 2003, Kim ve ark. 2004, Annis ve ark. 2005, Dlugosz ve
ark. 2006, Peng ve ark. 2006).

2.6.1. Intrinsik/Mitokondriyal Yolak

Intrinsik ya da mitokondriyal apoptotik yolak omurgalilardaki en yaygim apoptotik
mekanizmadir. DNA hasari, biiylime faktor yoksunlugu, endoplazmik retikulum stresi ve
ROS birikimi gibi hiicresel stres faktorlerine cevap olarak aktiflesmektedir (Green ve Llambi
2015).

Mitokondri aracili apoptoziste kritik asama mitokondriyal membranlar arasi alanda
bulunan sitokrom c’nin sitoplazmaya salinmasidir (Ow ve ark. 2008). Bu siireg, dis
mitokondriyal membranda oligomerleserek gecirgenlige katki sunan pro-apoptotik
proteinlerin (Bcl-2-associated X protein; Bax ve Bcl-2 antagonist or killer; Bak) olusturmus
oldugu porlar araciligiyla gerceklesir. Salinan sitokrom c sitoplazmada bulunan apoptozis
proteaz aktive edici faktor (apoptotic protease activating factor; Apaf-1) monomerlerine
baglanarak bu monomerlerin oligomerlesmesine ve tekerlek benzeri heptamerik dATP
bagimli bir sinyal platformu haline doniismesine neden olur (Li ve ark. 1997, Tait ve Green
2010). Ayrica, Apaf-1 N-terminal kaspaz baglayici domainleri (N-terminal caspase
recruitment domains; CARD) ortaya c¢ikacak sekilde yapisal olarak degisime ugrar.
Apoptozom (6liim tekerlegi) olarak adlandirilan bu aktif kompleks yapiya daha sonra pro
formdaki baglatici kaspazlardan kaspaz-9 dahil olur. Yapiya katilarak dimerize olan kaspaz-
9 artik aktiftir (Li ve ark. 2017). Aktif kaspaz-9’un hedefi, sonlandirici kaspazlardan, kaspaz-
3 ve kaspaz-7°dir. Pro formdaki bu kaspazlar, aktif kaspaz-9 tarafindan kesilerek aktif forma
dondstirilmektedir (Green ve Llambi 2015) [Sekil 2.11; (Tait ve Green 2010)].
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2.6.2. Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik yolak, hiicre membraninda bulunan 6liim reseptorlerine [TNF reseptor
stiper ailesinden (Tumor necrosis factor receptor superfamily) Timor nekroz faktor
reseptorii 1 (Tumor necrosis factor receptor 1; TNFR1), TNF-iliskili apoptozis uyarici ligand
(TNF-related apoptosis-inducing ligand; TRAIL) ve Fas (Apo-1 ya da CD95 olarak da
bilinir) reseptorleri] kendi ligandlarinin (TNF ligand, FASL/CD95L ve TRAIL)
baglanmasiyla baslatilmaktadir (Dickens ve ark. 2012). Bu baglanti sitoplazmada bulunan
inaktif formdaki baslatic1 kaspazlardan kaspaz-8 ya da kaspaz-10’un adaptor bir protein
araciligiyla (Fas-associated death domain; FADD) reseptor-ligand kompleksine dahil
olmasina neden olur. Olusan bu kompleks 6liim uyarict sinyal kompleksi (death-inducing
signaling complex; DISC) olarak adlandirilir. Bu yapiya dahil olan kaspaz-8 ya da 10
dimerizasyon ve otoaktivasyon neticesinde aktif forma ulasir. Aktiflesen baslatici kaspaz,
kaspaz-8/10, sonlandirici kaspaz-3 ve kaspaz-7’yi keserek aktiflestirir. Bu sekilde ekstrinsik
yolak tizerinden direkt kaspaz kaskadinin aktiflestirilmesiyle apoptozise giden hiicreler Tip
1 hiicreler (T lenfositler gibi) olarak adlandirilir. Ancak, dis mitokondriyal membran
gecirgenliginden bagimsiz olarak gergeklesen bu ekstrinsik yolak, her zaman hiicre 6liimiinii
tetiklemek i¢in yeterli olmaz (Jost ve ark. 2009, Kalkavan ve Green 2018). Bazi durumlarda,
aktiflesen kaspaz-8, pro-apoptotik Bcl-2 protein ailesi tiyelerinden kisaca Bid olarak bilinen,
Bcl-2 homoloji 3 (BH3) ile etkilesen domaine sahip 6liim antagonistini [BCL-2 homology
3 (BH3)-interacting domain death agonist; BID, a BH3 domain-only protein)] (Tait ve Green
2010), keserek onu tBid (truncated) formuna doniistiiriir. tBid, Bax ve Bak’1 aktiflestirerek
dis mitokondriyal membran gegirgenligini uyarmis olur. Bu asamadan sonraki olaylar zinciri
intrinsik yolakta oldugu sekilde devam eder ve hiicre 6liimii gergeklesir [Sekil 2.11; (Tait
ve Green 2010)]. Bu ekstrinsik yolak {izerinden apoptozise giden hiicreler ise Tip 2 hiicreler
(hepatositler ve pankreatik hiicreler gibi) olarak adlandirilmaktadir (Jost ve ark. 20009,
Kalkavan ve Green 2018). Nitekim Yin ve ark (1999) yapmis olduklar1 ¢alismada yabanil
tip farelerde Fas ligandi enjeksiyonu neticesinde apoptozisin uyarildigini, Bid eksikligi
olusturulan grupta ise apoptozise direng olustugunu rapor ettiler (Yin ve ark. 1999).

D1s mitokondriyal membran gegirgenligini mitokondriyal membranlar arasi alan
proteinlerinden sitokrom ¢ ve SMAC’1n es zamanli olarak sitoplazmaya salinmasina neden
olur. SMAC, kaspaz-3 ve kaspaz-7 inhibitorii sitozolik X-bagli apoptozis protein inhibitorii
(X-linked inhibitor of apoptosis protein; XIAP) proteini ve diger IAP (inhibitor of apoptosis
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protein) proteinlerini nétralize etmektedir. SMAC i IAP’lar ilizerindeki inhibitor etkisi,
yapisindaki N-terminal AVPI motifinin BIR2 ve BIR3 domainleriyle etkilesime girmesiyle
gerceklesir. OMI/HtrA2 (48KdA) SMAC’a benzer sekilde IAP’larin nétralizasyonuyla
iliskili bir diger mitokondriyal membranlar arasi alan proteinidir. Ancak ne SMAC ne de
OMPD’nin eksiklikleri apoptozisi engellememektedir. Endoniikleaz G ve apoptozis
indiikleyici faktor (AIF) gibi diger mitokondriyal membranlar arasi alan proteinleri de dis
mitokondriyal membran gecirgenligi neticesinde sitoplazmaya salinirlar. Ancak bunlarin

kaspaz bagimsiz hiicre 6liimiiyle iliskili oldugu diistiniilmektedir (Kalkavan ve Green 2018).

2.7. p53 Proteini, Hiicre Dongiisii ve Apoptozis Yolagiyla iliskisi

p53, 393 aminoasitten olusan bir proteindir (Kogak ve ark. 2011). 17. kromozomun
kisa kolu iizerinde yaklasik 20 kilobaz’lik bir alana yayillmis 11 ekzondan olusan bir gen
tarafindan kodlanir. Bu gen Tumor protein 53 (TP53) olarak isimlendirilmektedir (Varley
ve ark. 1997, Kocgak ve ark. 2011). p53 proteini, hiicre dongiistiniin kontrol edilmesi, gen
ifadesinin diizenlenmesi, yaslanma, programli hiicre 6limi, DNA tamiri ve genomik
kararliligin saglanmasi gibi birgok hiicresel olayda rol almaktadir (Harris 1996). p53 bu
islevlerini ya transkripsiyon faktorii olarak ilgili genlerin transkripsiyonlarini diizenleyerek,
ya da diger proteinler ile veya dogrudan DNA ile fiziksel olarak etkileserek
gerceklestirmektedir (Kogak ve ark. 2011). p53 proteini, hiicrenin yasamasi ya da 6lmesi ile
iliskili yolaklarda merkezi konumda bulunmakta olup, hiicrenin mevcut durumuna gore
yasamasina ya da Olmesine karar vermektedir (Velculescu ve El-Deiry 1996). Hiicrede
gerceklesen hasara bagl olarak p53 proteini kararli hale gelir, hiicre dongiisiinii durdurur.
Boylelikle hiicrede hasarin tamirine imkan saglar. Hasarin hiicrenin tamir kapasitesini astig1
durumlarda ise hiicreyi apoptozise yonlendirir (Kogak ve ark. 2011).

p53 proteini hiicresel hasar durumunda bir transkripsiyon faktorii olarak DNA’ya
baglanir ve p21 (WAF2/Cipl) protein gen ekspresyon seviyesini uyarir. p21 proteini, hiicre
dongiistiniin GO/G1 evresinde gorev alan siklin bagimli kinazlarin islevini engelleyerek
hiicre dongiisiinii G1 asamasinda durdurur (Harris 1996). Eger hasar giderilemezse, p53
proteini BCL-2 interacting killer (Bik) proteinini indiikleyerek hiicreyi apoptozise
yonlendirir (Mates ve ark. 2008).
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Bik proteini, Bcl-2 protein ailesinin, pro-apoptotik etkiye sahip, sadece BH-3
homoloji bdlgesini igeren iiyelerinden biridir (Willis ve Adams 2005, Chinnadurai ve ark.
2008). Hiicrelerde genotoksik stres ve p53 overekspresyonu gibi stres durumlarina cevaben
uyarilir (Mathai ve ark. 2005). Bik proteininin p53 araciligiyla indiiklenmesi, mitokondriyal
apoptotik yolagin ileri asamalar1 i¢in dnem arz etmektedir. Aktiflesen bik, sitokrom c’nin
sitoplazmaya salinmasina ve nihayetinde kaspaz-3 aktivasyonuyla sonuglanan intrinsik

yolagin aktiflesmesine aracilik etmektedir (Mates ve ark. 2008).
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3.GEREC ve YONTEM

3.1.Hiicre Hatt1

Calismada, insan bronsiyal epitel hiicre hatti (BEAS-2B) kullanildi. Hiicre hatti
American Type Culture Collection (ATCC)’den temin edildi.

3.2.Ticari Kitler

Calismada protein olgtimii, RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve Real-Time PCR
asamalar1 ticari kit araciligiyla gerceklestirildi. Calismamizda kullanilan ticari kitler Cizelge

3.1.de verilmistir.

Cizelge 3.1. Ticari kitler

Ticari Kitin Adx Markasi

Pierce BCA (Bicinchoninic acid) Protein Assay Kit Thermo
miRNeasy Mini Kit Qiagen

RT? HT First Strand Kit Qiagen

RT2? SYBR Green gPCR Mastermix Qiagen
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3.3.Kimyasallar

Calismamizda kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Kimyasallar

Kimyasal Ad1 Markasi

Hydrogen peroxide solution (H20,) Sigma
Hydrochloric acid (HCL) Sigma
Sodium dihydrogen phosphate monohydrate Merck
(NaH.PO4*2H,0) ere
Sodium dodecyl sulfate (SDS) Sigma
Acetic Acid Merck
2-Thiobarbituric acid Merck
1-Butanol Merck
Pyridine Merck
1, 1, 3, 3 - Tetraethoxypropane Sigma
Trypan blue solution Sigma
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide Siama
[3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide, (MTT)] g

Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma
RPMI Medium 1640 (1X) Gibco
Dulbecco Modified Eagle Medium (1X) (DMEM) Gibco
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco

Penicillin/Streptomycin
(20.000 Units/ml pen|C|II|.n) Gibco

(10.000 pg/ml streptomycin)
Keratinocyte-SFM (1X) Gibco
Supplements for Keratinocyte-SFM

EGF Human Recombinant Gibco

Bovine Pituitary Extract
Hank’s Balanced Salt Solution (1X) (HBSS) Gibco
Tripsin-EDTA (1X) (%0.25) Gibco
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3.4.Kullanilan Cihazlar

Calismamizda kullanilan cihazlar Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Kullanilan cihazlar

Cihazin Adx Marka&Model

Karbondioksit inkiibator
Sinif II Biyogiivenlik Kabini
Isik Mikroskobu
Inverted Mikroskop
Sogutmali Santrifiij
Ultrasonik Homojenizator
Su Banyosu
-20°C Derin Dondurucu
+4°C Derin Dondurucu
Hassas Terazi
Spektrofotometre
Boncuklu Homojenizator
Sogutmali Santrifiij
Manyetik Isitict
-80°C Derin Dondurucu
Vorteks
pH Metre
Sogutmali Santrifiij
Thermal cycler
Mikrosantrifiij
Real-time PCR cycler
Otoklav

Saf su cihazi
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Thermo, HeraCell 150i
Thermo, HeraSafe KS Class |1
Novel, N-120
Nikon, Eclipse TS100
Hettich, Universal 320R
Elma, EImasonic S 40
Stuart, SWBD
Bosh
Bosh
OHAUS, Pioneer PA214C
Thermo, Multiskan Go
Qiagen, TissueLyser LT
Sigma, 3-30K
Heidolph, MR Hei-Standard
DAIHAN, SimpleFreez U500

VELP Scientfica, Classic

HANNA Instruments, HI 2211 pH/ORP Meter

Beckman Coulter, Microfuge 20R
Bio-Rad, T100
DAIHAN, Centrifuge CF-5
Qiagen, Rotor Gene Q
DAIHAN, MaXterile 47

Merck, Millipore Direct-Q® 3UV



3.5.Hiicre Kiiltiirii

BEAS-2B hiicreleri (Sekil 3.1), EGF Human Recombinant ve Bovine Pituitary
Extract igeren vasatta (Keratinocyte-SFM) %95 nem, %5 CO; ve 37°C kosullar1 saglayan
inkiibatorde (Thermo, HeraCell 1501) iiretildi. Kiiltiir vasati haftada iki kez degistirildi ve
hiicreler yeterli sayiya ulastiklarinda deneylerde kullanildi. Hiicre pasajlarinin devam
ettirilmesi isleminde %10 Fetal Bovine Serum (FBS) ve %! penisilin/streptomisin igeren

Dulbecco Modified Eagle Medium (1X) (DMEM) kullanildi.

Sekil 3.1. BEAS-2B hiicre hatti

3.6.Hiicre Sayim

Uygun kosullarda kiiltiire edilen hiicrelerin sayiminda Tripan mavisi boyasi testi
uygulandi. Buna gore, 50 mikrolitre (pul) hiicre ile 50 pl boya karistirilarak, 151k mikroskobu
(Novel, N-120) altinda hiicrelerin canliliklar1 ve sayilar1 Thoma lami (Sekil 3.2) kullanilarak
degerlendirildi. Thoma laminda bulunan 4x4’liikk karelerden olusmus iki alandaki hiicreler
sayildi. Tripan mavisi boyasi testi geregince boyayi i¢ine alip mavi renkte boyanan hiicreler

olii, boyay icine almayanlar ise canli olarak degerlendirildi. iki farkli alanda sayilan canl
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hiicre toplaminin ortalamasi alindi. Cikan say1 diliisyon faktorii ile carpilarak Thoma
lam1’nin hacmine (1mm % Imm % 0,1mm) boliindii. Boylelikle 1 ml basina diisen canli hiicre
sayis1 hesaplandi. Bu say1 1 ml’de ekilmek istenen hiicre sayisina boliinerek yeni diliisyon
faktorii elde edildi. Istenen total soliisyon hacmi yeni diliisyon faktdriine boliinerek ana

stoktan alinmas1 gereken hiicre miktart hesaplandi.

Tiefe - Depth Thoma (€
Profondeur

0,100mm

0.0025 mm?

Sekil 3.2. Thoma lamu

3.7.Hiicre Canlihg1 Analizi

BEAS-2B hiicreleri, 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina (Thermo) 50.000 hiicre/ml
olacak sekilde ve hiicre tipine uygun besiyeri (Keratinocyte-SFM 1X) igerisinde ekildi.
Hiicreler kuyucuklarin tabanint %70-80 oraninda kapladiktan sonra serumsuz vasatta 24 saat
inkiibe edildi. Daha sonra ayni vasatla hazirlanan farkli dozlarda (0-500 uM) H202’ye farkli
siirelerde (24, 48 ve 72 saat) maruz birakildi. Inkiibasyon sonunda, hiicrelerin canlilig, sar1
renkli tetrazol boya 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide’in
(MTT) metabolik aktivitenin bir gostergesi olan nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) bagimli oksidorediiktazlar araciligiyla mor renkli formazana indirgenmesi esasina
dayanan ve bu sekilde canli hiicre sayisini yansitan yontem ile degerlendirildi. Kiiltiir
kaplarinin tabanina yapisik olarak kalan hiicreler 1 mg/ml MTT (RPMI Medium 1640 (1X)
icinde ¢ozdiiriilmiis) ile 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda MTT uzaklastirildi ve
olusan formazan’in ¢6ziinebilmesi i¢in hiicreler dimethyl sulfoxide (DMSO) ile muamele
edildi. Renk degisimi spektrofotometre (Thermo, Multiskan GO) araciligiyla, 595 ve 670
nanometre (nm) dalga boylarinda 6lgiilerek, iki dalga boyu arasindaki absorbans farki alindi

(Mosmann 1983).
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3.8.Biyokimyasal Analizler

3.8.1.Malondialdehit (MDA) Analizi

Malondialdehit (MDA) analizi i¢in BEAS-2B hiicre lizat1 kullanildi. Hiicreler flask
tabanindan hiicre kaziyici ile kazindiktan sonra Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)
icerisinde deneyler yapilincaya kadar -80°C’de saklandi. Homojenizasyon islemi mekanik
olarak homojenizator (Qiagen, TissueLyser LT) araciligiyla gergeklestirildi. Lipid
peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA, aerobik sartlarda pH: 3.5’ta tiyobarbitiirik asit ile
95°C°de inkiibasyonu sonucunda pembe renkli bir kompleks olusturur. Bu kompleksin 532
nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iimii ile MDA miktar1 saptanir. Yontemde %8,1 sodyum
dodesil siilfat, %20 asetik asit (AcH) ve %0,8 tiyobarbitiirik asit (TBA) cozeltileri ile
muamele edilen 6rnek numuneleri 95°C°de inkiibe edilip sogumaya birakildi. Daha sonra, n-
biitanol/pridin ¢o6zeltisi eklenen ornek tiipleri, 4000 rpm’de santriftij edilerek st fazin
absorbans1 spektrofotometre araciligiyla (Thermo, Multiskan Go) 532 nm’de dlgiildii.

Standart grafigi ¢izilerek MDA miktar1 6nce nanomol (nmol) cinsinden belirlendi.
Daha sonra her bir ornekteki protein miktar1 Slgiilerek MDA miktart nmol/mg protein

cinsinden hesaplandi (Jain 1986).

3.8.2.MDA Standart Egrisi

MDA standart egrisi olusturmak i¢in 1, 1, 3, 3 - Tetraethoxypropane uygun miktarda
diliie edilerek 6000, 3000, 1500, 750, 375 ve 187,5 nanomolar konsantrasyonlarindaki
standart ¢oOzeltileri hazirlandi. Her bir standart c¢ozeltinin absorbans degeri 532 nm’de

Olctilerek standart egrisi olusturuldu (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. MDA standart egrisi

3.8.3.Katalaz Analizi

Katalaz analizi i¢in BEAS-2B hiicre lizat1 kullanildi. Hiicreler flask tabanindan hiicre
kaziyic1 ile kazindiktan sonra HBSS igerisinde deneyler yapilincaya kadar -80°C’de
saklandi. Homojenizasyon islemi mekanik olarak homojenizator (Qiagen, TissueLyser LT)
araciligiyla gerceklestirildi. Enzimatik aktivite tayini, H2O2’nin 240 nm’deki absorbansinin,
enzim ile etkilegsmesi sonucu zamanla azalmasina bagli olarak spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmesi esasina dayanan yontem ile degerlendirildi. Yontemde, uygun derisim ve pH’deki
tampon i¢inde (50 mmol/It fosfat tamponu, pH: 7,5) 10 mM H>O> olacak sekilde substrat
¢oOzeltisi hazirlandi. Test edilecek 0,1 ml enzim ¢dzeltisi {izerine 2,5 ml substrat ¢ozeltisi
eklendi. Reaksiyonu durdurmak i¢in iki dakika sonunda ortama 0,5 ml 1 M HCI ¢ozeltisi
ilave edildi. Kor olarak 2,5 ml fosfat tamponu (50 mmol/lt, pH: 7,5) ve 0,5 ml 1 M HCI
igeren ¢Ozelti kullanildi. H2O2’nin baslangictaki absorbansini belirlemek i¢in; 2,5 ml substrat
ve 0,5 ml 1 M HCl igeren ¢ozeltinin absorbansi 6l¢iildii. Proteinin neden olacagi absorbansi
belirlemek i¢in ise 0,1 ml enzim ¢ozeltisi, 2,5 ml fosfat tamponu ve 0,5 ml 1 M HCI igeren
¢oOzeltinin absorbansi Olgiildii. Biitiin absorbans Ol¢limleri 240 nm’de gergeklestirildi

(Thermo, Multiskan Go) (Aebi ve ark. 1974, Aebi 1984, Lartillot ve ark. 1988).
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Enzimin net absorbansi (A) asagida verilen formiile gére hesaplandi.

A= (As + At) - Ar
As: H20O2’nin baslangigtaki absorbansi
At: Proteinin neden olacagi absorbans

Ar: Reaksiyon tiipiiniin absorbansi

Enzim aktivitesinin IU/ml cinsinden hesaplanmasinda agagidaki formiil kullanildi.
Akt=A xVt/gxtx Ve

Akt: Enzim aktivitesi (IU/ml)

Vt: Toplam reaksiyon hacmi (ml)

Ve: Kullanilan enzim ¢6zeltisinin hacmi (ml)

€ : H202 nin molar ekstinksiyon katsayis1 (0,0396 cm?/umol)

t: Reaksiyon siiresi (dakika)

Her bir 6rnekteki protein miktari olgiilerek enzim aktivitesi IU/mg protein olarak

hesaplanda.

3.8.4.Total Protein Olciimii

Biyokimyasal analizlerde (Katalaz enzim aktivitesi ve MDA diizeyi) normalizasyon
hesaplamalari igin total protein 6l¢iimii ticari kit (Thermo; Pierce BCA (Bicinchoninic acid)

Protein Assay Kit, Catalog number:23225) kullanilarak yapildi.

Kit icerigi
BCA Reagent A, 2x500 ml

BCA Reagent B, 25 ml

Albumin Standard Ampules, 2 mg/ml, 10x1 ml
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Protokol

1- Ilk olarak BCA Reagent A/BCA Reagent B 50/1 oraninda olacak sekilde drnek

sayisina gore hesaplanarak karistirildi ve BCA Working Reagent soliisyonu

hazirlandi.

2- Asagidaki tabloda verilen hacimlere uygun olarak standart soliisyonlar1 hazirlandi.

Standart
tiipleri

A 0
B 125
C 325
D 175
E 325
F 325
G 325
H 400
| 400

3-

Diliient hacmi (ul)

BSA (Bovine serum albumin)
kaynagi ve hacmi (ul)

Stoktan 300

Stoktan 375

Stoktan 325
B tiipiinden 175
C tiipiinden 325
E tiipiinden 325
F tiipiinden 325
G tiipiinden 100

0=Blank

Final BSA
konsantrasyonu (ng/ml)

2000

1500
1000
750
500
250
125
25

0=Blank

Hazirlanan standart soliisyonlar1 duplike olarak her mikroplaka (mikroplate)

kuyusuna 25 pl olacak sekilde pipetlendi.

Daha sonra protein konsantrasyonu bilinmeyen 6rnekler her kuyuya 25 pl olacak

sekilde pipetlendi.

Her kuyuya 200 ul BCA Working Reagent soliisyonu pipetlendi ve mikroplaka 30

saniye boyunca yavasca ¢alkalandi.

Mikroplaka nin iizeri kapatildi ve 30 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edildi (Thermo,

HeraCell 150i).

Mikroplaka’nin 1s1s1 oda 1sisina ulastifinda 562 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim

(Thermo, Multiskan Go) yapildi.
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3.9.RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

RNA izolasyonu igin hiicreler flask tabanindan Tripsin-EDTA (1X) (% 0,25) ile
kaldirilarak toplandi. RNA izolasyonu (Qiagen; miRNeasy Mini Kit, Catalog number:
217004) ve cDNA sentez (Qiagen; RT2 HT First Strand Kit, Catalog number: 330411)

asamalari ticari kit aracilifiyla yapildi.

3.9.1.RNA izolasyonu

Kit icerigi
RNeasy® Mini Spin Columns

Collection Tubes (1,5 ml)
Collection Tubes (2 ml)

QIAzol ® Lysis Reagent* 50 ml
Buffer RWT*+ 15 ml

Buffer RPE} 11 ml

RNase-Free Water 10 ml

Protokol

1- Hasat edilen hiicrelerin iizerine 700 pl QIAzol Lysis Reagent pipetlendi ve iyice
pipetaj yapildi.

2- Homojenat 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

3- 140 pl kloroform eklenerek tiipiin agzi kapatildi ve 15 saniye boyunca hizlica
calkalanda.

4- Tipler 2-3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

5- Tiipler 15 dakika boyunca 12.000*g’de santrifiij edildi.

6- Ust fazlar yeni collection tiiplere alind, tiipteki stv1 hacminin 1,5 kat1 kadar %100

etil alkol pipetlenerek pipetaj yapildi.
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7- 700 pl hacimde 6rnek soliisyonu 2 ml’lik collection tiipler i¢cindeki yeni RNeasy®
Mini Spin Column tiiplere aktarildi. Tiiplerin agz1 kapatilarak oda sicakliginda
>8000*g’de 15 saniye boyunca santrifiij edildi.

8- RNeasy® Mini Spin Column tiiplerinin i¢ine 700 pl Buffer RWT pipetlendi.
Tiiplerin kapaklar1 kapatildi ve > 8000*g’de 15 saniye boyunca santrifiij edildi.

9- RNeasy® Mini Spin Column tiiplerinin igine 500 pl Buffer RPE pipetlendi. Tiiplerin
kapaklar1 kapatildi ve > 8000*g’de 15 saniye boyunca santrifiij edildi.

10- RNeasy® Mini Spin Column tiiplerinin i¢ine 500 ul Buffer RPE pipetlendi. Tiiplerin
kapaklar1 kapatildi ve > 8000*g’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi.

11- RNeasy® Mini Spin Column tiipleri yeni 2 ml’lik collection tiiplere transfer edildi.
Tiipler 1 dakika boyunca yiiksek devirde santrifiij edildi.

12- RNeasy® Mini Spin Column tiipleri yeni 1,5 ml’lik collection tiiplere transfer edildi.
Tiiplerin dogrudan membranlar1 tizerine 30-50 pl RNase-Free Water pipetlendi.
Tiipler kapatildi, > 8000*g’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi.

3.9.2.cDNA Sentezi

Kit icerigi
Buffer GE2 (gDNA elimination buffer), 80 nl

BCS Reverse Transcriptase Mix, 80 pl

Protokol
1- 6 ul BC5 Reverse Transcriptase Mix soliisyonu konan tiiplerin her birine 10 ul kendi
RNA 6rnegi pipetlendi.
2- Her tiipe 4 ul RNase-Free Water pipetlendi.
3- Tiipler kapatildi, asagida verilen kosullarda inkiibe edildi (Bio-Rad, T100).

42°C 15 dakika

95°C 5 dakika
4°C o
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4- Inkiibasyon sonrast her tiipe 90 pl RNase-Free Water pipetlendi. Ornekler

kullanilincaya kadar uygun kosullarda saklandi.

3.10.Real-Time PCR

Bu asamada ticari kit ile elde edilen cDNA oOrnekleri kullanildi. Real-Time PCR
deneyleri ticari kit (Qiagen; RT2 SYBR Green gPCR Mastermix, Catalog Number: 330501)
ve ticari olarak satin alinan primer’ler (Qiagen) kullanilarak gerceklestirildi. Deney sonuglari

kat degisimi (Fold-change) olarak verildi.

Kit icerigi
HotStart DNA Taqg Polymerase
PCR Buffer

dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

SYBR Green dye

Protokol
1- Her 6rnek igin, 7,5 ul SYBR Green gPCR Mastermix, 0,6 ul primer, 3,9 ul RNase-
Free Water ve 3 ul cDNA konan tiiplerin agz1 kapatildi.
2- Tiipler cihaza yerlestirilerek (Qiagen, Rotor Gene Q) uygun protokol baslatildi.

Real-Time PCR reaksiyon dongiileri Cizelge 3.4’te, reaksiyon sonucu elde edilen

amplifikasyon egrileri Sekil 3.4’te gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Real-Time PCR reaksiyon dongiileri

Asama Sicaklik (°C) Zaman Dongii
Urasil DNA Glikozilaz (UDG) 6n muamelesi 50 2 dakika 1
[k Denatiirasyon 95 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 15 saniye 40
Baglanma ve Uzama 60 1 dakika 40
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Sekil 3.4. Real-Time PCR amplifikasyon egrileri

3.11.istatistiksel Analiz

Hiicre canlilig1 ve biyokimyasal analizler ile ilgili verilerin degerlendirilmesinde IBM
SPSS Statistics 23 programi kullanildi. Gruplar i¢indeki verilerin normal dagilima uyup
uymadigr Shapiro-Wilk testiyle analiz edildi. Gruplar arasinda farkliligin olup olmadig:
Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi. p < 0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Anlamliligin hangi gruplar arasinda oldugunun belirlenmesinde Bonferroni
Diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi. Sonuglar Ortalama + Standart sapma olarak
verildi.

Real-Time PCR verilerinin istatistiksel analizi RT? profiler PCR Array Data Analysis

version 3,5 ile yapildi. Sonuglar kat degisimi (Fold-change) olarak verildi.
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4 BULGULAR

4.1.Hiicre Canlhihi@1 Analizi

Bu asamada, farkli dozlarda [0-500 mikromolar (uM)] hidrojen peroksitin (H203)
farkli stirelerde (24, 48 ve 72 saat) BEAS-2B hiicre canlilig1 iizerine olan etkisi
degerlendirilerek maruziyet dozlar1 belirlendi.

BEAS-2B hiicrelerinin farkli dozlarda (0-500 uM) H202’ye 24 saat siiresince maruz
birakilmasi neticesinde 300 ve 500 uM dozlarda hiicre canliliginin anlamli bir sekilde

azaldig1 gozlendi (p = 0,001) (Sekil 4.1).

24 saat

* ok ok
I * ok ¥
SF 50 100 150 250 300 500

Hidrojen peroksit (H,0,) (M)

!\)
(O]

N

Optik Dansite (595 nm)

o
5

o

Sekil 4.1. 24 saatlik maruziyet siiresi sonunda farkli dozlarda H,O’nin BEAS-2B hiicre canliligi iizerine olan
etkisi (***p = 0,001)

BEAS-2B hiicrelerinin farkli dozlarda (0-500 uM) H20>’ye 48 saat siiresince maruz
birakilmast neticesinde 300 ve 500 uM dozlarda hiicre canliliginin anlamli bir sekilde

azaldig1 gozlendi (p = 0,005 ve p = 0,001) (Sekil 4.2).
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48 saat
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Sekil 4.2. 48 saatlik maruziyet siiresi sonunda farkli dozlarda H,O’nin BEAS-2B hiicre canlilig: {izerine
olan etkisi (**p = 0,005 ve ***p = 0,001)

BEAS-2B hiicrelerinin farkli dozlarda (0-500 uM) H2O>’ye 72 saat siiresince maruz
birakilmas: neticesinde 500 pM dozda hiicre canliliginin anlamli bir sekilde azaldig:
gozlendi (p = 0,001) (Sekil 4.3).

72 saat

| I I l I I .
SF 50 100 150 250 300 500

Hidrojen peroksit (H,0,) (1M)

n
"

N

Optik Dansite (595 nm)

o
"

o

Sekil 4.3. 72 saatlik maruziyet siiresi sonunda farkli dozlarda H>O nin BEAS-2B hiicre canliligi iizerine olan
etkisi (***p = 0,001)
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Farkl1 dozlarda (0-500 uM) ve siirelerde (24, 48 ve 72 saat) H2O>’ye maruz birakilan
BEAS-2B hiicrelerinde, maruziyet siireleri sonunda elde edilen veriler dogrultusunda %
canlilik ve etkili konsantrasyon (Effective concentration; EC50) degerleri hesaplandi
(Cizelge 4.1). Elde edilen biitlin veriler degerlendirilerek deneyler icin 250 ve 300 uM

maruziyet dozlari, 24 saat ise maruziyet siiresi olarak belirlendi.

Cizelge 4.1. Farkli dozlarda (0-500 uM) ve siirelerde (24, 48 ve 72 saat) H0,’ye maruz birakilan BEAS-
2B hiicrelerinde % canlilik ve EC50 degerleri

%Canliik  %Canlihk %Canhlik %Canhlik %Canlihk %Canlihk %Canlilik

Kontrol 50 um 100 uM 150 uM 250 pM 300 uMm 500 uM

24 saat 100 96,5541 97,0176 94,0542 89,9798 78,4605 18,7047 364,0
48 saat 100 98,9101 98,2959 101,5567 102,4534 94,7735 12,0646 390,7
72 saat 100 103,1842 101,0888 102,2163 103,2312 102,2704 27,9698 398,7

%Canllik = Ornegin Ortalama Absorbansi*100/Kontroliin Ortalama Absorbansi
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4.2.Biyokimyasal Analizler

4.2.1.Malondialdehit (MDA) Analizi

24 saat siiresince 250 ve 300 uM dozlarinda H202’ye maruz birakilan BEAS-2B
hiicre lizat1 6rneklerinde MDA 6l¢iimii yapildi. 250 pM maruziyet dozunda MDA diizeyi
kontrol gruba kiyasla anlamli derecede yiiksek bulundu (p = 0,050) (Sekil 4.4).

MDA Analizi

A N 0o ©

MDA (nmol/mg protein)
N w I

=

SF 250
Hidrojen peroksit (H,0,) (250 pM)

Sekil 4.4. 250 uM dozda H,0;’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde MDA diizeyleri (*p = 0,050)

24 saat siiresince, 250 uM dozda H202’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde

MDA analizi istatistiksel tanimlayici verileri Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. 250 uM dozda H»0,’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde MDA analizi tanimlayici ve-
rileri

Maruziyet Ortalama + Standart sapma Ortanca p
SF 3,1734 £ 0,56587 3,0288 0,050
250 pM 6,6844 + 2,46586 7,8577
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24 saat siiresince, 300 uM maruziyet dozunda H20,’ye maruz birakilan BEAS-2B
hiicrelerinde, MDA diizeyinin kontrol gruba kiyasla anlamli derecede arttig1 gozlendi (p =
0,021) (Sekil 4.5).

MDA Analizi

MDA (nmol/mg protein)

SF 300
Hidrojen peroksit (H,0,) (300 uM)

Sekil 4.5. 300 uM dozda H20,’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde MDA diizeyleri (*p = 0,021)

24 saat siiresince, 300 uM dozda H202’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde

MDA analizi istatistiksel tanimlayici verileri Cizelge 4.3 te gosterilmistir.

Cizelge 4.3. 300 uM dozda H20,’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde MDA analizi tanimlayici ve-

rileri
Maruziyet Ortalama + Standart sapma Ortanca p
+
SF 3,3436 + 0,57380 3,4132 0,021
300 pM 4,2596 +0,44712 4,1146
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4.2.2 Katalaz Analizi

24 saat siiresince 250 ve 300 puM dozlarinda H202’ye maruz birakilan BEAS-2B
hiicre lizat1 6rneklerinde katalaz enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. 250 pM

maruziyet dozunda katalaz diizeyi kontrol gruba kiyasla anlamli derecede yiliksek bulundu
(p = 0,021) (Sekil 4.6).

Katalaz Analizi

80 *
70
60
50
40
30

20

Katalaz (U/mg protein)

10

SF 250
Hidrojen peroksit (H,0,) (250 uM)

Sekil 4.6. 250 uM dozda H,0;’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde katalaz aktivitesi (*p = 0,021)

24 saat siiresince, 250 uM dozda H202’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde

katalaz analizi istatistiksel tanimlayici verileri Cizelge 4.4’te gosterilmistir.

Cizelge 4.4. 250 uM dozda H20,’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde katalaz aktivitesi analizi ta-
nimlayici verileri

KATALAZ (250 pM)
Maruziyet Ortalama + Standart sapma Ortanca p
SF 27,9652 +9,7847 31,5427 0,021
250 pM 58,2858 + 21,7925 55,4646
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24 saat siiresince, 300 uM dozda H20;’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde,
katalaz enzim aktivitesi kontrol gruba kiyasla anlamli derecede yiiksek bulundu (p = 0,021)
(Sekil 4.7).

Katalaz Analizi

80 *
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SF 300
Hidrojen peroksit (H,0,) (300 uM)

Sekil 4.7. 300 uM dozda H»0,’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde katalaz aktivitesi (*p = 0,021)

300 uM dozda H20.’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde katalaz analizi

istatistiksel tanimlayici verileri Cizelge 4.5°te gosterilmigtir.

Cizelge 4.5. 300 uM dozda H20,’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde katalaz aktivitesi analizi ta-
nimlayici verileri

KATALAZ (300 pM)
Maruziyet Ortalama + Standart sapma Ortanca p
SF 27,9652 +9,7847 31,5427 0,021
300 pM 56,2969 +£9,2218 55,8200
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4.2.Gen Ekspresyon Analizi

24 saat siiresince 250 ve 300 uM dozlarinda H202’ye maruz birakilan BEAS-2B
hiicrelerinden elde edilen cDNA 6rnekleri kullanilarak kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9, Bcl-2,
bik, bax, bak, p53 ve p21 gen ekspresyon analizleri yapildi. Housekeeping gen olarak Beta-
aktin kullanildi. Sonuglar kat degisimi (Fold-change) olarak verildi.

Kaspaz-3 ve kaspaz-9 gen ekspresyon seviyeleri, her iki dozda, maruziyet grubunda
kontrol gruba kiyasla anlamli olarak yiiksek bulundu (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). 250 uM dozda
kaspaz-3 genindeki kat degisimi degeri 3,24 (p = 0,001); 300 uM dozda ise 3,64 kat (p =
0,038) artis olarak gozlendi. Kaspaz-9 geninde ise 250 uM dozda 3,67 (p = 0,014) 300 uM
dozda ise 2,73 kat (p = 0,021) artis olarak bulundu. Kaspaz-8 gen ekspresyon seviyesinde
ise her iki dozda anlamli herhangi bir fark gozlenmedi (250 uM dozda p = 0,068; 300 uM
dozda p = 0,518) (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).

Gen Ekspresyon Analizi
4 *

* %

Kat Degisimi

o
&

o

Kaspaz-3 Kaspaz-8 Kaspaz-9
Hidrojen peroksit (H,0,) (250 uM)

Sekil 4.8. 250 uM dozda H,0,’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 gen
ekspresyon diizeyleri (*p = 0,014 ve **p = 0,001)
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Gen Ekspresyon Analizi

3,5

2,5

Kat Degisimi

1,5

0,5

Kaspaz-3 Kaspaz-8 Kaspaz-9
Hidrojen peroksit (H,0,) (300 uM)

Sekil 4.9. 300 uM dozda H,0;’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9
gen ekspresyon diizeyleri (Kaspaz 3 igin *p = 0,038; kaspaz-9 i¢in *p = 0,021)

P53 ve p21 gen ekspresyon seviyeleri, her iki dozda, maruziyet grubunda kontrol
gruba kiyasla anlamli olarak yiiksek bulundu (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11). 250 uM dozda p53
genindeki kat degisim degeri 3,56 (p = 0,046); 300 uM dozda ise 3,15 kat (p = 0,002) artis
olarak gozlendi. p21 geninde ise 250 uM dozda 37,57 (p = 0,005), 300 uM dozda ise 23,18
kat (p = 0,048) artis olarak bulundu.
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Gen Ekspresyon Analizi
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Kat Degisimi

Sekil 4.10. 250 uM dozda H»0;’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde p53 ve p21 gen ekspresyon
diizeyleri (*p = 0,046 ve **p = 0,005)

Gen Ekspresyon Analizi
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Hidrojen peroksit (H,0,) (300 uM)

Sekil 4.11. 300 uM dozda H0;’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde p53 ve p21 gen ekspresyon
diizeyleri (*p = 0,048 ve **p = 0,002)
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Bax ve bak gen ekspresyon seviyeleri, her iki dozda, maruziyet grubunda kontrol
gruba kiyasla anlamli olarak yiiksek bulundu (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13). 250 uM dozda bax
genindeki kat degisim degeri 4,46 (p = 0,005); 300 uM dozda ise 3,17 kat (p = 0,042) artis
olarak gozlendi. Bak geninde ise 250 uM dozda 9,03 (p = 0,0001), 300 uM dozda ise 9,85
kat (p = 0,046) artis olarak bulundu. Bcl-2 ve bik gen ekspresyon seviyelerinde ise herhangi
bir anlamlilik gézlenmedi (Bcl-2 geni igin, 250 uM dozda p = 0,126; 300 uM dozda p =
0,294; bik geni i¢in, 250 uM dozda p = 0,948; 300 uM dozda p = 0,441) (Sekil 4.12 ve Sekil
4.13).

Gen Ekspresyon Analizi

kK%

Kat Degisimi

Bax Bak Bik Bcl-2
Hidrojen peroksit (H,0,) (250 pM)

O R, NWHAULION® OO

Sekil 4.12. 250 pM dozda H>O,’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde bax, bak, bik ve bcl-2 gen
ekspresyon diizeyleri (**p = 0,005 ve ***p = 0,0001)

Gen Ekspresyon Analizi
12

10

*
8
6
*
- 1N I
. [ ]
Bax Bak Bik

Bcl-2

Kat Degisimi
S

Hidrojen peroksit (H,0,) (300 uM)

Sekil 4.13. 300 uM dozda H>0;’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde bax, bak, bik ve bcl-2 gen
ekspresyon diizeyleri (Bax geni i¢in *p = 0,042 ve bak geni igin *p = 0,046)
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5.TARTISMA

Hiicrelerde artmis reaktif oksijen tiirevleri (Reactive/reduced oxygen species; ROS)
seviyesinin, mitokondriyal disfonksiyona sebep oldugu ve hiicreyi apoptozise yonlendirdigi
gesitli calismalarla ortaya konmustur (Tsao ve Yin 2015, Tseng ve ark. 2015). Ancak,
apoptotik yolagin intrinsik olarak m1 yoksa farkli bir sebeple ektrinsik olarak mi1 uyarildigi
konusunda, apoptozisin farkli yolaklarina ait parametreleri ile hiicre proliferasyon
belirteclerinin, BEAS-2B hiicrelerinde gen diizeyinde bir arada degerlendirildigi bir ¢alisma
bulunmamaktadir.

Mevcut calismamizda, BEAS-2B hiicreleri hidrojen perokside (H202) maruz
birakilarak oksidatif hasarli hiicre modeli olusturuldu. Boylelikle, BEAS-2B hiicrelerinde
oksidatif stres kosullar1 altinda, oksidatif stres aracili apoptozisin hangi yolak {izerinden
gerceklestiginin aydinlatilmasi amaclandi.

Dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron tasiyan (Karabulut ve
Giilay 2016), yiiksek derecede reaktif (Gupta ve ark. 2014), kararsiz (Yarosz ve Chang
2018) ve kisa 6miirlii (Mercan 2004) yapilar olan serbest radikaller, normal kosullar altinda
hiicrelerde bulunan antioksidan sistemler tarafindan siki bir sekilde kontrol edilmektedir
(Yarosz ve Chang 2018). Serbest radikaller ile antioksidanlar arasinda fizyolojik
fonksiyonlar agisindan olduk¢a 6nemli olan bu dengenin, serbest radikallerin lehine
bozulmasi durumunda (oksidatif stres), bu yapilar hiicrelerde DNA, protein ve lipid gibi
makro molekiillerin yapilarini ve fonksiyonlarin1 bozmaktadir. Serbest radikaller bu etkileri
sebebiyle hiicre hasar1 ve homeostatik bozulmalara sebep olmakta ve bir¢ok patolojik siirece
zemin hazirlayabilmektedir (Lobo ve ark. 2010). Nitekim yapilan ¢alismalar, oksidatif
stresin, kanser (Sander ve ark. 2003), norodejeneratif hastaliklar (Uttara ve ark. 2009),
diyabet (Maritim ve ark. 2003) ve solunum yolu hastaliklari (Cho ve Moon 2010) gibi pek
cok hastalikla iligkili oldugunu gdstermistir.

Calismamizin ilk asamasinda, BEAS-2B hiicreleri farkli doz (0-500 uM) ve siirelerde
(24, 48 ve 72 saat) H202’yle muamele edilerek maruziyet dozlari belirlendi. 24 ve 48 saatlik
maruziyet siiresi sonunda 300 ve 500 uM dozlarda hiicre canliliginin anlamli olarak azaldig:
gbzlendi (24 saatlik maruziyet siiresi sonunda p = 0,001; 48 saatlik maruziyet siiresi sonunda

300 uM dozda p = 0,005, 500 uM dozda p =0,001). 72 saatlik maruziyet siiresi sonunda ise
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sadece 500 uM dozda hiicre canliliginin anlamli bir sekilde azaldigi bulundu (p = 0,001).
Elde edilen veriler dogrultusunda % canlilik ve etkili konsantrasyon (Effective
concentration; EC50) degerleri hesaplanarak, deneyler i¢in 250 ve 300 uM maruziyet
dozlari, 24 saat ise maruziyet siiresi olarak belirlendi. Nitekim bu siire ve dozlarda oksidatif
hasar gostergesi malondialdehit (MDA) diizeyi ve anti-oksidan enzim katalaz aktivitesinin,
maruziyet grubunda kontrol gruba kiyasla anlamli olarak artig gosterdigi oksidatif hasarl
hiicre modeli olusturuldu (MDA diizeyi i¢in 250 uM dozda p = 0,050, 300 uM dozda p =
0,021; katalaz enzim aktivitesi i¢in 250 uM ve 300 uM dozda p = 0,021).

Mitokondri, i¢ zarinda bulunan elektron transport zinciri (ETZ) nedeniyle, hiicrelerde
tiretilen ROS’un primer merkezi olmasinin yani sira bu yapilarin zarar verici etkileri
acisindan ayni zamanda Onemli bir hedef durumundadir (Orrenius 2007). Oksidatif
reaksiyonlara en duyarli yapilar, membran yapisinda bulunan poliansatiire yag asitleridir
(Polyunsaturated fatty acids; PUFA) (Chen ve ark. 1995). Reaktif oksijen tiirevlerinin bir
diger onemli hedefi, mitokondri i¢ zar bilesenlerinden bir gliserofosfolipid formu olan
kardiyolipin olup normal kosullarda, sitokrom c’nin i¢ membrana baglanmasinda bir ¢apa
olarak gorev goriirken (Gallet ve ark. 1997, Shidoji ve ark. 1999), okside formu bu gorevini
yerine getirememektedir. Dolayisi ile kardiyolipin oksidasyonunun, intrinsik apoptotik
yolagin aktiflesmesinde kilit rol oynayan sitokrom ¢ salininminin primer sebebi olabilecegi
distintilmektedir (Nomura ve ark. 2000). Ciinkii yapilan g¢alismalar apoptozis indiiklii
hiicrelerde kardiyolipin miktarinin azaldigim1 (Ushmorov ve ark. 1999) ve okside
kardiyolipin miktar1 inhibe edildiginde, sitokrom c¢ saliniminin baskilandigini gostermistir
(Nomura ve ark. 2000). Buna gore, artmis ROS hiicrelerde apoptotik yolagi mitokondri
tizerinden uyartyor gibi goriinmektedir.

Gurr ve ark. (2005) BEAS-2B hiicrelerinde titanyum dioksitin (titanium dioxide;
TiO») kristal formlar1 anataz (anatase) ve rutil (rutile) maruziyeti ile indiikledikleri oksidatif
stres sonucunda, nitrik oksit (NO) ve H20. miktar1 ile oksidatif DNA hasarinin anlamli
derecede arttigimi gosterdiler (p < 0,001). Calismada, NO ve H202’nin anlamli artisinin
gozlendigi anataz dozlarinda, ¢alismamizla uyumlu olarak MDA seviyesi anlamli olarak
yiiksek bulundu (p < 0,001) (Gurr ve ark. 2005). Partikiil madde PM2.5’in, BEAS-2B
hiicreleri iizerine etkisini degerlendiren Wu ve ark. (2017), 50 ve 100 ug/ml dozlarda ve 24
saatlik maruziyet siiresi sonunda, bu maddenin ROS miktar1 (p < 0,01) ile oksidatif hasar

gostergeleri MDA diizeyi ve laktat dehidrogenaz (LDH) enzim aktivitesini anlamli olarak
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arttirdigi, anti-oksidan enzim glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesini ise anlaml1 olarak
azalttig1 yoniinde bulgular elde ettiler (p < 0,05) (Wu ve ark. 2017). Wu ve ark.’nin (2018)
Paeoniflorin’in PM2.5’e kars1 koruyucu etkisini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, PM2.5’in
BEAS-2B hiicrelerinde anlamli olarak hiicre canliligini azalttigini, ROS miktarin1 ve
oksidatif hasar gostergesi MDA diizeyini anlamli olarak arttigin1 destekleyen sonuclar elde
ettiler (p < 0,05) (Wu ve ark. 2018). Artmis ROS’un oksidan ve anti-oksidan belirtegler
tizerine olan etkisi farkli akciger hiicre hatlarinda da benzer sonuclar vermistir. H.O2’ye
maruz birakilan gesitli akciger hiicre hatlarinda, maruziyet gruplarindaki anlamli ROS
artisina MDA diizeyinin de eslik ettigi, anti-oksidan enzimler katalaz (Sun ve ark. 2017,
Luo ve ark. 2018), GSH-Px (Luo ve ark. 2018) ve siiperoksit dismutaz (SOD) (Sun ve ark.
2017) enzim aktivitelerinin ise anlaml olarak azaldig ¢esitli ¢alismalarda rapor edilmistir.

Yabanil tip YPH250 ve BY4741 hiicrelerinde farkli dozlarda H202’nin (0,2-2 mM)
katalaz enzim aktivitesi lizerine etkisini degerlendiren ¢alismada, H,O2’nin diisiik dozlarda
(0,2 ve 0,4 mM) katalaz aktivitesini arttirirken, yliksek dozlarda enzim aktivitesini azalttigi
gosterilmistir. Calismada enzim aktivitesini arttiran H2O> dozlari, mevcut ¢alismamizdaki
deneylerde kullandigimiz dozlara yakin olup (250 ve 300 uM) sonuglarda ¢alismamizla
uyumluluk gostermektedir (Martins ve English 2014).

Calismamizda, H202 maruziyeti ile ROS olusumu indiiklenen BEAS-2B
hiicrelerinde, maruziyet ve kontrol gruplari, apoptotik parametreler kaspaz-3, kaspaz-8,
kaspaz-9, bax, bak, Bcl-2 ve bik ile hem apoptozis hem de hiicre dongiisiiyle iligkili olan p53
ve p21 gen ekspresyon diizeyleri agisindan kiyaslandi. Boylelikle, BEAS-2B hiicrelerinde
oksidatif stres kosullart altinda gerceklesen hiicre canlilig1 azalmasinin altinda yatan sebebin,
oksidatif stres uyarili apoptozisle mi yoksa hiicre dongiistiniin durmasiyla mu iligkili oldugu
degerlendirildi.

Mevcut ¢aligmamizda, pro-apoptotik parametrelerden kaspaz-3 ve kaspaz-9 gen
ekspresyon seviyelerinin, maruziyet grubunda kontrol gruba kiyasla anlamli derecede arttig1
gozlendi. 250 uM dozda kaspaz-3 genindeki kat degisimi 3,24 (p = 0,001), 300 uM dozda
ise 3,64 (p = 0,038) olarak bulunurken, kaspaz-9 geninde ise 250 uM dozda 3,67 (p = 0,014),
300 uM dozda 2,73 kat (p = 0,021) anlamli artis oldugu gosterildi. Ekstrinsik yolak iliskili
pro-apoptotik kaspaz-8 gen ekspresyon seviyesinde ise gruplar arasinda anlamli bir farklilik
gozlenmedi (p > 0,05).
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Pro-apoptotik parametrelerden kaspaz-8’in gruplar arasinda anlamsiz, kaspaz-3 ve
kaspaz-9 parametrelerinin ise gruplar arasinda anlamli farklilik gdstermesi, H20> ile
oksidatif stres uyarili BEAS-2B hiicrelerinde apoptozisin intrinsik yolak {izerinden
tetiklendigini disiindiirmektedir. Ancak, kaspaz-9 ve kaspaz-3 yolagi ayni zamanda
ekstrinsik yolakla birlesim kavsagi oldugundan, intrinsik yolak ile ilgili degerlendirmeler
icin yetersiz kalmaktadir. Bu sonucu desteklemek i¢in mevcut sonuglarin sadece intrinsik
yolaga spesifik parametreler ile desteklenmesi gerekmektedir. Nitekim ¢alismamizda bu
degerlendirme asamasinda sadece intrinsik yolaga ait pro-apoptotik bax ve bak, anti-
apoptotik Bcl-2 parametrelerinin gen ekspresyon seviyeleri de degerlendirildi. Bax ve bak
gen ekspresyon seviyeleri, maruziyet grubunda kontrol gruba kiyasla anlamli olarak yiiksek
bulundu. 250 uM dozda bax genindeki kat degisimi degeri 4,46 (p = 0,005), 300 uM dozda
ise 3,17 kat (p = 0,042) olarak gézlendi. Bak geninde ise 250 uM dozda 9,03 (p = 0,0001),
300 uM dozda ise 9,85 kat (p = 0,046) olarak bulundu. Bcl-2 ve bik gen ekspresyon
seviyeleri agisindan gruplar arasinda herhangi bir anlamlilik gézlenmedi (p > 0,05).

Dolayisi ile ¢alismamizin apoptozis ayaginda, intrinsik ve ekstrinsik yolagin kavsak
parametreleri olan pro-apoptotik kaspaz-9 ve kaspaz-3’iin gruplar arasinda artis yoniindeki
anlamli farkliligi, sadece intrinsik yolak iligkili pro-apoptotik bax ve bak parametrelerinin
anlamli artisiyla desteklenmistir. Ekstrinsik yolak iliskili pro-apoptotik parametre kaspaz-8
ile ilgili olarak gruplar arasinda herhangi bir fark gézlenmemistir. Sonuclarimiz H2O: ile
oksidatif stresin uyarildigt BEAS-2B hiicrelerinde apoptotik yolagin mitokondri (intrinsik)
tizerinden uyarildigini gostermektedir.

Literatiirde H2O> ile oksidatif stres uyarili BEAS-2B hiicrelerinde, oksidan ve anti-
oksidan profili ile intrinsik ve ekstrinsik yolak iligkili apoptotik parametrelerin bir arada
degerlendirildigi ¢alismalar olduk¢a smirli olup, biiylik oranda sonucglarimiz ile uyumlu
oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismalarda H2O> seviyesinin artigi, BEAS-2B hiicre canliligini
anlamli olarak azaltirken (Hsia ve Yin 2015), oksidatif stres iliskili ROS (Hsia ve Yin 2015)
ve okside glutatyon seviyelerini anlamli olarak arttirmistir (Antognelli ve ark. 2014, Hsia ve
Yin 2015). Rediikte glutatyon seviyesi ile anti-oksidan enzimler glutatyon peroksidaz
(Antognelli ve ark. 2014, Hsia ve Yin 2015), glutatyon rediiktaz (Hsia ve Yin 2015),
glutatyon sentetaz, glutatyon-s-transferaz ve katalaz aktiviteleri ise anlamli olarak azalmistir
(Antognelli ve ark. 2014). Ayrica, mevcut ¢alismalarda H2O> maruziyeti neticesinde BEAS-
2B apoptotik hiicre yiizdesi (Antognelli ve ark. 2014) ile pro-apoptotik parametreler kaspaz-
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3, bax (Antognelli ve ark. 2014, Hsia ve Yin 2015) ve kaspaz-8 (Hsia ve Yin 2015)
seviyelerinin anlamli olarak arttigi, anti-oksidan parametreler Bcl-2 (Antognelli ve ark.
2014, Hsia ve Yin 2015) ve Bcl-xL seviyelerinin ise anlamli olarak azaldigi gosterilmistir
(Antognelli ve ark. 2014).

BEAS-2B ve farkli bronsiyal epitel hiicre hatlari, H>O, maruziyeti ile indiiklenmis,
oksidatif, anti-oksidatif ve apoptotik profilleri agisindan kiyaslandiginda, benzer sonuglar
elde edilmistir. Triterpenik asitlerin, iki ayr1 insan bronsiyal epitel hiicre hatt1 (16HBE ve
BEAS-2B) iizerine koruyucu etkisini degerlendiren ¢alismada, 100 uM H>O> maruziyeti
neticesinde her iki hiicre hattinda hiicre canliliginin anlamli bir sekilde azaldigi, DNA
fragmantasyonunun ise anlamli bir sekilde arttig1 gosterilmistir (p < 0,05). Ayrica ROS ve
DNA oksidatif hasar gostergesi 8-Hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) seviyeleri her iki
hiicre hattinda anlamli olarak yiiksek bulunurken, glutatyon seviyesi ve Na'-K*-ATPaz
aktivitesi (mitokondriyal membran potansiyeli) her iki hiicre hattinda anlamli bir sekilde
azalmistir (p < 0,05). Ayn1 ¢alisgmada her iki hiicre hattinda Bcl-2 seviyesinin anlamli bir
sekilde azaldigi, bax ve aktif kaspaz-3 seviyesinin ise ¢alismamizda oldugu gibi anlamli
olarak arttig1 gosterilmistir (p < 0,05). Ayrica kaspaz-3 ve kaspaz-8 enzim aktiviteleri
anlamli bir sekilde artmistir (p < 0,05) (Tsao ve Yin 2015). Bir¢ok kanser tipinde anti-
oksidan ve anti-proliferatif etkisi gosterilen resveratroliin akciger kanseri hiicre hattt H460
ve BEAS-2B hiicre hatt1 iizerindeki etkisinin degerlendirildigi bir baska ¢alismada, H460
hiicrelerinin BEAS-2B hiicrelerine kiyasla resveratrol tedavisine daha duyarli oldugu
gosterildi. Calismada, resveratroliin H460 hiicrelerinde, hiicre canlilig1 ve proliferasyonunu
azaltic1 etki gosterdigi gozlenirken, apoptozisi uyardigi goézlendi. Ayrica calismamizla
uyumlu olarak apoptozise, artmis H>O> tiretimi eslik ederken, ¢alismamizdan farkli olarak
Bid ve kaspaz-8 aktivasyonunun eslik ettigi gosterildi (Wright ve ark. 2017).

Calismamizda, hiicre proliferasyonu ile iliskili p5S3 ve p21 gen ekspresyon seviyeleri,
maruziyet grubunda kontrol gruba kiyasla anlamli olarak yiiksek bulundu. 250 uM dozda
p53 genindeki kat degisim degeri 3,56 (p = 0,046), 300 uM dozda ise 3,15 kat (p = 0,002)
olarak gozlendi. p21 geninde ise kat degisim degerleri, 250 uM dozda 37,57 (p = 0,005), 300
uM dozda ise 23,18 kat (p = 0,048) olarak bulundu.

Calismamizda, hiicre dongiisii ve apoptozis yolaklarinda kavsak konumda bulunan
pS53 ve p21 protein gen ekspresyon seviyelerinin maruziyet grubunda anlamli olarak yiiksek

¢ikmasi, H2O2 nin, p53 protein aktivasyonuna aracilik ederek p21 proteini lizerinden hiicre
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dongiistinii  durdurucu etkiye sebep oldugunu gostermektedir. Dolayist ile H20»
maruziyetinin BEAS-2B hiicrelerindeki hiicre canliligini azaltic1 yondeki etkisi, pS3 proteini
tizerinden hiicre dongiisiinii durdurucu ve mitokondriyal yolak {izerinden apoptozisi uyarici
etkiye sebep olmasi nedeniyle ger¢eklesmektedir.

Literatirde, H202 maruziyetinin BEAS-2B  hiicrelerindeki p53 profilini
degerlendiren ¢alismalar oldukga sinirlidir. Lu ve ark.’in (2013) uyarilmis pluripotent kok
hiicre (Induced pluripotent stem (iPS) cells), Tera-1 ve BEAS-2B hiicre hattinda H20O2’nin
genotoksik etkisini arastirdiklar1 c¢alismalarinda, total p53 ekspresyon seviyesi
degerlendirildi. H2O> maruziyeti (100 uM) neticesinde, total p53 seviyesi iPS hiicrelerinde
akut siirecte ¢ok az artis gosterirken, kronik siirecte bu seviyenin giderek azaldigi gézlendi.
Tera-1 hiicrelerinde ise total p53 zamana bagimli bir sekilde kademeli olarak artis gosterdi.
Calismamizdan farkli olarak BEAS-2B hiicrelerinde total p53 miktarinda énemli bir artis
bulunmadi (Lu ve ark. 2013).

Solunum sisteminin sigara dumani, partikiil maddeler, agir metaller ve hava kirliligi
gibi ¢evresel kontaminasyon unsurlarina maruziyetinin (Tsao ve Yin 2015), solunum yolu
epitel hiicrelerinde H2O> salinimini uyardigi (Downs ve ark. 2011, Yi ve ark. 2014) ve artan
H20> seviyesi neticesinde olusan oksidatif stres durumunun, hiicrelerde apoptotik yolagi
tetikledigi bilinmektedir (Antognelli ve ark. 2014, Hsia ve Yin 2015, Tsao ve Yin 2015).

Calismamizda H2O; aracili oksidatif stres ortaminin, gen diizeyinde brons epiteli
BEAS-2B hiicrelerinde intrinsik yolak iizerinden apoptozisi indiikledigini gdsteren sonuglar
elde edildi. Bu veriler dogrultusunda, solunum yolu hiicrelerindeki apoptozis indiiksiyonu
sebebi olarak, mitokondriyal apoptotik yolakta anahtar rol oynayan sitokrom ¢ salinimina
aracilik eden, artan ROS’un eslik ettigi mitokondriyal membran biitiinliigliniin bozulmasi
gibi goriinmektedir. Dolayisi ile solunum sisteminde, yabancit maddelerin istilasini 6nlemek
lizere bir bariyer gorevi goren bronsiyal epitelyum hiicreleri i¢in mitokondriyal oksidatif
durumun kontrol altinda tutulmasi, solunum yolu hastaliklariyla miicadele konusunda
oldukg¢a 6nem arz etmektedir. Bu duruma engel olabilecek anti-oksidan ve anti-apoptotik
tedavilerin, normal tedavi siirecine eslik etmesinin dikkate alinmasi1 gereken onemli bir

husus oldugunu diisiinmekteyiz.
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6.SONUC

Calismamizda, hidrojen peroksit (H202) aracili oksidatif stres ortaminin, gen
diizeyinde, brons epiteli BEAS-2B hiicrelerinde intrinsik yolak iizerinden apoptozisi
indiikledigi gozlenmistir. Bu nedenle, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) ve astim
gibi solunum yolu hastaliklarinda, bronsiyal epitelyum hiicreleri i¢in mitokondriyal
oksidatif durumun kontrol altinda tutulmasi i¢in anti-oksidan ve anti-apoptotik tedavilerin,
normal tedavi siirecine eslik etmesinin dikkate alinmasi gereken 6nemli bir husus oldugunu

diisiinmekteyiz.
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