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OZET

Aksu, N. Silikozis Hastalarinda Oksisterol Diizeylerinin Degerlendirilmesi.
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji
Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2018. Silikozis, silika (SiO>)
parcaciklarinin uzun siire solunmasi sonucu akcigerlerde ortaya cikan, kalict ve
ilerleyen bir hasara yol ag¢an kronik inflamatuvar bir meslek hastaligidir. Tiirkiye'de
her yil 6nemli sayida silikozis vakasi teshis edilmektedir. Oksisteroller, kolesteroliin
oksidasyonu sonucu olusan molekiillerdir. Enzimatik ve enzimatik olmayan yollarla
meydana gelmektedir. Enzimatik olmayan (oto-oksidasyon) yolla olusan oksisterol
tirevlerinin patolojik pek¢ok durum ile iligkisi gosterilmistir ve bu nedenle
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu tez calismasi ile silikozis
hastalarinda oto-oksidasyon ile olusan oksisterol diizeylerinin degerlendirilmesi; bir
sfingolipit metaboliti olan sfingozin-1-fosfat (S1P) diizeylerinin tespit edilmesi; s6z
konusu parametrelerin yanisira indiiklenmesi olas1 lipit peroksidasyonunun da farklh
parametrelerle belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla, otooksidasyonla olusan
oksisterol tiirevlerinden 7-ketokolesterol (7-KC), 3B, 5a, 6p trihidroksi kolestan
(triol), lipid peroksidasyonunun 6nemli belirtecleri olan malondialdehit (MDA), F2-
izoprostan (F2-iP) ve hidroksinonenal (HNE) ile S1P diizeyleri 6lgtilmiistiir. Kontrol
grubunda 7-KC ve triol diizeyleri sirasiyla 20,26+1,38 ng/ml ve 13,83+1,75 ng/ml
olarak olgiiliirken, hasta grubunda sirasiyla 40,61+£2,07 ng/ml ve 16,15+£2,22 ng/ml
olarak Ol¢iilmiistiir (p<0,001). Hasta grubu plazma 4-HNE, F2-iP ve MDA
diizeylerinin hem idrar hem de plazmada kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde
daha yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,05). S1P diizeyleri ise kontrol grubu igin
67,57£16,25 ng/ml, hasta grubunda 49,05+£10,87 ng/ml olarak OSlciilmiistiir. Elde
edilen sonuglar, kolesterol oksidasyonu ve lipid  peroksidasyon
parametrelerinin silikozis hastalarinda anlamli bir sekilde yiikseldigini, SI1P
diizeylerinin ise azaldigin1 gostermistir. Yapilan c¢alisma, silikoziste lipit
metabolizmasiin etkilendigini ve oksidatif lipit hasarinin tetiklendigini, kolesterol
oksidasyonunun bu maruziyet grubunda da Onemli bir belirteg olarak
kullanilabilecegini, hastalikta lipid diizeyindeki patolojik degisimlerin hastaligin
ilerlemesinde etkili olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Silikozis, oksisterol, lipit peroksidasyonu, S1P, mesleki
hastalik

Bu tez, Hacettepe Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje no: THD-2017-13012



ABSTRACT

Aksu, N. Evaluation of oxysterol levels in silicosis patients. Hacettepe University
Health Sciences Institute, Thesis of Master of Science in Pharmaceutical
Toxicology, Ankara, 2018. Silicosis is a chronic inflammatory occupational disease
that causes permanent and progressive damage to the lungs resulting from prolonged
inhalation of silica (SiO2) particles. A significant number of silicosis cases are
diagnosed each year in Turkey. Oxysterols consist of the oxidation of cholesterol.
Oxysterols take place two different routes, enzymatic and non-enzymatic. Oxysterol
derivatives that form with non-enzymatic (auto-oxidation) pathway have been shown
to be associated with many pathological conditions and for this reason it can be used
as a biomarker. The aim of this thesis is to evaluate oxysterol levels which are
formed by auto-oxidation pathway in silicosis patients; determination of sphingosine-
1-phosphate (S1P) levels which is a sphingolipid metabolite. In addition to these
parameters, it is aimed to determine the possible lipid peroxidation by different
parameters. For this purpose, oxysterol derivatives (7-ketocolesterol (7-KC), 38, 5a,
6p trihydroxycholesterol (triol), lipid peroxidation parametrs (malondialdehyde
(MDA), F2-isoprostan (F2-iP) and hydroxynonenal (HNE) and S1P levels were
measured. In the control group, 7-KC and triol levels were measured as 20,26+1,38
ng/ml and 13,83+1,75 ng/ml, respectively, while in the patient group, 40,61+2,07
ng/ml and 16,15+2.22 ng/ml (p<0,001). The patient group was found to have
significantly higher plasma 4-HNE, F2-iP and MDA levels in both urine and plasma
compared to the control group (p<0,05). S1P levels were 67,57+16,25 ng/ml in the
control group and 49,05+10,87 ng/ml in the patient group. The results showed that
cholesterol oxidation and lipid peroxidation parameters increased significantly in
silicosis patients while a decrease in the S1P levels were observed. The study
demonstrated that lipid metabolism is affected and oxidative lipid damage is
triggered in silicosis. Therefore, cholesterol oxidation can also be used as an
important marker in this exposure group, and pathological changes in lipids may be
effective in the disease progression.

Keywords: Silicosis, oxysterol, lipid peroxidation, S1P, occupational disease

This thesis supported by Hacettepe University Scientific Projects Coordination Unit.
Project no: THD-2017-13012
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1. GIRIS

Silika, silisyum dioksit (SiO2) molekiillerinin bilesiminden olusan bir mineral
olup yer kabugunun ana bilesenlerinden biridir [1, 2]. Dogada yaygin olarak
bulunmasi ve genis kullanim alan1 nedeniyle silika maruziyeti ka¢inilmaz bir sekilde
gerceklesmektedir [3, 4]. Silikanin kristal formlari, serbest silika olarak
adlandirilmaktadir [5]. Kristal yapiya sahip olmayan ise amorf yapidaki silika olup
krital olana kiyasla akciger i¢in toksik olmayan daha az fibrojenik 6zelliktedir [2, 6,
7].

Silika igeren tozlarin uzun siireli ve fazla miktarda solunmasiyla akciger
dokusunda siddetli ters reaksiyonlar ortaya c¢ikmakta, bu durum ilerleyici akciger
hastaliklarinin olusmasina neden olmaktadir [1]. Kristalin silika, Uluslararas1 Kanser
Aragtirma Ajansi (International Agency for Research on Cancer, IARC) tarafindan
insanda kesin karsinojen oldugu bilinen maddelerin yer aldigt Grup 1’de
smiflandirilmaktadir [3, 8]. Kiristalin silikaya maruz kalma, akut silikozis,
hizlandirilmis silikozis, kronik silikozis ve konglomera silikozis gibi olumsuz
pulmoner yanitlara neden oldugu gibi sklerodermi, romatoid artrit, sistemik lupus
eritematoz, nefropati ve proliferatif glomeriilonefrit gibi sistemik ve otoimmiin
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina da yol agabilmektedir [9-11].

Silikozis, kristalin silika tozuna genelde mesleki olarak maruz kalan
bireylerin akcigerlerinde kiiciik, tipik olarak yuvarlak nodiillerin olusumu olarak
tanimlanmaktadir. Kristalin silikanin uzun siireli solunmasi ve akcigerde birikimi ile
olusan ilerleyici, oliimciil, geri dondiiriilemez ve tedavi edilemeyen fibrotik akciger

meslek hastaligi olarak da ifade edilmektedir [12, 13].

Silikozis de dahil pekcok akciger patolojisinde oksidatif stresin rolii oldugu
ifade edilmektedir [14]. Kristalin SiO2'nin yiizeyinde iiretilen reaktif oksijen
bilesiklerinin (ROB) indiiklenmesiyle oksidatif stres tetiklenmektedir [15, 16]. ROB
lipitlere, proteinlere ve niikleik asitlere saldirarak hiicresel makromolekiillere zarar
vermekte, yapisal hasarlarin olugsmasina neden olmaktadir. SiO2'ten kaynaklanan bu
okside molekiiller, hiicresel metabolizmay1 bozar ve hiicrenin normal islevlerini

kaybetmesine yol agar [16, 17].



Hiicre zarmnin 6nemli bir bileseni olan kolesterol tiim memeli dokularinda
bulunur ve yapist nedeniyle oksidasyona duyarlidir. Hiicre zarinda da bulunan
kolesteroliin oksidasyonu sonucunda oksisteroller olarak bilinen oksidasyon firiinleri
olusmaktadir. Oksisteroller, yapisal olarak kolesterole benzemekle birlikte
kolesterolden farkli olarak A veya B halkalar1 veya yan zincirinde bir veya daha fazla
oksijen iceren fonksiyonel grup igermektedir [18, 19]. Enzimatik ve enzimatik
olmayan yolla olmak tizere iki farkli yolaktan meydana gelebilmektedir. Enzimatik
olmayan (oto-oksidasyon) yolla olusan oksisterol tiirevleri, kolesterolin ROB ve
reaktif azot bilesikleri (RNB) araciligi ile oto-oksidasyona ugramasi sonucunda
olugmaktadir. Memeli dokularinda c¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunan

oksisteroller, patolojik durumlarda dokularda yiiksek diizeylere ulagabilmektedir [20,
21].

Oto-oksidasyon yolu ile olusan oksisterollerin, ateroskleroz, ndrolojik
hastaliklar ve kanser gibi hastaliklarin patogenezinde rol oynadiklar1 yapilan

caligmalarla gosterilmistir [18, 19, 22].

Oksisterol tiirevlerinin mesleki hastaliklar1 da igeren pekcok inflamatuvar
hastalikla iligkili olmasi, belli maruziyetler sonucunda olusabilecek akciger kanseri,
silikozis gibi pnomokonyozlar i¢in biyobelirteg¢ olarak kullanilabilecegini
diisiindiirmektedir. Yapilan literatiir taramasinda daha once bu hasta grubunda
oksisterol diizeylerinin degerlendirildigi bilimsel bir makaleye rastlanmamistir.

Dolayisiyla, ¢alismanin bir 6n ¢alisma olmasi s6z konusudur.

Bu tez caligmasi ile silikozis hastalarinda kolesterol oksidasyonunun roliiniin,
oto-oksidasyon ile olusan oksisterol diizeylerinin Olgiilerek degerlendirilmesi;
sfingolipitlerin metabolizmasi ile olusan polar bir metabolit olan ve hiicre zarinin
akiskanligiin diizenlenmesinde yapisal olarak énemli rol oynayan sfingozin-1-fosfat
(S1P) diizeylerinin tespit edilmesi ve hastalikla iligkilendirilmesi; s6z konusu
parametrelerin  yanisira indiiklenmesi olas1 lipit peroksidasyonunun da 4-
hidroksinonenal (4-HNE), F2-izoprostan (F2-iP), malondialdehit (MDA)

diizeylerinin Ol¢iilerek belirlenmesi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Silikanin Genel Ozellikleri ve Silikozis
2.1.1. Silikamin Genel Ozellikleri

Silika, silisyum dioksit veya silikon dioksit olarak da adlandirilan, yiiksek 1s1
ve basing altinda silikon (silisyum) ve oksijenden olusan bir molekiildiir. Yeryiiziinde
kristal ve amorf olmak iizere iki formu olan ve en fazla bulunan mineraldir (Sekil
2.2) [6]. Silikanin kristal formlari, digerlerinden ayrilabilmesi amaciyla "serbest
silika" olarak adlandirilmaktadir [5]. Amorf yapidaki silika, kristal yapiya sahip
degildir ve kristal formdakine kiyasla akciger icin toksik olmayan daha az fibrojenik
ozelliktedir [2, 6, 7].
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Sekil 2.1. Silisyum dioksit [23].

Kristalin silika; merkez atomunda silisyum ve koselerinde oksijen barindiran
tetrahedral bir yapiya sahiptir (Sekil 2.1). Kristalin silikada bulunan iki komsu
tetrahedron iki oksijen atomunu paylasir [6]. Serbest silikanin bes polimorfu
bulunmaktadir: kuvartz, tridimit, kristobalit, koesit ve sistovit'tir [7, 11]. Sistovit, saf
kristalin silikanin oktahedral yapisindan ayirt edilen baska bir polimorfudur.
Volkanik kayalarda ise kristobalit ve tridimit formlar1 bulunmaktadir [6]. Bu
polimorflar arasindaki yapisal farkliliklar biyolojik reaktiviteleri i¢cin 6nemli olarak
kabul edilmektedir ve aktivite siralamasi; kuvartz> tridimit> kristobalit> koesit>

sistovit seklindedir [11]. Biitiin bu polimorflar fibrojeniktir ve saglik {izerine toksik



etkileri bulunmaktadir. Mesleki maruziyetlerin ¢ogunda en yaygin olarak goriilen
kuvartz silikadir [7, 11].

Silika, bir kum tanecigine kiyasla ¢ok daha kiiglik parcaciklara sahiptir.
Solunabilir formdaki silika, 10 pum'den daha kiiglik ¢apa sahip pargaciklardan
olugmaktadir. Oldukga kiigiik olan bu parcaciklar, burun ve bogazda daha az oranda
tutulmaktadir ve dogrudan akcigerlere ulasma olasiliklar1 daha yiiksektir [2].
Kristalin silika, 1997 yilinda, IARC tarafindan insanlar i¢in grup 1 karsinojen olarak
smiflandirilmistir [6, 24].

Kristal 810, Amorl 510,
° Oksijen
& Silisyum

Sekil 2.2. Kristalin ve amorf formundaki silisyum dioksit [23].

Su varliginda, silikanin yiizeyi, silanol gruplarini (-SiOH) olusturmak {izere
hidratlanmaktadir. Kristalin silikanin biyolojik membranlara yiiksek reaktivite
gostermesinin, bu ylizey silanol gruplarinin 6zelliklerinden kaynaklandig:
diisiiniilmektedir [11]. S6z konusu reaktivite farkli teorilerle agiklanmaktadir. ilk
teori, -SIOH gruplarimin hidrojen dondrleri olarak, ¢ogu biyolojik makromolekiiliin
sahip oldugu oksijen veya azot tiizerindeki hidrojen alicilart olan yalmz ¢ift
elektronlart ile etkilesime girmesidir. Silika ve biyolojik membranlar arasinda
hidrojen baglarinin olusumu giiclii bir etkilesime ve dolayisiyla olas1 hasara neden
olur [11]. ikinci bir teori, silikanin yiizeyinin negatif yiiklii olmasidir. pH 7.0'de, 30 -
SiOH grubundan 1’i negatif yiiklidiir (-SiO”). Negatif yiikli silika partikiilleri
alveoler makrofajlar tizerindeki radikal siipiiriicii reseptorler ile kuvvetle reaksiyona
girecek ve ROB ve inflamatuvar sitokinlerin olusumunu aktive eder [11, 25, 26].

Ucgiincii bir teori ise silika 6giitme, kaya delme ve kumlama is alanlarinda meydana



gelen silis kristali aracilig1 ile silisyum ve silikon monooksit radikalleri (Sie ve SiO¢)

olusmas1 ve bunlarin da oksidatif hasari tetiklemesidir [25, 27, 28].
2.1.2. Silika Maruziyeti

SiO2, yer kabugunun temel bileseni olup, yaklasik olarak %901
olusturmaktadir ve farkli kayalar (kum tasi, granit, arduvaz tasi gibi) igerisinde
%20’den %100’e kadar degisen oranlarda bulunmaktadir [5]. Kiristalin silikaya
cevresel maruziyet, toprakta fazla miktarda bulunmasi nedeniyle yaygindir. Silika,
kurak, rlizgarli hava kosullarinda veya tarim, sehir ve insaat faaliyetleri sirasinda
havaya karigabilmektedir. Ciftlik hayvanlarinin ve insanlarin akcigerlerinde, ¢evresel
silika ve solunan havadaki karisik toz maruziyetine bagh olarak akciger fibrozu ve
pulmoner degisiklikler gézlenmistir [11, 29].

Is Giivenligi ve Sagh@ Idaresi (Occupational Safety and Health
Administration, OSHA)'ya gore, iscilerin beton, duvar, fayans ve kaya gibi silika
iceren malzemeleri kesme, zimparalama, ezme veya delme islemleri sirasinda da
maruz kalma s6z konusu olmaktadir [2]. Madenler, tas ocaklari, sondaj ¢alismalari,
tiinel caligmalar1 ve kumlama yapilan is yerlerinde de silika partikiillerine solunum
yoluyla maruz kalinmaktadir. Insaat iscilerinde, ¢imento ve beton iiretiminde, cam
imalatinda, yol yapiminda, ¢O0mlek yapiminda, dokim islerinde, dis
laboratuvarlarinda ve tarimla ugrasanlar da silikaya maruziyet acisindan risk
grubudur [5]. Tablo 2.1'de, silika maruziyetinin s6z konusu oldugu bazi meslek

gruplarinin ve endiistri alanlarinin listesi sunulmaktadir.



Tablo 2.1. Mesleki ve Endiistriyel Silika Maruziyeti [2].

MESLEK GRUPLARI ENDUSTRI

Kumlama/Taslama Gemi Yapimi, Demircilik,
Insaat / Boyama

(Boyal1 Yiizeylerin Temizlenmesi)

Madenci Yeralt1 Madenciligi

Degirmenci

Silika Unu Degirmenleri

Seramik Iscisi Comlekgilik Ve Seramik
Camci Cam Uretimi
Granit Ocag Iscisi Ocaklarda Madencilik
Kum Taglama Endiistriyel Kum
Tas Taglama Granit Endiistrisi (Anitlar)
Dokme, Silkeleme, Piiskiirtme Dokiimhane

Diinya genelinde, mesleki yolla silikaya maruz kalan milyonlarca is¢inin var
oldugu tahmin edilmektedir [2]. Silika igeren kumun birgok islemde kullanima uygun
olmasi1 ve ucuzlugu nedeniyle kristalin silikaya maruziyet tiim diinyada oldugu gibi
tilkemizde de oldukga yaygindir [5]. Silika maruziyetinin oldugu bir¢ok meslek
grubu ve endiistri alan1 bilinmekle birlikte yeni maruz kalma durumlart olusmaya
devam etmektedir. Ornegin, petrol ve gaz kuyularinmn hidrolik kirilmasindan
(pargalanmasindan) olusan silika maruziyeti son doénemde belirlenen yollardan
biridir [2].

Solunan havada bulunan kristalin silika seviyelerinin siirlandirilmasi igin
cesitli standartlar mevcuttur. Is Giivenligi ve Saghg Idaresi, 8 saatlik bir ¢aligma
sliresi iginde silika maruziyeti igin izin verilebilir maruz kalma smirint (permissible
exposure limit, PEL), 100 pg/m® olarak belirlemistir. Haftada 40 saatlik
calisildiginda ise Mesleki Giivenlik ve Saglik Enstitlisii (National Institute for
Occupational Safety and Health, NIOSH)'ne gore Onerilen maruz kalma simniri
(recommended exposure limit, REL) 1 giinde 10 saat i¢in 50 pg/m>tiir. Amerikan
Hikiimeti Endistri Hijyenistleri Konferanst1 (The American Conference of

Governmental Industrial Hygienists) izin verilen esik smir1 100 pg/m>tir. Kaya




delme ve taslama gibi mesleklerde oOlgiilen solunabilir kristalin silika seviyeleri,

genellikle bu standartlar1 asmaktadir [11].
2.2. Silikanin Insan Saghg Uzerine Etkileri

Silika, pekcok maddenin toksisitesinde oldugu gibi maruz kalman dozu,
siklig1 ve siiresi ile iligkili olarak doku reaksiyonlarina neden olmaktadir [30, 31].
Solunum yoluyla silikaya maruziyet; akciger fonksiyonunun azalmasi, kronik
obstriiktif akciger hastalifi (KOAH) ve silikozisin de dahil oldugu yerlesmis

pnomokonyozlar gibi farkli hastaliklar ve ¢esitli formlar ile iliskilendirilmistir [6].
2.2.1. Pnémokonyozlar

Pnémokonyozlar, is yerlerinde (genellikle) inorganik tozlarin solunmasindan
kaynaklanan parankimal akciger hastaliklaridir. Biyolojik olarak inert durumda
olmalarina ragmen bu tiir toz maddeler, gégiis rontgeni veya bilgisayarli tomografi
(Computed Tomography, CT) taramasinda goriilebilmekte ve radyolojik olarak
endise verici durumlara neden olabilmektedir. Inert olmalari nedeniyle hem klinik
hastaliklara hem de solunum fonksiyonlarindaki bozukluklara dogrudan yol
acmazlar. Ozellikle asbest ve kristalin silika basta olmak iizere diger toz maddeler
fibrojeniktir ve bu nedenle sebep olduklari hasar, tozun kendisinden ziyade
solunmasiyla indiiklenen fibrozdan kaynaklanmaktadir. Klasik olarak bu 6zellikler,
karakteristik radyolojik bulgulara ve akciger fonksiyonunda kayiplara yol agar; daha
da 6nemlisi, hasara neden olan minerallere maruz kalinma durumu ortadan kalksa da

hasarin daha sonra ilerlemesi devam edebilir [32].

Pnémokonyozun tipik olarak cevresel ve mesleki nedenlerinin baslicalar
silika parcaciklari ve asbest lifleri olarak bilinmektedir [32-34]. Pnomokonyozlu
hastalar, kronik bronsit, amfizem ve akciger fibrozu gibi solunum komplikasyonlari
yanisira, silikozis hastalarinda genellikle komplike otoimmiin hastaliklar ve asbeste
maruz kalan hastalarda ise plevral mezotelyoma ve akciger kanseri gibi malign
hastaliklar ortaya ¢ikabilmektedir [33]. Birlesik Krallik'ta ve benzer iilkelerde asbest,
pnomokonyozun en yaygin seklidir. Bunlarin diginda, daha nadir goriilen

pnomokonyoz tipleri arasinda kalay (kalay dumanindan), siderosis (demir),



berylliosis (berilyum), sert metal hastalig1 (kobalt) ve komiir is¢isi pndmokonyozu

yer almaktadir [32].
2.2.2. Silikozis

Mesleki olarak silika maruziyeti, kiiresel olarak tiim diinyayi ilgilendiren bir
sorundur. Cogu kaya tiirtinde, o6zellikle granitler, kumtaslari, kum ve topraklarda
bulunan silika kuvartz 6zelliktedir. Kuvartz igeren malzemelerin genis kullanimindan
dolayi, isciler ¢ok c¢esitli endiistri alanlarinda mesleki olarak silikaya solunum
yoluyla maruz kalmaktadir [6].

Silikozis, kristalin silika tozuna maruz kalan insanlarin akcigerlerinde kiigiik,
tipik olarak yuvarlak nodiillerin olusumu olarak tanimlanmaktadir. Kristalin silikanin
uzun siireli solunmast ve akcigerde birikmesinden kaynaklanan potansiyel olarak
ilerleyici, 6liimciil, geri dondiiriilemez ve tedavi edilemeyen fibrotik akciger meslek
hastalig1 olarak da ifade edilmektedir [12, 13]. Hastaligin siddeti, solunan materyal
ve maruziyetin yogunlugu ve siiresi ile ilgilidir [35].

Kristalin SiO2 pargaciklarinin  boyutu yeterince kiigiikse (<10 pm),
akcigerlerin distal kisimlarina ulasabildiginden akut silikozis, hizlandirilms silikozis,
kronik silikozis ve konglomera silikozis gibi olumsuz pulmoner yanitlara neden
olabilir [2, 9, 11].

Silikozis, siklikla pulmoner 6dem, zatiirre veya tiiberkiiloz ile karistirilarak
yanlig teshis edilebilmektedir [35, 36]. Silikozis ile goriilebilen tipik otoimmiin
hastaliklar arasinda romatoid artrit (Caplan sendromu olarak da bilinir), sistemik
lupus eritematoz (Sistemik Lupus Eritematozus, SLE), sistemik skleroz ve anti-
notrofil sitoplazmik antikor ( Antineutrophil Cytoplasmic  Antibody, ANCA) ile
iligkili vaskiilit sayilabilmektedir [33, 37]. Kristal yapidaki silika tozlarinin
solunmasi, akcigerde birikmesi ve akcigerlerde bu tozlara karst olusan reaksiyon
sonucu fibrozis riski artar [5, 38, 39]. Tiiberkiiloz, siklikla silikozisin siddetlendigi
durumlarda goriilen bir komplikasyonudur [40]. Silika maruziyeti olan deney
hayvanlarinda ve maruz kalan insan popiilasyonlarinda akciger tiimdrii olusumunun
arttigy, silikozis ve akciger kanseri arasinda olasi bir iliski oldugu belirlenmistir [11,

36, 41].



Silikozisin 6nlenmesinin en iyi yolu, kristalin silika tozu iireten is yerlerinin
belirlenmesi ve tozun elimine edilmesi i¢in gerekli 6nlemlerin alinmas1 veya diizenli
kontrol edilmesidir [35, 36]. Tiirkiye'de her yil yeni teshis edilen ¢ok sayida vaka
bulunmaktadir. Silika tozuna mesleki maruziyet, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde

onemli bir saglik sorunu olarak kabul edilir [4, 42].
I. Akut Silikozis

Akut silikozis (silicolipoproteinosis), kisa siirede yiiksek konsantrasyonda
silikaya maruz kalma nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir [11]. Birka¢ aydan 5 yila kadar
olan siire iginde yogun silika maruziyeti sonrasinda gelismektedir [5]. Taslama,
yiizey delme, tiinel agma, silis unu 6giitme ve seramik yapimi gibi mesleklerde
goriildiigli rapor edilmistir. Morfolojik olarak hastalik, pulmoner 6dem, interstisyel
inflamasyon ve akciger alveollerinde sentezlenen surfaktandan zengin proteinli
stvinin birikimi ile karakterizedir [10, 11]. Alveolde eozinofilik bir sivi birikimi
vardir ve ince graniiler bir gorlinlime sahiptir (Sekil 2.3). Radyografik olarak, gogiis
X 1simnlan ile orta ve alt loblarda difiize lezyonlar ile buzlu cam seklinde puslu bir
goriniim elde edilir. Hastalar siklikla yorgunluk, oOksiiriik, kilo kaybi, azalmisg
solunum  fonksiyonlarindan  sikayet etmektedir.  Siklikla — mikobakteriyel
enfeksiyonlarin eslik ettigi siyanoz ve solunum yetmezligi de gelisebilmektedir. Akut
silikozisin genelde taze silika tozuna maruz kalan is¢ilerde ortaya ¢iktigi ve kirilma
sirasinda ortaya ¢ikan Sie ve SiOe radikallerinin bu hastaligin baglamasini
hizlandirmada 6nemli rol oynadiklar1 6ne siiriilmiistiir [11].

Silikozis ile tiiberkiilloz arasindaki iliski uzun zamandir bilinmektedir.
Tiiberkiiloz tiim silikozis formlarinda goriilebilmesine karsin, silikozisin gelismedigi
olgularda da silika maruziyeti bulunmasi tiiberkiiloza yatkinlik olusturabilmektedir.
Mycobacteria tuberculosis en sik goriilen etkendir. Nontiiberkiiloz (atipik)
mikobakterilerle de goriilebilir [5]. Silikaya maruz kalan bireylerde yiiksek
mikobakteriyel enfeksiyon riski dikkat ¢ekmektedir [43]. Kristalin silikanin alveoler
makrofajlarin Mycobacteria tuberculosis'i 6ldiirme kabiliyeti iizerindeki depresan
etkisi deneysel caligmalarda dogrulanmistir. Silikozisin, lenfosit alt gruplarinda ve
serum immiinoglobulin seviyelerindeki degisikliklerle hiicre aracili immiinitede bir

azalmaya yol agtigina inanilmaktadir [11]. Mycobacterium tuberculosis ile infekte
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kisilerde hastalik gelismesini etkileyen c¢esitli faktorler arasinda, insan immiin
yetmezlik virtisic (Human Immunodeficiency Virus, HIV) pozitif olanlar, intravendz
ilag aligkanligi, silikozis, diabetes mellitus, kronik renal yetmezlik, gastrektomi,
transplantasyon yapilmis kisi, kanser hastalar1 sayilabilmekte olup bu kisilerde
yaslilik, cocukluk ve adolesan donemlerinde aktif tiiberkiiloz hastalig riskinin arttig1
gosterilmistir [44]. Silikaya maruz kalma, Giiney Afrika ve diinyanin diger diisiik
gelirli bolgelerinde ciddi tiiberkiiloz salginlarina da katkida bulunmaktadir. Akciger
ve ekstrapulmoner (akciger dis1) tiiberkiilozunun riskindeki artig, silika maruziyet
dursa bile 6miir boyu siirmektedir. Akut ve hizlandirilmis silikozisli hastalarda risk

daha yiiksektir [43].

Sekil 2.3. Alveoler bosluklarda graniiler eozinofilik eksiida ve interstisiyel
inflamatuvar infiltrasyon gosteren akut silikozis [11].

II. Hizlandirilnas (Akselere) Silikozis

Hizlandirilmis silikozis, silika unu eldesinde, taslama ve diger ezme
islemlerinde  calisanlarda meydana  gelebilecek agir maruziyet sonucu
olusabilmektedir [10, 11, 45]. Kronik forma gore daha yogun ve kisa siireli (5-10 yil)
maruziyet sonrasi ortaya cikar [5]. Kronik inflamasyona bagli olarak alveoller
lipoproteindz bir sivi ile dolar akut silikozise pek ¢ok agidan benzerdir. Ek olarak,
hizlandirilmis silikozis, kolajen, retikiilin ve ¢ok sayida silika partikiilii igeren
fibrotik graniilom olusumuyla iligkilidir. Graniilomlar, ¢ok sayida tek cekirdekli
hiicre, fibroblast ve kollajen liflerinden olusmakta ve olgunlagsmamis silikotik

nodiillerin 6zelligini iceren dairesel yapilar gostermektedir [10, 11]. Alveoler septa,
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artan sayida lamellar govdeli hipertrofik ve hiperplastik alveoler tip II epitel hiicreleri
ile kaphdir [11].

Hizlandirnlmis silikoziste, akciger fonksiyonlarinda bozulma daha hizli
gelismektedir. Hastalikla birlikte mikobakteriyel enfeksiyon gelisimini tetiklenebilir.
Skleroderma, romatoid artrit veya sistemik lupus gibi otoimmiin hastaliklarla ilgili
bulgular bu tipte daha sik goriilmektedir. Otoimmiin hastalik tablosu olustugunda
radyolojik anomaliliklerin ilerlemesi ve fonksiyonel bozulma ¢ok daha hizli olabilir
[5]. Akut ve hizlandirilmis silikozis morbidite ve mortalite riskinde artig

goriilmektedir [11].
I11. Kronik Silikozis

Kronik silikozis, uzun bir siire semptomsuz seyredebilen bir silikozis tiiriidiir
[32]. Cogunlukla belirti vermeksizin ilerleyen bir hastaliktir ve belirtiler olugmaya
basladiginda ilk olarak egzersize bagli dispne veya Oksiiriik goriiliir. Maruziyet
baglangicindan 10 yil sonra ortaya ¢ikan silikozis tablosu "kronik (klasik) silikozis"

olarak isimlendirilmektedir ve silikozisin en sik goriilen tipidir [5, 32].

Kristalin silikanin uzun siire solunmasi ile tipik histolojik goériinim olan
amorf merkez, konsantrik olarak organize edilmis hiyalinize kolajen lifleri ile ¢evrili
olan klasik fibrotik nodiillerin olusumunu tetikler. Cevresinde de inflamatuvar hiicre
oOrtlisii bulunur (Mason'un trikrom boyamasi) (Sekil 2.4). Kolajenin helezonik lifleri
ile tipik es merkezli silikotik lezyonlar, kristalin silikanin inhalasyonu ile insanlarda
tiretilen silikotik lezyonlarin 6zelligidir ve diger mesleki inorganik maruziyetlere
bagli olarak olusan lezyonlardan morfolojik olarak farklidir [10, 11]. Nodiillerde
degisken derecelerde kalsifikasyon ve nekroz gozlenebilir. Toz partikiillerini igeren
makrofajlar, fibroblastlar ve lenfositler genellikle nodiillerin g¢evresiyle sinirhdir.
Mikroskobik olarak, bitigik akciger parankiminden keskin bir sekilde ayrilan
silikozis lezyonlar1 genellikle boyut olarak birka¢ milimetre ile birka¢ santimetre
arasinda degismektedir. Nodiiller ¢ogunlukla, baskin olarak akcigerlerin {ist
bolgelerinde ve subplevral boélgelerde bulunmaktadir [11]. Radyolojik agidan
genellikle {ist akciger zonlarinda yuvarlak, kiigiik opasiteler (<10 mm) goriiliir (Sekil

2.5). Bu opasiteler "silikotik nodiil" olarak adlandirilir [5]. Kronik silikozis
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ilerledikge, statik akciger hacimlerindeki azalmalar ile goriilen solunum fonksiyon

bozukluklari ve gaz degisimi degisiklikleri belirginlesmektedir [11].

Sekil 2.4. Kronik silikotik nodiil lezyonun karakteristik 6zelliklerini gdsteren
silikozis olgusu [11].

—

Sekil 2.5. Yuvarlak nodiiler opasitelerin goriildiigii bir silikozis olgusu [5].
IV. Konglomere Silikozis

Bu silikozis tipinde, silikotik nodiiller birleserek akciger grafisinde daha
biiyiik bir opasite (>10 mm) seklinde goriilebilir [5]. Konglomera silikozis, birkag
kiiciik nodiilin birlesmesinden ve aglomerasyonundan kaynaklanmaktadir [11]. Bu
sekilde opasitelerin biiyiimesi ile olusan "komplike silikozis" veya "konglomere

silikozis" olarak da adlandirilan bu tabloya "progresif masif fibrozis (PMF)" de
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denilmektedir [5]. Nodiillerin genislemesine ek olarak, nodiiler lezyonlarin sayisi
artmakta ve progresif masif fibrozis ortaya c¢ikmaktadir. Akciger boslugu,
bronsiyoller ve kan damarlar1 dahil olmak {izere akciger parankiminde yaygin hiicre
oliimi, PMF ile sik goriilen bir durumdur. Uluslararas1 Calisma Ofisi (International
Labour Organization, ILO), bir PMF lezyonunu, 1 cm veya daha biiyiik radyografik
boyut olarak tanimlamustir. Silikozis ve Silikat Hastaliklar1 Komitesi ise bir PMF
lezyonunu 2 cm'den daha biiyiik bir lezyon olarak ifade etmektedir [11]. Genel
olarak, akciger grafisinde 1 cm ve lizeri opasitelerle karakterize bir durum olarak
kabul edilmektedir. Bu opasiteler bazen biiyiiyerek hemitoraksin tamamin
kaplayabilmektedir (Sekil 2.6 ve Sekil 2.7) [5].

Bu hastalarda efor dispnesi belirginlesmektedir ve karbonmonoksit diflizyon
kapasitesi diigmektedir. Hem egzersizde hem de istirahatte parsiyel oksijen
basincinda azalma ve spirometrede restriktif tipte bozukluk goriilebilmektedir.
Silikozis gelisimi yaninda toz maruziyeti sonucu gelisen bronsit veya bronsiyal
agacin distorsiyonu, prodiiktif oksiiriie ve solunumun kisitlanmasina neden olabilir.
Kilo kaybi ile birlikte biiyiik opasitelerin kavitelesmesi, tiiberkiiloz veya diger
mikobakteriyel enfeksiyonlar1 akla getirmelidir. Tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlar
goriilebilir. Pndmotoraks gelisimi yasami tehdit edici boyutlara ulasabilir. Ciinkii
fibrozis nedeniyle akcigerin yeniden genislemesi zorlasmaktadir. Hipoksemik
solunum yetmezligi ve konjestif kalp yetmezligi terminal donemde siklikla rastlanan

durumlardir [5].

Sekil 2.6. C tip biiyiik opasiteleri olan komplike bir silikozis olgusu [5].
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Sekil 2.7. Silikozis; bir¢ok kiiclik pulmoner nodiilii gdsterir ve progresif masif
fibrozis ile uyumlu diizensiz konglomera kitlelerinin varligini dogrular [32].

2.2.3. Silika Patogenezinin Olas1 Mekanizmalari

Interstisyel akciger hastaligi, silikaya maruziyetin yol actig1 fibrotik etkinin
aktivasyonu ve akcigerlere verilen hasar ile baglantili olarak ortaya ¢ikan doku

hasaridir. Bu hasar ve hasar olusum dongiisiiniin olusumu asagidaki mekanizmalar

ile agiklanmaktadir [11, 25, 26]:

a. Dogrudan sitotoksisite: Silika sahip oldugu kimyasal 6zelligi sayesinde akciger
hiicreleri ile reaksiyona girerek, hiicre membran lipitlerinin peroksidasyonuna neden
olur ve hiicre biitiinliigli zarar goriir. Hasarli hiicrelerden hiicre igindeli lizis
enzimlerinin salinmasina neden olabilir ve bu durum daha fazla dokunun

hasarlanmasiyla alveoler septanin bozulmasina yol agabilir [11].

Nash ve arkadaglari, kristalin silikanin ylizeyindeki SiOH gruplarinin
membran bilesenleri ile hidrojen baglar1 olusturabildigini ve bunun da membran
hasar1 ve hiicre igeriginde sizintiya yol agtigini ileri siirmistiir. [46].

Nolan ve arkadaglar1 SiO” gruplarinin negatif yiizey ylikiiniin sitotoksisite i¢in
kritik oldugunu o6ne siirmiislerdir [47]. Bu negatif yiik nedeniyle silika; alveoler
makrofajlar tizerinde bulunan tutucu reseptorlerle etkilesime girmektedir [48, 49].
Kuvartz yiizeyinin aliiminyum tuzlar1 ile nétrlestirilmesi, sitotoksisiteyi onemli
o6l¢iide azaltmistir [50].

Silikanin 6giitiilmesi, kirilma diizlemleri tizerinde Sie ve SiOe radikallerinin
olusmasiyla sonug¢lanmaktadir [27, 51]. Bu yiizey radikallerinin, sulu ¢ozeltilerinden

hidroksil radikalleri (OHe) iirettigi ve bu nedenle lipit peroksidasyonuna, in vitro
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sitotoksisiteye neden oldugu belirtilmektedir [27]. Benzer bir iliski in vivo olarak da
gosterilmistir [28]. Yiizey demirinin de silikanin indiikledigi OHe radikal {iretimini
ve sitotoksisitesini hem in vitro hem de in vivo arttirmada 6nemli bir rol oynadigi
ifade edilmektedir [27, 52]. In vitro ¢alismalar, silikanin lipit peroksidasyonu,
hemoliz, alveoler makrofajlardan laktat dehidrogenaz (LDH) saliniminin yaninda
apoptoz tizerine etkilerini gostermistir. Ayn1 sekilde yapilan in vivo ¢alismalar ile de
lipit peroksidasyonu, lavaj enzim seviyeleri, lavaj protein, lavaj kirmizi kan hiicresi,

lavaj laktat dehidrogenaz ile dogrudan sistotoksik etkisi gosterilmistir [11].

b. Alveoler makrofajlar ile oksidan olusumunun aktivasyonu: Silika, alveoler
makrofajlardan lipid peroksidasyonuna ve hiicre hasarina neden olan ROB
olusumunu uyarir ve akcigerlerin antioksidan savunmasini baskilar. Bu tiir hasar
alveoler septanin hasarlanmasina veya bozulmasina yol agabilir [11].

Alveoler makrofajlardan ROB’nin (siiperoksit, hidrojen peroksit, nitrik oksit)
tiretimi, hiicre hasar1 ve sonucunda akciger hastaliklari ile iliskilidir [53]. Gergekten
de, pulmoner fagositlerin oksidan tretimi ile akciger hasari ve pndémokonyozun
siddeti arasinda iliski oldugu bildirilmistir [11, 54]. Yapilan in vitro ¢alismalar
stiperoksit anyonu (Oz¢), hidrojen peroksit'in tiretimi goriilmiis ve kemiliiminesans
izlenmistir; in vivo hayvan ¢aligmalarinda hidrojen peroksit ve nitrik oksit'in olusumu
ile silika maruziyeti ile kemiluminesans gézlenmistir. Silikozis hastalarinda yapilan
calisma ile de siiperoksit anyonlarinin, hidrojen peroksit ve nitrik oksit seviyelerinin
yiiksek oldugu gosterilmistir [11].

Alveoler makrofajlardan oksidan tiirlerin {iretimi igin beklemis silikaya gore
taze olarak kirilmig silika yiizey radikalleri daha giiclii bir uyaricidir. Taze silika
tozunun bu etkisi, hem in vitro olarak hiicre kiiltiiriinde hem de in vivo siganda
alveoler makrofajlarin inhalasyon maruziyetiyle gosterilmistir [55, 56]. Benzer
sekilde, taze silikaya maruz kalan ve akut silikozis tanisi konan bir kaya delme
is¢cisinin akcigerinde radikallere bagli son derece yliksek seviyede kemiliiminesans

izlenmistir [57].

c. Alveoler makrofajlardan ve/veya alveoler epitel hiicrelerinden inflamatuvar
sitokin ve kemokinlerin sekresyonunun uyarilmasi: Bu inflamatuvar mediatorler

polimorfoniikleer 16kositleri (PMN'ler) ve pulmoner kilcallardan makrofajlar1 hava



16

bosluklarina almak i¢in kemoatraktanlar olarak hareket etmektedir. Bu sitokinler,
ayrica pulmoner fagositik oksidan tiirlerini aktive ederek doku hasarina neden
olmaktadir [11].

Yapilan caligmalar, oksidatif stresin niikleer transkripsiyon faktorii olan
nikkleer faktor kappa B (NF-xB)'yi aktive edebildigini gostermektedir [58]. Veriler
silikanin deoksiribo niikleik asit (DNA)'e NF-kxB baglanmasini stimiile edebilecegini
gostermektedir [59]. Cesitli gen promotorlerine bu tiir bir baglanma, inflamatuvar
sitokinler i¢in haberci ribo niikleik asit (MRNA) iiretimine neden olabilmektedir. Son
aragtirmalarda, baska bir transkripsiyon faktorii olan aktivator protein-1'in silika ile
indiiklenen aktivasyonunun da inflamatuvar sitokinlerin diizenlenmesinde énemli bir
rol oynayabilecegini gostermektedir [60].

Akcigerin yogun ve uzun siireli inflamasyonu, pulmoner hastaliklarin gelisimi
ile iligkilidir. Siganlarin silikaya maruz birakildigi ¢alismalarda, pulmoner
kapillerlerden alveoler hava bosluklarina PMN'lerin alindigi, silika kaynakli akciger
hastaliginin bagladigi ve ilerledigi gosterilmistir [56, 61-63]. Sitotoksik cevaplarda
oldugu gibi, pulmoner inflamasyonun derecesi silika partikiillerinin radikal iiretme
kabiliyeti ile de iliskilendirilmistir. Yeni kirilmis silika daha fazla yilizey radikali
olusumunu tetiklemis ve beklemis silikadan daha fazla PMN alimina neden olmustur
[28, 56]. PMN aliminin ayrica insanlarda akut silikozisin ayirt edici bir 6zelligi
oldugu da belirlenmistir [57].

Bu alveoler bosluklara fagositik hiicrelerin alinmasi, alveoler makrofajlar ve
alveoler tip II epitelyal hiicreler tarafindan partikiil ile indiikklenmis kemotaktik
sitokinlerin ve kemokinlerin {iretimine verilen bir yanittir [64]. Silika maruziyetine
tepki olarak {iretilen inflamatuvar sitokinler ve kemokinlerden platelet aktivasyon
faktorii, 16kotrien Ba, timor nekroz faktorii alfa (tumor necrosis factor alfa, TNF-a)
ve interlokin-1 (IL-1) iizerine yapilan in vitro calismalar ile bulunmaktadir. /n vivo
hayvan ¢alismalarinda da 1okotrien B4, TNF-a, IL-1, prostaglandin E2 ve makrofaj
inflamatuvar proteinin (MIP) iiretildigi gosterilmigtir [11].

Lokotrien Bg, platelet akivasyon faktori (PAF) ve IL-1; PMN'ler ve IL-1
lenfositleri i¢in kimyasal bir yanittir [11]. TNF-a; MIP-1, MIP-2 ve sitokin kaynakli
notrofil gibi  giiglii kemokinlerin uyaricisidir [65]. TNF-a'nin  silikaya karsi

inflamatuvar cevabinin 6nemi, a) Silikaya maruz kalan siganlarda TNF-a iiretimi ile



17

PMN alimimin dogrusal bir iliski gostermesiyle [66]; ve b) silikaya maruz birakilan
siganlarin anti-TNF-o ile tedavisi, PMN alimini 6nemli olgiide hafifletmesiyle
vurgulanmistir [65].

Polimorfoniikleer 16kositleri alveoler bosluklara gegince, bir¢ok inflamatuvar
sitokin, fagositlerin oksidan iiretimini uyarmak i¢in harekete gegmektedir. Bu durum,
akcigerdeki oksidan yiikiinii artirmakta, antioksidan savunmasii baskilamakta,
akciger hasarina, ve skarlasmaya neden olmaktadir. Gergekten de, PMN'ler
tarafindan ROB iiretiminin aktivasyonunun, PAF, TNF-a ve IL-1'e yanit olarak

ortaya ¢iktig1 gosterilmistir [11, 66].

d. Alveoler makrofajlardan ve/veya alveoler epitel hiicrelerinden fibrojenik
faktorlerin sekresyonunun uyarilmasi: Fibrojenik faktorlerin salinimi, fibroblast
proliferasyonunun indiiksiyonu ve/veya fibrozise yol agan kolajen sentezinin
uyarilmasi ile sonuglanir [11].

Alveoler makrofajlar tarafindan iiretilen pekgok sitokin, fibroblast biiyiimesi
ve/veya kolajen sentezi iizerinde diizenleyici etkilere sahiptir. Fibrotik ve antifibrotik
mediyatorler arasindaki denge degistiginde, pulmoner fibrozis gelisebilir. IL-1, TNF-
a, trombosit kaynakli biiyiime faktorii (platelet derived growth factor, PDGF),
fibronektin, alveoler makrofaj biiylime faktorii ve tip 1 insuline benzer biiyiime
faktoriiniin fibroblast proliferasyonunu arttirdigr bildirilmistir. IL-1 de, kolajen
tiretiminin dogrudan uyaricist olarak tanimlanmaktadir. TNF-o sadece fibroblastlar
icin dogrudan proliferatif bir ajan degildir, aynt zamanda in vitro PDGF'nin
sekresyonunu uyarir. Pulmoner fibroziste TNF-a'nin kritik rolii, anti-TNF-a'nin bir

fare modelinde silikanin neden oldugu pulmoner fibrozisi 6nemli dl¢lide azalttiginin

belirlenmesiyle gosterilmistir [11].

IL-6 antifibrotik aktivite sergiler. Prostaglandin E. ve transforme edici
biliyiime faktorii beta (transforming growth factor-beta, TGF-B), hiicre biiyiimesi
tizerine depresif bir etki gosterir. Bununla birlikte, belirli kosullar altinda, TGF-p, in
vitro olarak kolajen sentezini uyarabilir. Her ne kadar maruziyetin hem fibrojenik
hem de antifibrojenik faktorleri uyardigi bildirilmigse de, bu durum fibrotik
uyaranlara dogru kaymaktadir [11].



18

Silika kaynakli akciger hiicrelerinden fibrojenik faktér TNF-a, IL-1
sekresyonunun arttigr in vitro calismalar ile gosterilmistir. Ayrica in vivo hayvan
calismalar1 ile TNF-a, IL-1, fibronektin, TNF-B, prostaglandin E; sekresyonu artmis
olup silikozis hastalarinda yapilan ¢alismada fibronektin ve alveoler makrofaj

kaynakl1 biiylime faktorii saliniminin attigi gosterilmistir [11].
2.2.4. Silikozis Tamsi, Hastaliktan Korunma ve izleme

Silikozis tanis1 i¢in, maruz kalan kisinin maruziyet Oykiisii ile birlikte
akcigerde tipik radyolojik goriiniim yeterlidir. Radyolojik 6zellikler net olmadiginda
veya maruziyet Oykiisii bilinmediginde tan1 koyma ile ilgili problemler
yasanabilmektedir. Oksiiriik, hemoptizi, ates veya kilo kayb1 gibi komplikasyonlar
ile silikozisi diisiindiiren semptomlarin  varliginda diger tam1 yoOntemleri
kullanilabilmektedir [5]. Tiiberkiiloz siiphesi olan, ancak balgam incelemesi tanisal
olmayan olgularda, PMF ve malignite ayiriminda taninin klinik ve radyolojik
nedenlerle belirsiz kalmas1 durumunda akciger biyopsisi yapilabilmektedir [32].

Silikozis tanisi i¢in gdgiis rontgen degerlendirmesi veya yliksek ¢oziiniirliikli
bilgisayarli tomografi (High resolution computed tomography, HRCT)
degerlendirmesi gibi farkli tarama yontemleri kullanilmaktadir. Standart gogiis
rontgeni degerlendirmesine kiyasla tarama i¢in HRCT kullanilan c¢aligmalarda
silikozis prevalansi daha yiiksek ¢ikmaktadir [67-69].

Hastada silikozis belirlendiginde, o kisinin yeniden silikaya maruz kalmasinin
onlenmesi biiyiik 5nem tasimaktadir. Isyerindeki maruziyetin ve kontrol énlemlerinin
izlenmesinin yaninda calisanlar da silikanin saglik etkileri agisindan periyodik olarak
izlenmelidir [5]. Silikozis, maruziyetin tamamen sona ermesi durumunda bile
ilerleyici bir hastalik oldugu i¢in daha ayrintili akciger fonksiyon testleri ve akciger
grafileri dahil olmak {iizere diizenli degerlendirme yapilmalidir [32]. Bu sekilde
izlenen iscilerde silikozis geligsse bile daha hafif seyrettigi goriilmiistiir. Ayrica
igverenlerin ve iscilerin silika tozuna maruziyetin tehlikeleri ve toz kontrol 6nlemleri
konusunda egitilmesi de gerekmektedir [5].

Riskli islerde calisanlarin izlenmesi ile birlikte korunma onlemlerininde
onemli oldugu kanitlanmustir. islemlerin kapali sistemle yapilmasi, 1slak kumlama,

etkili havalandirma ve kisisel korunma tedbirlerinin alinmasi toz maruziyetini 6nemli
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Ol¢iide azaltmaktadir. Silika kullanim1 gereken islerde, silika yerine daha az tehlikeli

baska maddeler kullanilmalidir [5, 30].
2.2.5. Silikozis Tedavisi

Silikozis i¢in etkili farmakolojik bir tedavi bulunmamaktadir [32]. Sigaray1
birakmak, silikanin bir karsinojen olmasi ve silikozis tanisi olan bireylerin akciger
kanseri riskinin artmasi nedeniyle ozellikle onemlidir [32, 70, 71]. Silikozisli
hastalarda tedavi dogrudan hastaligin komplikasyonlarina yonelik olmaktadir. Bu
durumda, tedavi yaklasimi diger olgularda gorillen hava akimi kisitlanmasi,
pnomotoraks, enfeksiyon, hipoksemi ve solunum yetmezliginden farkli degildir.
Hastalik ilerlediginde semptomatik olarak tedavisi yapilir. Hipoksi olusunca oksijen
tedavisi, enfeksiyon gelistiginde pndmoni icin antibiyotik tedavisi baslanmalidir.
Ilerlemesini yavaslatmak igin antioksidan takviyesi diisiiniilebilir. Baz1 gen¢ ve son

donem silikozisli olgularda akciger veya akciger/kalp transplantasyonu diisiiniilebilir

[5].
2.2.6. Diinyada ve Tiirkiye'de Silikozis

Daha once de belirtildigi gibi silikozis, toprakta ¢cok miktarda yer almasi
nedeniyle eski fakat hala yasami tehdit eden kiiresel bir meslek hastaligidir. Ancak,
silikozis riski gelismekte olan iilkelerde daha yaygindir, ¢iinkii mesleki saglik ve
giivenlik konular1 genellikle ekonominin tiirii ve yapisiyla paralel ilerlemektedir.
Yiiksek issizlik oranit ve para kazanmak i¢in baska segeneklerin olmamasi, ¢cogu
is¢iyi, saglik ile ilgili riskleri bilmesine ragmen o iste ¢alismayr kabul etmeye
zorlamaktadir [31, 72].

Silika ile iliskili hastaliklar, yirmi birinci yiizyilda 6nemli bir halk sagligi
problemi olmaya devam etmektedir; ¢iinkii kristalin silika, birgok ciddi hastaliga ve
artan mortaliteye neden olan toksisite etkenlerinden biridir. Silika maruziyeti, Giiney
Afrika ve diinyanin diger disiik gelirli bolgelerinde ciddi hastaliklara neden
olmaktadir. Diisiik gelirli iilkeler kadar yiliksek gelirli iilkelerde de maruziyet
yaygindir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'de en az 1,7 milyon is¢i potansiyel
olarak maruz kalmakta ve bazi sektorlerde yaklagik 119000 kisi asir1 derecede

silikaya maruz kalmaktadir. Hindistan (yaklasik 3 milyon is¢i ile birlikte), Cin ve
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Brezilya gibi diisiik ve orta gelirli {ilkelerde milyonlarca is¢i maruziyet altindadir.
Giiney Afrika benzeri madenciligin 6nemli oldugu {iilkelerdeki is¢iler 6zellikle silika
ile iliskili hastaliklardan etkilenmektedir [43].

Diinyada silikozis ABD'deki Hawk Nest Afeti ve Tiirkiye'de eski taslama
makinalar1 ile kot taglama sonucu ortaya c¢ikan felaketin ardindan kamuoyunun
dikkatini ¢ekmistir [31, 73]. Ulkemizde silikozis farkindalig ise, bu yiizyilin basinda
yine ayni sekilde kot taslama salginlari ile olusmus ardindan teflon tencere yapimi ve
elektrik kablo imalati gibi daha 6nce hig¢ bildirilmemis is kollarinda silikozis olgulari
bildirilmistir [42, 74, 75].

Tiirkiye'de silikozis veya diger meslek hastaliklar1 icin 6zel silirveyans
sistemlerinin bulunmamasi nedeniyle sorunun tam olarak resmini gérmek son derece
zordur. Ikinci 6nemli sorun ise Tiirkiye'de kayit dis1 yiiksek calisma oranmin
varh@idir. Tiirkiye Istatistik Kurumu'nun raporuna gore, 2017'deki isgiicii 32 milyon
civarinda ve kayit disi istihdam orani %33,6'dir [31]. Sistemde sigortasiz galisan
is¢ilerin kayitlara dahil edilememesi ve sadece agir vaka verilerinin sunulmasina
ragmen Tirkiye Sosyal Giivenlik Kurumu (SGK)'dan her yil, mesleki isgiicii
kaybinin kayitlar1 yaymlanmaktadir. 2013-2016 yillar1 arasindaki istatistiklere gore,
isglicii kaybina ugramis iscilerin sayis1 sirali olarak 351, 494, 510 ve 594 olmustur
[31, 76]. Bunlar arasinda, pndmokonyoz orani, yukarida belirtilen yillar arasinda
%18, %20, %35 ve %33 oranlarinda artis gostermistir. Asbest ve komiir iscisi
pnomokonyozu ile karsilagtirildiginda, silikozis bu artan egilimin baslica etkin
hastaligidir [31].

2007 yilinda kot taslamada silikozis prevalanst %353,1 iken aym
poplilasyonun 4 yillik takibinden sonra bugiine kadar bildirilen en yiiksek prevalans
olan %96'ya yiikselmistir [31, 42, 77]. Dis teknisyenlerinde, yayginlik 2 ila 5 kat
artmaktadir [78, 79]. Diger sektorler arasinda seramik sektorii en diigiik prevalansa
sahip alan gibi goriinmektedir [1, 80].

Kot taslama yapan silikozis hastalarinin 6liim haberinin yayilmasindan dolay1
silikozis tanis1 genellikle isgiler arasinda 6liim sebebi olarak kabul edilmekte olup
teshis konan isciler psikososyal zorluklar yasamakta ve bdylece yasamlari
zorlasmaktadir. Hastalik konusunda ortaya ¢ikan farkindalik yetkilileri diizenlemeler

ve kontrol oOnlemlerini gézden gec¢irme konusunda harekete gecirmistir. Bu
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farkindaligin olumlu etkileri soyle siralanabilir; silika iceren malzeme kullanilarak
kot taglama yasaklanmistir, sigortasiz ¢alisanlara {icretsiz saglik hizmetlerine erigim
saglanmis ve agir hastaligi olanlara tazminat haklar1 verilmistir [81].

Isin tiiri, maruz kalman solunabilir tozun miktar1 aym isyerinde farkl
silikozis prevalansi oranlari olusmasinda etkilidir. Tablo 2.2'de komiir madenciligi

disindaki sektorlerde yapilan silikozis prevalans ¢alismalari 6zetlenmistir [82].
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Tablo* 2.2. Komiir madenciligi disindaki farkli sektorlerde yapilan silikozis
prevalans ¢alismalart [31].

Sektor Cahisma Yil Ortalama Toplam Silikozis oram
Yas/Yll maruziyet
siiresi
Seramik Sakar A. ve ark. 2005 | 366 140474 ay 24/365 (%6,6)
[1]
Kot Taslama Akgun M. ve ark. 2008 | 2346 36125 ay 77/145 (%53,1)
[42]
Akgun M. ve ark. 2015 | 27+6 41427 ay 80/83 (%96,4)
[77]
Dis Teknikeri Cimrin A. ve ark. 2009 | 28+8 1249 y1l 33/140 (%23,6),
[79] genel
22/44 (%50,0),
sadece taglama
makinalari
Ozdemir D. ve 2010 | 29+8 14 yil 5/36 (%13,.8)
ark.[83]
Ergiin D. ve 2014 | 3549 11£8 y1l 90/888 (%10,1),
ark.[78] genel

79/171 (%46,1),
sadece taglama

makinalari
Kahraman H. ve 2014 | 3248 1749 yil 35/76 (%46.1),
ark. [69] HRCT
Berk S. ve ark. [84] | 2016 | 31+9 1449 yil 10/32 (%31,3),
gogiis x-ray
22/32 (%68,8),
HRCT
Dokiimhane Akkurt 1. ve 1997 | 3444 1044 y1l 22/32 (%68,8),
ark.[85] HRCT

4/36 (%11), diisiik
toz maruziyeti

Tas ocagi Karadag O.K. ve 2001 | 40+0 10£0 y1l 27/85 (%32,1),
ark. [86] yiiksek risk
43/109 (%22,7),
diistik risk
Akkaya A. ve ark. 2001 | 40+6 1247 y1l 45/50 (%90,0),
[87] yiiksek maruziyet
34+7 3+4 yil 21/40 (%52,5),
diisiik maruziyet
Kuvartz Polatli M. ve ark. 2001 | 3648 943 yil 8/67 (%11,9)
degirmen [88]
Oztiirk A. ve ark. 2001 | 32+8 <5yl 103/448 (%23,0)
[89] (%80,5)
Kumlama Seving C. ve ark. 2003 | 32+11 8+6 yil 3/11 (%27,2),
[90] g0gls x-ray
4/11 (%36,3),
HRCT
Kaynak Comert M. ve ark. 2014 | 3948 1749 yil 8/44 (%18,2)
[82]

*Tam metin olarak sunulan son c¢alismalar arasinda yayginlik orani ve maruz kalma siiresini
saglayanlar tabloya dahil edilmistir [31].
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2.3. Oksisteroller

Hiicre toksik bir maddeye maruz kaldiginda transkripsiyon, translasyon,
enzim aktivitesi ve lipit kompozisyonunda farkli cevaplar gbzlenebilmektedir. Lipit
aragtirmalarinda ilk kilometre taslar1 19. yiizyilda ortaya konmus, 20. yiizyilda ¢esitli
Nobel odiillerine konu olan atilimlar gergeklestirilmistir. Lipitler, hastaliklarla
iliskisinin anlagilmas1 ve biyobelirte¢ olabilmelerinin yaninda sinyal iletimindeki
gorevlerinin kesfedilmesiyle daha fazla ilgi cekmeye baslamistir. Yapilan calismalar,
lipit oksidasyon iiriinlerinin sinyal iletimi ve trankripsiyondaki degisikliklerle de
ortaya ¢ikabildiklerini, oksidatif stresi ve hiicre oOliimiinii indiikleyebildiklerini
gostermistir. Oksisteroller, lipitlerin biyoaktivitesi yiiksek O6nemli bir grubunu
olusturmaktadir [91, 92].

Canli sistemlerin islevi; canli organizmalarin temel yapi tast olan hiicrelere
dayanir. Her hiicrede, hiicrenin gevreden ayirilmasini saglayan ve fonksiyonel bir
arayliz olan hiicre zar1 mevcuttur. Ayrica, cogu hiicre i¢i organelleri ve yapilar1 da bir
zar ile gevrilidir. Memeli hiicre zarlar1 6nemli miktarda protein icermektedir [93, 94].
Ancak, ana olarak fosfolipitler ve kolesterolden olusan ¢ift kath lipit tabakasindan
olusmaktadir. Plazma membranlarinin toplam lipit igeriginin %25 ila 404
kolesteroldiir [93, 95].

Hiicre i¢i zarlarmin kolesterol igerigi plazma membranindan daha dusiiktiir
[93, 96]. Kolesterol, membranlarda bulunan proteinlerle dogrudan etkilesime girerek
veya dolayli olarak protein fonksiyonunu modiile ederek, lipit ¢ift katmanlarinin
biyofiziksel o6zelliklerini diizenleyerek cok sayida biyolojik islemi diizenler.
Kolesterol molekiiliinde bulunan steroid kisim, kolesterol ¢evresindeki fosfolipitlerin
konformasyonel diizeninin olusmasini saglar, bdylece lipit paketlemesi artar ve
membran elastikiyeti azalir bu da suda az ¢6ziiniir molekiiller i¢in zarin daha az
erigilebilir hale gelmesini saglar [93, 97]. Kolesterol safra asitleri ve steroid
hormonlarinin sentezinde bir Oncii molekiildiir, lipit nano olg¢ekli bolgelerinin
olusumuna katilir ve protein fonksiyonlarini diizenler [93, 98-100].

Spesifik halka yapis1 (siklopentano-perhidro-fenantren) igeren kolesterol
molekiilii bir zoosteroldiir. Kanda serbest ve ester halde bulunabilmektedir.
Viicuttaki kolesterol'iin yaris1 disaridan diyet ile alinan hayvansal kaynakl

yiyeceklerden saglanirken, diger yarisi ise viicutta sentezlenmektedir. Giinliik alinan
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ve atilan miktarlarina gore kolesterol sentezi diizenlenmektedir. Alinan, kullanilan ve
atilan miktarlar1 arasinda bir denge bulunmaktadir ve bu dengenin bozulmasi
kolesterol diizeyinin kanda yiikselmesi gibi bazi sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden
olur [101].

Kolesterol'iin sentez reaksiyonlari, iki molekiil asetil koenzim A (KoA) nin,
iki molekiil aseto asetil KoA'y1 olusturmasi ile baglar. Bu molekiile Hidroksimetil
Glutaril-Koenzim A sentetaz enzimi araciligiyla {glincii bir asetili KoA daha
eklenerek 3-hidroksi-3-metil glutaril KoA (HMG KoA) olusur. 2 molekiil
nikotinamid adenin dintikleotit fosfat (Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate,
NADPH) kullanilarak ve "HGM-KoA rediikktaz" enzimi Kkatalizorligiinde
endoplazmik retikulumda HMG KoA'dan "mevalonik" asit olusur. Bu kolesterol
sentezinin sinirlayict basamagidir ve geri doniislii degildir. Bunu takiben sekiz
basamakli tepkime sirasinda isopren, skualin gibi ara triinler olusur ve son
basamakta kolesterol meydana gelir. Skualin, diger sterol yapisindaki maddelerin
sentezi sirasinda da sentezlenir. Kolesterol, hiicre membrani ve lipoprotein yapilarina
katilan 6nemli bir molekiildiir. Safra asitleri, steroid hormonlar ve vitamin D igin
Ociil madde gorevi goriir. Kolesterol sentezi basamaklariyla Sekil 2.8'de

gosterilmektedir [101].

Cift kath lipit tabakalarinda bulunan kolesterol molekiilleri oksidasyona
duyarlidir [102, 103]. Kolesterole benzer yapida olan ve diisik dansiteli
lipoproteinlerde (low density lipoprotein, LDL) seviyelerini diisiirme kabiliyeti olan
fitosteroller, bitkisel kaynakli sterollerdir [104]. Bilinen kolesterol oksidasyon
trlinlerinin yani sira, oksisterol tiirevi oldugu diisiiniilen fitosterol oksidasyon
tiriinleri, kolesterolde bulunmayan bir veya daha fazla oksijen iceren gruplarin
varligiyla kolesterolden farklilik gosterir [102, 103]. Kolesteroliin kimyasal
yapisinda olusan kiigilk degisikliklerle olusan oksisteroller, biyofiziksel
ozelliklerinde 6nemli degisikliklere yol agar, bu durum da ¢ift katli lipit tabakalarinin

ozelliklerini ve dinamiklerini 6nemli 6l¢iide degistirebilir [93].
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Sekil 2.8. Kolesterol sentezi [101].

Oksisteroller, kolesterol'iin 27 karbonlu oksidasyon iiriinleridir. Kolesterole
bir oksijen fonksiyonunun eklenmesi, kolesterol'iin daha polar bilesiklere doniisme
indirgenme hizinm1 arttirir.  Oksisteroller, o6zellikle steroid yan zincirine oksijen
eklenmesiyle kolaylikla hiicrelerden disar1 tasinabilir ve bdylece ekstrahepatik

kaynaklardan kolesterol'iin uzaklastirilmasini kolaylastirir [105, 106].

Bir baska ifade ile oksisteroller kolesterol'iin A veya B halkalar1 veya yan
zincirine bir veya iki oksijen atomunun hidroksil, keto, epoksit veya peroksit gruplari
olusturacak sekilde eklenmesiyle meydana gelirler [107, 108]. Kolesterol'iin atilim
yolundaki son iirlinler ya da ara iirlinler olarak meydana gelen 6nemli oksijenli
tirevleridir. Sekil 2.9'da oksisterol tiirevleri gosterilmistir [91]. Oksisteroller;

kolesterol yikimina aracilik etmenin yani sira, birgok 6nemli biyokimyasal aktiviteye
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sahip oldugu gosterilmis olan diizenleyici biiyiik molekiiller sinifindadir. Ancak,

fizyolojik rolleri hala arastirilmaktadir [106, 109-116].
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Sekil 2.9. Oksisterol tiirevleri. 1. kolesterol, 2. 7-hidroksikolesterol, 3. 7a
hidroksikolesterol, 4. 7B-hidroksikolesterol, 5. 7-oksokolesterol, 6. kolesterol-5a,6a-
epoksit, 7. kolesterol-58,6B-epoksit, 8. 4B-hidroksikolesterol, 9. kolestan-3f,5a,6f3-
triol, 10. 24-hidroksikolesterol, 11. 25-hidroksikolesterol, 12. 27-hidroksikolesterol
ve 13. 24,25-epoksikolesterol [91].

Birkag istisna diginda, kolesterol molekiiliine bir oksijenli fonksiyonel grubun

eklenmesi ile olusan oksisteroller kolesterol molekiiliiniin yar1 dmriinii biiyiik 6l¢iide
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azaltmaktadir. Bu molekiiller kolesterol'iin atilimint arttirir ya da suda ¢oziinen safra
asitlerini oksidasyon reaksiyonlarini yonetir. Molekiiliin, lipofilik membranlar
gegmesine olanak saglar [91, 117]. Kolesterol'iin okside hali molekiiliin hiicre i¢inde
dagiliminin daha hizli oranda gergeklesmesini saglar. Eser miktarda biyolojik
membranlarda ve lipoproteinlerde oksisterol bulunmaktadir. Farkli kimyasal yapilara
sahip c¢ok sayida oksisterol tlirevi vardir ve viicutta biyolojik olaylarin
diizenlenmesinde 6nemli gorevler iistlenen molekiillerdir [91, 113-115].

Oksisterol tiirevleri iki sekilde olusmaktadir: (1) Sitokrom (cytochrome, CYP)
P-450 ailesine ait enzimler ile enzimatik yolla ve (2) oto-oksidasyon ile enzimatik
olmayan yolla meydana gelmektedir [113, 118]. CYP450 enzimi ile olusan
oksijenasyon triinleri digerlerine oranla dolasimda daha fazla bulunmaktadir [91].
Sekil 2.10'da enzimatik yolla olusan tiirevler gosterilmistir. Enzimatik olmayan yolla
olugsan oksisterol tiirevleri ise kolesteroliin ROB ve RNB araciligi ile oto-

oksidasyona ugramasiyla olugsmaktadir [118].
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Sekil 2.10. Dolasimdaki major oksisterollerin olusumu ve eliminasyonu [91].
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2.3.1. Baz1 Oksisterol Tiirevleri ve Ozellikleri
70 -Hidroksikolesterol

Olusan bu tiirler arasinda 7o-hidroksikolesterol (70-OHC), kolesterol 7a-
hidroksilaz (CYP7A1) ile karacigerden sentezlenmektedir. Klasik safra asit sentez
yolu ara maddelerinden biridir. Safra asit sentezi i¢in en énemli yolak kolesterol'iin
7a-hidroksilasyonu ile baglar ve bu olusumdaki hiz belirleyici basamaktir. Hiz
belirleyici basamak olan CYP7A1 hormonal ve diyet faktorleri ile etkilenmektedir
[91, 119-121].

27-Hidroksikolesterol ve Kolestenoik Asit

27-hidroksikolesterol (27-OHC) ve kolestenoik asit, 27-hidroksilaz enzimi
(CYP27A1) ile karacigerden sentezlenir ve safra asit sentez yolaginin ara
maddesidir. CYP7A1'in tersine, bu doniisiime dahil olan CYP27A1 enzimi, sadece
karacigerde degil tiim dokularda bulunur. Reaksiyon, steroid zincirinin terminal metil
grubuna (C27 pozisyonu) hidroksil grubunun eklenmesi ile baslar. Enzim, C27-metil
grubunu sadece CH2OH grubuna doniistirmez ayrica karboksilik asit grubuna da
dontstiiriir (kolestenoik asit) [91, 122]. CYP27A1 enzimi; 27-hidroksilasyon ile
baslayan bu yolun baglatilmasina ek olarak, kolesterol'iin C-27 steroid yan zincirinin
safra asitlerinin C-24 steroid yan zincirine doniistiiriilmesine katki saglayan 6nemli

bir enzimdir [91, 123].
24S-Hidroksikolesterol

24S-hidroksikolesterol (24S-OHC) olusumundan sorumlu, kolesterol 24S-
hidroksilaz sitokrom P-450 (CYP46) enzimi insanlarda sadece beyinde bulunur [91,
124, 125]. 24S-hidroksikolesterol, merkezi sinir sistemi (MSS)'ndeki noronlardan
kaynaklanir. Kan-beyin bariyerinden dolagima siirekli 24S-OHC akis1 vardir. Bu
akisin beyin kolesterol'linlin homeostazisi i¢in Onemli olduguna dair kanitlar
saglanmistir [91, 126, 127]. Boylece, dolasimdaki 24S-OHC seviyeleri, beyindeki
kolesterol dongiisii igin bir belirteg olarak kullanilabilir [91, 125]. insanlardaki 24S-
OHC'in yaris1 safra asitlerine doniisiir ve diger yaris1 da karacigerden siilflirik ve

glukronik asit konjugasyonu ile atilir [91, 128].
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4p-Hidroksikolesterol

4B-hidroksikolesterol'iin ise sitokrom P450 3A4 (CYP3A4) enzim aktivitesi
ile tretildigi gosterilmistir [91, 129]. 4B-hidroksikolesterol'iin atilimi dolasimdaki
diger oksisterollerden daha yavastir. Diisiik doniisiim hizina ragmen dolasimdaki
yilksek miktarin1 bu durum acgiklayabilir. Kolesterol'iin oksidasyonu ile 4p-
hidroksikolesterol ~ olusumundan sonraki metabolik son iirlinleri heniiz

tanimlanmamustir [91].

Dolasimda ya da Ozel Dokularda Cok Diisiik Konsantrasyonda Bulunan
Oksisteroller

25-hidroksikolesterol (25-OHC), 25-hidroksilaz ile olusur. Ilging sekilde,
kolesterol 25-hidroksilaz bir sitokrom P-450 enzimi degildir, hem olmayan demir
iceren daha kiiciik bir protein ailesine aittir. Enzim, ¢ogu dokuda mRNA lekeleri
olarak ifade edilir [91, 130]. Kolesterol bagimli transkripsiyonel regiilasyon igin
sterol diizenleyici element baglayicit protein (Sterol regulatory element binding
proteins, SREBP) yolagin diizenleyicisidir [18, 131].

24-25 epoksikolesterol ise kolesterol biyosentezinin mevalonik asit yolunun

bir kolundan tiretilmistir [18, 132].
Oto-oksidasyon Yoluyla Uretilen Oksisteroller

Oto-oksidasyon yoluyla iiretilen oksisterol tiirevleri ise; 7-ketokolesterol (7-
KC), 7B-hidroksi kolesterol (78-OHC), 5a, 6a- ve 5B, 6p-epoksitlerdir. 7-KC ve 7f-
OHC oksitlenmis diisiik dansiteli lipoproteinlerin ana bilesenleridir. /n vivo ya da
gida islenmesi sirasinda olusan serbest radikal, lipit peroksit veya iki degerlikli
katyonlarca yonetilen oksidatif siireglerin neden oldugu oto-oksidasyon olarak da
bilinen non-enzimatik yollarla iiretilmektedirler [114, 133]. Oto-oksidasyon yoluyla
en ¢ok tiretilen oksisteroller, kolesterol'iin B halkasinin 7. pozisyonunun degismesi
ile olusmaktadir. Bu grubun 6nmli {iyeleri arasinda belirgin sitotoksik ve pro-
apoptotik ozelliklere sahip olan 7-KC ve 7p-OHC yer alir [133, 134].
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Epimerik 5, 6 (a/p)-epoksikolesteroller, ¢ift bag ile bir hidroperoksitin
enzimatik olmayan etkilesimi ile radikal olmayan bir reaksiyonla tiretilebilmektedir.

Bu islem LDL ve makrofajlarda goriilmektedir [18, 135].
7-Ketokolesterol

7-ketokolesterol, insan aterosklerotik plaginda bulunan kolesteroliin 6nemli
bir oto-oksidasyon tiriiniidiir. Yapilan bazi hayvan ¢alismalarinda kolesterolden daha
aterojenik oldugu gosterilmistir. 7-KC, kolesterol biyosentezinde hiz kisitlayic
enzim olan HMG-KoA rediiktazi inhibe edebildigi gibi safra asidi biyosentezinde hiz
kisitlayict enzim olan 7-alfa-hidroksilazi da inhibe edebilmektedir. 7-KC'nin,
kolesterol biyosentezinin endojen bir diizenleyicisi olarak olustugu diistinilmdstiir.
Yapilan ¢alismalarla, 7-KC’iin, ateroskleroza katkida bulunan giiglii etkilere sahip bir
oksisterol tlirevi oldugu belirlenmistir. 7-KC, sitotoksik etki gosterebilir ve vaskiiler
hiicrelerde apoptozisi indiikleyebilir [116]. CYP27A1 enzimi, 7-KC'yi 27-hidroksil
tirevlerine metabolize eder, bu da daha az toksik olan ve hiicre tarafindan 7-KC'e
gore daha kolay elimine edilebilen suda ¢oziiniir metabolitlere doniismesini saglayan

bir reaksiyondur [18].

7-KC, 25-OHC ve 7B-OHC gibi bazi oksisterollerin pro-inflamatuvar
sinyaller olusturdugu ve makrofajlar ve diger hiicre tipleri tarafindan interlokin-8
(IL-8) ve monosit kemoatraktan protein-1 (Monocyte chemoattractant protein-1,

MCP-1) gibi inflamatuvar mediatorlerin ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir [18].
3B, Sa, 6B Trihidroksi Kolestan

Oksisteroller, CYP450 enzimlerinin aracilik ettigi enzimatik yollardan veya
reaktif oksijen ve/veya nitrojen tiirleri ile enzimatik olmayan mekanizmalardan elde
edilen kolesteroliin oksijenlenmis tiirevleridir. Bircok dokuda, kolesterol hizla
kolesterol-5,6-epoksite oksitlenir, ardindan kolesterol-5,6-epoksit-hidrolaz ile 38, Sa,
6B trihidroksi kolestan (triol)'a hidrasyonu gergeklesir. Triol en bol bulunan
oksisterollerden biridir [136, 137]. Triollin, insanlarda kolesteroliin 6nemli bir
metaboliti oldugu kanitlanmistir. Hiperkolesterolemik tavsanlarda ve insanlarda triol
plazma seviyelerinin yiikselmis oldugu gosterilmistir [137]. Birgok calisma ile,

kardiyovaskiiler hastaliklar, norolojik hastaliklar ve kanser dahil ¢esitli hastaliklarda,
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7-KC, 24-OHC ve 3B, 5a, 6p trihidroksi kolestan gibi oksisterollerin patolojiye
katkilart oldugu gosterilmistir [138].

Olusan oksisterollerin biyolojik fonksiyonlar1 Sekil 2.11'de de 6zetlendigi

sekilde asagida verildigi gibi siralanabilir:
1. Lipid metabolizmasinin transkripsiyonel kontrolii
2. SREBP diizenlenmesi

3. ROR (The retinoic acid receptor-related orphan receptors, retinoik asit

reseptorleri) aktivitesininin modiile edilmesi
4. Hiicre 6liimiinde rolii (apoptoz)

5. Enflamasyon siirecini baglatmak ve enflamasyonda rolii [18, 133]
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- .
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e T
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Oto-oksidasyon Sitokrom P450 /_ Enflamasyon ve Immiinite \

Steroid hormon sentezi et Baskilama
: LXR yoluyla makrofaj enflamatuvar
\\ fous fes) fonksiyonlar
Sinyal yolakianinda " . T hiicre profiferasyonu
gelisme ve farkhlasma lg A simifi degisimi
S indiikleme
Hedgehog sinyali Iy Sitokin ekspresyonu
EDR dizenlenmesi ohin, Lenfosit migrasyonu
Ostrojen reseptdrsinyali \\ /
kentrold
OSBEP/ORPile sinyalde
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Bel-2 aile tyeleri
Kaspazlar
\ Apiptoz inhibitdrleri

Sekil 2.11. Oksisterollerin biyolojik fonksiyonlar1 [18, 133].
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2.3.2. Oksisterol Baglayici Proteinler

Oksisteroller safra asidi ve steroid hormonunun biyosentez yollarinin ara
maddeleridir ve ayni zamanda kendi baslarina biyoaktif molekiillerdir. Niikleer
reseptorlere ligand olmalar1 ile ve ayrica kolesterol ve yag asidi biyosentezini
diizenleyen transkripsiyon faktorleri olarak SREBP'ler aktif formlarina doniismesini
saglamaktadir [18, 22].

Oksisteroller; karaciger X reseptorleri (Liver-X-receptors, LXR) membran
dinamikleri, protein etkilesimleri ve niikleer reseptorlere baglamasi ile aktivitelerini
gerceklestirir. Oksisteroller, ilgili orphan reseptorleri, farnesoid X reseptorleri,
Ostrojen reseptorleri ve ayrica LXR gibi farkli niikleer reseptorlere baglanir ve bu
reseptorleri aktive eder [139, 140].

12 iiyeli memeli bir gen ailesinin parcast olan oksisterol baglayici protein
(OSBP), 1980'lerde kolesterol'iin ¢esitli yan zincir ve halka oksitleri i¢in yiiksek
afiniteli bir reseptor olarak tanimlanmustir [141]. Ilk olarak, kolesterol sentezi ve
aliminin mediyatorii olarak tanitilmasina ragmen, son g¢aligmalar OSBP ailesinin,
kolesterol ve lipit homeostazini diger hiicresel aktivitelerle biitiinlestirmede rol
aldigini, sterol transferi ve/veya sterol algilama gibi aktivitelerinin de oldugunu
gostermektedir [142].

LXR, ligand ile aktive edilen transkripsiyon ailesine iiye olan bir ¢ekirdek
reseptoriidiir. Cogunlukla sitoplazmada bulunan bu reseptorler oksisterol ligandlar
ile de aktive olmaktadir. 24S-OHC, 22R-hidroksikolesterol (22R-OHC), 24S, 25-
epoksikolesterol, 27-OHC ve metaboliti olan kolestenoik asit LXR'1 aktive eden
baslica oksisterollerdir [91].

LXR'lar kolesterol homeastazinda onemlidir. Bu reseptorler kolesterol
metabolizmasinda bir¢cok genin ekspresyonunu diizenler. Kolesterol 7-hidroksilazin
transkripsiyonel indiiksiyonuna aracilik ettigi gosterilmistir. Kolesterol tasiyici
proteinleri ABCA1 ve ABCGl'in diizenlenmesinde gorevlidir. Ana olarak a ve P
olmak {tizere iki alt tiirli bulunmaktadir. LXRa ve LXRf'e baglanan oksisteroller ile
aktive olur. LXRp reseptorii o reseptdre gore daha genis dagilima sahiptir. Ozellikle
beyinde yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir. 24S-OHC'nin beyindeki yiiksek

konsantrasyonu, LXRp'nin dahil oldugu beyindeki énemli oksisterol sinyal yolunun
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var olabilecegini diislindiirmektedir. Fakat, bunu destekleyen kesin kanit hala

bulunamamistir [91].
2.3.3. Oksisterollerin Hastahklarla liskisi

Oksisteroller memeli dokularinda ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar.
Patolojik durumlarda makrofaj kopiik hiicreleri, aterosklerotik lezyonlar, katarakt ve
safra taglar1 gibi dokularda diizeylerinin yiikseldigi belirtilmektedir. Ateroskleroz,
norolojik hastaliklar ve kanserle olan iligkisi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [118,
140, 143]. Tablo 2.3'te oksisterol tiirevleri ile iliskilendirilmis hastaliklar
gosterilmistir  [118]. Kronik hastaliklarda inflamasyon siirecini  baglattiklar

savunulmaktadir [143].

Tablo 2.3. Oksisteroller ile iligkili hastaliklar [118].

Oksisteroller Kanser Ateroskleroz Norolojik
hastahiklar

5,6 kolesterolepoksit [118, 144, 145] N N

Kolestan-3p,50,6B-triol [118, 146, 147] \ \

25-hidroksikolesterol [118, 148] \

24-hidroksikolesterol [118, 149-151] \

7-hidroperoksi-kolesterol [118, 152] \

7-hidroksikolesterol [118, 153] \

Ateroskleroz:

Ateroskleroz (damar sertligi); arterlerin (atar damarlarin) i¢ ylizeyinde kan
akisin1 engelleyen veya yavaslatan yag ve kolesterol plaklar1 olugsmasi durumudur.
Endotelyal hiicre kiiltiirleri ve arteryel diiz kas hiicreleri tizerinde in vitro ¢alismalar
ile sitotoksik etkilerinin gosterildigi oksisterollerin aterojenik oldugu ileri
stiriilmiistiir. 7B-OHC, plazma seviyesi ve karotid ateroskleroz gelisimi arasinda bir
iliski oldugu yapilan galigmalarla gosterilmistir. Plazmadaki oksisterol diizeylerinin
sigara i¢enlerde igmeyenlere gore daha yiiksek oldugu rapor edilmistir. E vitamini

takviyesinin 7p-OHC plazma seviyesini diistirdiigii gortilmistiir. Sitotoksik ve stabil
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olmayan oksisterol 7-hidroksiperoksikolesterol'in (LDL'nin oksidatif modifikasyonu

ile olusan) ateroskloroz i¢in patojenik 6zellige sahip oldugu gosterilmistir [91].
Alzheimer:

Alzeheimer hastalarinin beyinlerinde kolesterol oksidasyon iiriinlerinin
anormal diizeyde biriktigi belirlenmis ve bu durum hastaligin patogenezi ile
kolesterol metabolizmasi arasinda baglanti kurulmasmna neden olmustur. Otopsi
orneklerinde hastaligin ciddiyeti ile baglantili olarak beyinlerinin frontal
korteksindeki 24-OHC, 27-OHC miktarlar1 artar. N-asetil-sistein (N-Acetyl-cystein,
NAC) ile hiicrenin 6n uygulama yapilmasiyla, p-amiloidojenez indiiklemesi ile

olusan bu iki oksisteroliin olusumunu engellendigi belirlenmistir [154].
Diyabet:

Diabetes Mellitus olusumu ve prognozunda oksidatif stresin rolil
bilinmektedir [18, 155, 156]. Hiperglisemi, reaktif oksijen radikallerinin olusumunu
hastalik sirasinda indiiklemektedir. Eritrositlerin yliksek miktarda glukoz ile
inkiibasyonu ile membran lipid peroksidasyonunu artirdigi gosterilmistir Ayrica,
hipergliseminin yol agtigi reaktif oksijen radikalleri ile Kkolesterol gibi endojen
molekiillerde de degisiklige neden olmaktadir. Oksisterollerin diabetes mellitusta
sitotoksik ve proinflamatuvar fonksiyonlar: oldugu ve nérolojik komplikasyonlarin
patofizyolojisinde 6nemli rol oynadigi diistiniilmektedir [18, 156]. Total oksisterol
diizeylerinin diyabet hastalarinin plazmalarinda yiikseldigi tespit edilmistir. Tip 1
diyabet hastalarinda otooksidasyonla olusan 7a ve 7B hidroksikolesteroller, tip 2
diyabetlilere gore yiliksek bulunmustur. Tip 2 diyabetli hastalarin plazmalarinda 7f3-
OHC, kolesterol-a-epoksit, kolesterol-B-epoksit miktarlarinda artis gézlenmistir
[156]. Oksisterol tiirleri, diabetes mellitus Tip 1 ve Tip 2'de bozulmus glukoz
toleransinda ayr1 ayr1 oksidatif stresi gosteren duyarli biyobelirtegler olarak klinik
takipte, ilag etkinligini izlemede, olasi komplikasyonlarin varligini 6ngoérmede ve

takibinde kullanilabilir [18].
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Kanser:

Oksisteroller kansere katkida bulunan pro-oksidatif ve pro-inflamatuvar
Ozelliklere sahiptir. Sekil 2.12'de oksisterollerin kanser {lizerine etkisi gosterilmistir.
Ik olarak ROB/RNB fiiretimini arttirarak tiimor olugsmasini baslattiklar1 gdsterilmistir
[118]. Ikinci olarak hiicresel fenotiplerin degisimini tetikleyen siklooksijenaz-2
(Cyclooxygenase-2, COX-2) gibi upregiile olan proteinler araciligi ile oksisteroller
tarafindan tiimor gelisimi tetiklenebilebildigi bildirilmistir [118, 157, 158].

Kolesterol oksidasyon {irlinlerinin karsinogenez tizerindeki etkileri ilk olarak
1946'da Bischoff ve Rupp tarafindan raporlanmistir [118, 159]. Ovariyektomi
yapilmig farelere 10 mg ham progesteron igeren susam yagi verilmis ve kansere
rastlanma orani saf progesteron verilen farelere gore daha yiiksek ¢ikmistir.
Kolesterol oksidasyon {iriinleri ham progesteron ekstraktini alan farelerde
goriilmistir. Bu c¢alisma, karsinojenlerin  endojen olarak  kolesterolden
tiretilebilecegine dair kanitlar saglamistir. Sonraki ¢alismalar spesifik oksisterollerin

kanserojen potansiyelini ortaya koymustur [118].
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Sekil 2.12. Oksisterollerin kanser tizerine etkisi [118].
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Farelerle yapilan bir ¢alismada, 6p-hidroperoksi-4-kolestan-3-on’in subkiitan
olarak enjekte edildigi farelerde lokal sarkomlarin gelistigi goriilmiistiir. Kolesterol

50, 6a-epoksit de lokal sarkomlara sebep olabilmektedir [160, 161].

Akciger kanseri ile oksisterollerin iliskilendirildigi bir ¢alismada 20 tane
akciger kanseri hastasinin plazmasinda 6 farkli oksisterol tiirevi Ol¢lilmiistiir
(7a-hidroksikolesterol, ~ 7B-OHC,  Kolesterol-a-epoksit,  kolesterol-p-epoksit,
kolestanetriol, 7-KC, 7-keto-pregnenolon). 7p-hidroksikolesterol seviyesi ile akciger
kanseri arasinda pozitif yonde bir iliski bulunmustur. Akciger kanseri riskinde bu
oksisterol tiirevinin biyobelirteg olabilecegi belirtilmistir. Ayrica, diyet, lipit
peroksidasyonu ve bireysel metabolizma farkliliklarindan dolay1 73-OH seviyesi de
artmaktadir [118, 162].

Kolon kanseri olusumunda hayvansal yaglarda meydana gelen oksidasyon
iiriinlerinin, oksisterollerin, iliskisinin oldugu gdsterilmistir [163]. insan kolon
adenokarsinoma hiicre hattinda; 7o -hidroksikolesterol (7a-OHC) (%43), Sa, 6a-
epoksi kolesterol (%32), 5B, 6p-epoksi kolesterol (%6)'den olusan oksisterol
karisiminin apoptozisi indiikledigi gosterilmistir. Bu hiicreler oksisteroller tarafindan
uyarildiktan sonra mitokondriyal membran potansiyelinde sitokrom c salinimi ve
kaspaz-3'iin aktivasyonunda bir azalma goriiliirken apoptozun mitokondriyal yolu
upregiile edilmistir. Oksisterole bagli apoptoz upregiilasyon mekanizmasi, hiicrelerde
NADPH oksidaz aktivasyonu ile ROB fiiretimini arttirdi. Asir1 ROB ve pro-
inflamatuvar sitokin seviyeleri, enterik mukozal fonksiyonun bozulmasina katkida

bulunabilir [164].
Niemann-Pick Tip C:

Niemann-Pick Tip C (NP-C) hastaligi tiim sinir sisteminde tutulum gdsteren
genetik bir lizozomal depo hastaligidir. Farkli yaslarda ortaya ¢ikip, farkli ilerleme
hiz1 gosteren hastaliga, 6zel olmayan pek ¢ok sistemik ve norolojik bulgu eslik
etmektedir. Bu nedenle norolojik bulgularin ortaya ¢ikmasi ve hastalarin tan1 almasi
arasindaki siire uzundur [165]. NP-C’de temel mekanizma kolesteroliin dokularda
birikimi oldugundan oksidatif stres ve ROB'a maruz kalan dokuda okside edilmis
kolesterol iirlinleri olan oksisterol diizeylerinde de artis olmaktadir. Hayvan

deneylerinde plazma, doku ve makrofajlarda 6zellikle 7-KC, 7B-hidroksikolesterol
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ve triol diizeylerinde artis oldugu gosterilmistir. 7-KC ve triol tiirevleri, hastalik i¢in

spesifik biyobelirte¢ olarak degerlendirilmektedir [165-167].

NP-C hastalarinin lipit profilindeki bozukluklar, c¢ogunlukla kolesterol
transportundaki bozuklugun derecesiyle korelasyon gosterir. Yiiksek dansiteli
lipoprotein (high density lipoprotein, HDL) seviyesinin dusiikliigii sik olarak
goriilmektedir. Oksisterol diizeyleri gibi erken tani biyobelirteglerinin kullaniminin
yayginlastirilmasina ihtiyag vardir. Erken tan1 ve etkilenmis bireylerin prenatal
donemde tespit edilmesi acisindan oksisterol seviyelerinin 6l¢iilmesinin biiyiik 6nemi

oldugu disiinilmektedir [165].
2.3.4. Oksidatif Stres, Lipit Peroksidasyonu ve Silikozis

Temel olarak oksidatif stres, ¢esitli nedenlerle hiicre veya dokularda ROB
olusumunun artmasi ve biyolojik sistemde prooksidanlarla antioksidanlar arasindaki
dengenin ilki lehine bozulmasi olarak tanimlanmaktadir [168, 169]. ROB da dahil
serbest radikaller, lipit, protein ve DNA gibi 6nemli hiicresel makromolekiillere zarar
vermektedir. Bu radikaller arasinda en Onemlileri Oz¢ ve OHe olarak ifade
edilmektedir. Viicudumuzda dogal olarak da olusturulan radikallerin fizyolojik rolleri
organizmay1 bir mikrobiyal saldiriya karsi savunmaktir [169-171]. Oksidatif stres
varliginda ROB aktif graniilositler tarafindan biiyilkk konsantrasyonlarda
tiretilmektedir ve herhangi bir hiicresel yapiya zarar verebilir. Oksijen miktarinin
% 2-5'i mitokondrilerde ROB iiretmek i¢in kullanilimaktadir [169, 172].

ROB iiretimi ve antioksidan sistem normal sartlar altinda iyi bir denge i¢inde
caligmaktadir. Ancak, bu sistem bir hastalik veya ¢evresel kosullar tarafindan
bozulabilmektedir. Ateroskleroz ve diyabetin neden oldugu kontrolsiz ROB
aktivitesi, organizmada, bir hedef organda (akcigerler gibi) oksidatif stres ile
indiiklenen hasara veya pekcok organda sistemik hasara yol acabilmektedir [169,
173]. Lipit, protein, enzim, DNA gibi 6nemli biyo-makromolekiiller zarar
gorebilmektedir ve boylece fizyolojik siiregler etkilenebilmekte ve/veya hiicre
Olimiin ortaya c¢ikabilmektedir. Oksidatif strese bazi durumlarda mutasyonlar,
karsinojenez, erken yaslanma veya c¢oklu organ fonksiyon bozuklugu eslik

edebilmektedir [169].
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Insanlarda oksidatif stresin belirlenmesi in vivo olarak cesitli sekillerde
gerceklestirilebilir: (a) ROB'un asir1 liretiminin belirlenmesi, (b) Enzimatik olmayan
antioksidanlarin konsantrasyonunun ol¢iilmesi, (c) Antioksidan ve detoksifikasyon
enzimlerinin  aktivitesi/ekspresyonu  veya (d)  Spesifik  biyobelirteclerin
konsantrasyonunun saptanmasi. ROB'un ¢ok sinirli kararliligi analitik yontemlerle
niceliksel olarak dlglimiinii zorlastirmaktadir. Enzim aktivitesi in vivo ¢aligsmak igin
de ¢ok kolay ve uygun degildir. Ancak, oksidatif stresin uygun biyobelirtegleri ve
bunlarin viicut sivilarinda izlenmesi, oksidatif stresi 6lgmek icin daha kolay bir
yontem olarak degerlendirilmektedir [174].

Tim hiicresel membranlar, lipit ¢ift katmanlar1 olusturarak icten disa ve
sitoplazmay1 hiicreler arasi bdliimlerinden ayiran biiylik bir fosfolipit pargasina
sahiptir. Baz1 fosfolipidlerin hidrofobik kisminda, zar yapisi ve hiicre fizyolojisinde
onemli bir bilesen olan ¢oklu doymamis yag asitleri (Polyunsaturated Fatty Acids,
PUFA) bulunur [175, 176]. Ayrica, PUFA igeren fosfolipidler, dokular arasinda
triacilgliserol ve kolesterol tasiyan lipoprotein partikiillerinde bulunur. Bununla
birlikte, PUFA'lar, yapilarindaki cifte baglar nedeniyle oksidatif strese ozellikle
duyarhdir [177]. Oksidatif stres sirasinda artan ROB'lar, 6zellikle PUFA igeren
fosfolipidleri etkileyen lipit peroksidasyonu adi verilen zincir reaksiyonunu baslatir.
Nihayetinde MDA veya 4-HNE gibi ikincil iirlinlere ayrisabilen lipid peroksitleri
olusur [175, 178]. Sekil 2.13 ve Sekil 2.14’te baz1 oksidatif stres biyobelirte¢lerinin

olusumu gosterilmistir [169].
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Sekil 2.14. Oksidatif stresin ana hedefleri [179].

Serbest radikallerin ana hedefleri lipitler, 6zellikle de ¢oklu doymamis yag
asitleridir ve bu ataklar bir zincir reaksiyonu olan lipid peroksidasyonu ile
sonuglanir. Hiicre zarn lipitlerinin zarar gormesi, biyolojik fonksiyonlar1 ve/veya
hiicrelerin stabilitesini biiylik Olgiide etkiler. Bu nedenle, oksidasyon {iriinleri,
oksidatif stresin belirtecleri olarak kullanilabilir. Yag asitleri ve esterleri {i¢ farkli
mekanizma ile ayristirilir: (a) enzimatik oksidasyon, (b) serbest radikal oksidasyonu
ve (c) enzimatik olmayan ve radikal igermeyen oksidasyonu. Her bir oksidasyon yolu
ile farkli tipte maddeler iiretilmektedir [169, 174].

Biyolojik olarak izoprostan ailesinin aktif iiyesi, 8-izo-prostaglandin Fy,
oksijen radikalleri tarafindan hiicre yiizeyinde arasidonik asidin (AA) enzimatik
olmayan dogrudan oksidasyonuyla tiretilmektedir. Genellikle oksidatif stresin en
onemli biyobelirtecleri olarak bilinmektedir [174]. ®-6 ve ®-3 doymamuis yag asitleri,
konjuge dienler, alkanlar, aldehitler, doymus ve doymamis ketonlar yag asitlerinin
oksidasyonu ile olusur. Yag asidi oksidasyonu sonucu olusan bazi iiriinler yiiksek
reaktiviteleriyle sitotoksisite ve genotoksisite gostermektedir. Aldehitler, protein ve

niikleik asitlerin amino gruplariyla reaksiyona girerek canli organizmalarin temel
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yap1 taglarina zarar verirler. Amino asitlerin ve niikleik asitlerin oksidasyonu ile o-
tirozin ve 8-hidroksiguanozin olusmaktadir ve biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir
[169].

Inhale kristalin SiO2 partikiilleri akcigerde oksidatif strese neden olmaktadur.
Bu siireg, kristalin SiO2'nin yiizeyinde iiretilen ROB indiiklenmesiyle baslamaktadir
[15, 16]. Olusan ROB, daha 6nce agiklandigi gibi lipitleri, proteinleri ve niikleik
asitleri oksitler. SiO2'nin neden oldugu bu okside molekiiller, normal islevlerini
kaybeder ve hiicresel metabolizma bozulur [16, 17]. Olusan oksidatif lipit hasarinin
oOlgiilmesi, 8-izo-prostaglandin F.,, MDA ve 4-HNE gibi aldehitlerin 6lgiilmesi ile
degerlendirilebilir. Soluk verilen nefes, kan ve idrardaki oksidatif stres
biyobelirtegleri diizeylerinin karsilagtirilmasi, muhtemelen akcigerlerde veya diger

dokularda olusturulmus stresin izlenmesini saglamaktadir [169, 180].
a) Malondialdehit

Malondialdehit, hiicrelerde ¢oklu doymamis yag asitleri peroksidasyonunun
son tlrilinlerinden biridir. Serbest radikallerin etkileri ile makromolekiillerin oksidatif
hasar1 sonucunda MDA ortaya c¢ikar. Lipit peroksidasyonu, oksidatif stres sirasinda
ortaya ¢ikar ve otolog biyomolekiillere baglanabilen ve potansiyel olarak istenmeyen
biyolojik cevaplar olusturabilen epitoplar tretebilen MDA gibi son iirlinlerin
tretilmesine neden olur. Bu nedenle, bagisiklik sistemi, hem hiicresel hem de
¢coziinlir efektdrler yoluyla bu iriinleri baglaylp notralize ederek, MDA
epitoplarindan korunma mekanizmalar gelistirmistir [175].

MDA, biyolojik materyallerde oksidatif stresin bir 6l¢iisii olarak yaygin
olarak kullanilir. DNA, lipidler veya proteinler gibi diger biyomolekiillere kovalent
olarak baglanabilen ve bdylece MDA epitoplar1 olarak adlandirilan otolog yapilar
tizerinde neo-epitoplar olusturabilen reaktif bir aldehittir [181]. Lipid
peroksidasyonunun; kardiyovaskiiler, pulmoner, hepatik, retinal ve nérodejeneratif
hastaliklarda inflamatuvar bir bilesen olan son {irlinlerinin saptanmasiyla bir¢ok
patolojiye eslik ettigi kanitlanmistir [175].

Insanlarda 6zellikle genotoksik, mutajenik ve kanserojenik potansiyeli dahil
olmak tizere MDA'nin toksikolojisini belirlemek i¢in ¢ok sayida in vitro ve in vivo

caligmalar yapilmistir. MDA verileri [ARC'da gozden gecirilmis ve MDA TARC
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Monograflarinda siniflandirilmistir (1987). 1999 yilinda MDA'min Grup 3 olan
“Insanlarda kanserojen olarak smiflandirilamayanlar” oldugu bildirilmistir [179].
Devam eden siirecte MDA tarafindan indiiklenen DNA hasarinin kimyasi ve
biyolojisi, son otuz yilda birgok grup tarafindan incelenmistir. Marnett,
incelemesinde “MDA'nin yasam tarzi ve diyet faktorleriyle baglantili olarak kansere
onemli Ol¢liide katkida bulunabilecegini” belirtmistir [179, 182]. Marnett ve
arkadaslari, 2003 yilinda MDA'min insan hiicrelerinde mutajenik oldugunu
bildirmistir [183].

DNA ve proteinlerle etkilesimi mutajenik ve aterojeniktir [184]. /n vitro
MDA; proteinleri, DNA, RNA ve diger bir¢ok biyomolekiilii degistirebilir. Son
donemde yapilmis bir ¢alismada, hiperlipidemik tavsanlarin ateromunda MDA ile
degistirilmis proteinin meydana geldigi monoklonal antikorlarla gosterilmistir [185].
Serbest radikallerde artis olmasi, MDA'nin asir1 iiretilmesine neden olmaktadir.
MDA diizeyi, kanserli hastalarda da oksidatif stresin bir belirteci olarak
degerlendirilmektedir [186]. Bu aldehit yapidaki tiriin oldukga toksik bir molekiildiir
ve sadece lipit peroksidasyonunun bir belirteci olarak degil daha fazlasi olarak

diistiniilmelidir [184].
b) 4-Hidroksinonenal

Hidroksinonenal, c¢ogunlukla linoleik asit, linolenik asit ve AA
peroksidasyonu ile olusan o, B-doymamis bir hidroksialkenaldir [187, 188]. HNE
tiretimi enzimatik olmayan siireglerle olusmasina ragmen, NADPH bagimh
mikrozomal enzimlerin varliginda AA'dan meydana gelebildigi ¢alismalarla
gosterilmistir [189]. Demir iyonlarinin varliginda PUFA'larin HNE'ye indirgenmesi
hizlanmaktadir. HNE giiclii bir hidrofobik yapiya sahip oldugu i¢in, ¢ogunlukla
tiretildigi zarlarla iligkilidir; bununla birlikte, farkli hiicresel bolmelere de yayilabilir
ve bircok farkli alt tabaka ile etkilesime girebilir. HNE, DNA, proteinler ve
niikleofilik tiyol (-SH) veya amino (-NH2) gruplart igeren diger molekiiller gibi
cesitli hiicresel bilesenlerle kolaylikla reaksiyona girebilir. HNE'nin yiiksek
reaktivitesi, ii¢ fonksiyonel grubun varligina baghdir: bir aldehit, karbon C2 ve C3
arasinda bir ¢ift bag (alken) ve karbon C4'te bir sekonder alkol [187].
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4-HNE, PUFA'nin peroksidatif ayrismasinin 6nemli bir {iriinii olarak iiretilir
ve sitotoksik, hepatotoksik, mutajenik ve genotoksik o6zelliklere sahiptir. Plazma ve
cesitli organlarda oksidatif stres kosullar1 altinda artmuis HNE seviyeleri
belirlenmistir [185]. Memeli hiicreleri, HNE metabolizmasi dahil olmak iizere
yiiksek derecede aktif aldehit yolaklarina sahiptir. Cogu hiicre tiirtindeki birincil
HNE f{irtinti olarak, HNE-glutatyon konjugat: (HNE-GSH), hidroksinonenoik asit ve
ilgili alkol 1,4-dihidroksinonen (DHN) belirlenmistir. Oksidatif stres triinleri
nedeniyle proteinleri modifikasyondan korumak i¢in HNE metabolizmasi ¢ok hizl
gerceklesir boylece ikincil antioksidatif savunma mekanizmalarinin 6nemli bir
parcasi olarak HNE degrade edici yollarin 6nemini ortaya koyar. Plazmadan, ¢esitli
insan dokularindan ve diger memeli tiirlerinden, HNE seviyelerinin artan yas ile
birlikte yiikseldigi gosterilmistir. Bunun sebebinin HNE olusumunun hizlanmasi m1
yoksa bu bilesenin azalan metabolizmasi mi oldugu daha anlagilamamistir [190].

4-HNE'nin biyolojik etkileri, esas olarak proteinler, DNA ve amino grubu
iceren fosfolipitler dahil olmak iizere 6nemli biyomolekiiller ile kovalent katimina
baghdir. Proteinler, niikleik asitler ve membran lipidlerindeki niikleofilik fonksiyonel
gruplarla kovalent katim olusturulmasi yoluyla bir dizi hiicre sinyalizasyonu
etkilenebilir [191]. Mitokondri, hiicresel biyoenerji i¢in hayati 6neme sahiptir ve
ROB iiretimi i¢in baslica hiicresel bolge olarak kabul edilir [192]. Yapilan ¢alismalar
mitokondrinin ayrica 4-HNE olusumu i¢in dnemli bir yer oldugunu ve 4-HNE'den
mitokondriyal makromolekiiler katim {iriinlerinin, kanserin baglatilmasinda ve
ilerlemesinde rol oynadigin1 gostermistir [192]. Lipid peroksidasyonunun énemli bir
belirteci olan HNE-protein katim {irtinleri, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi,
Huntington hastalifi, amiyotrofik lateral skleroz hastalar1 ve yasa bagh

norodejeneratif hastaliklarin beyin dokulari ile viicut sivilarinda yilikselmistir [187].

c) F2-Izoprostan

Izoprostanlar, arasidonik  asidin  serbest radikal ile baslatilan
peroksidasyonunu igeren enzimatik olmayan bir mekanizma yoluyla in vivo olarak
olusturulan prostaglandin benzeri bilesiklerdir. Bu bilesikler prostaglandinlerin
prostan halkasini igeren bir dizi izomer oldugundan, F2-iP olarak adlandirilir.

Izoprostan yolagindaki ara maddeler, F2-iP'leri olusturmak iizere indirgenmis ve ayn1
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zamanda in vivo olarak yeniden diizenlenmis olan E2-, D2-, A2-, J2-izoprostanlar,
izotromboksanlar ve yiiksek derecede reaktif y-ketoaldehidler, isoketals olarak
adlandirilan prostaglandin H2-benzeri bilesiklerdir [193]. Cesitli izoprostanlarin
giiclii biyolojik etki gosterdikleri bulunmustur. Reseptor aracili eylemleri arasinda
kimyasal 6zelliklerine bagli olarak vazokonstriiksiyona sebep olur [194]. Son yapilan
calismalarda, F2-iP'lerin lipit peroksidasyonunun son derece hassas belirtegleri
oldugu ve ateroskleroz, Alzheimer hastaligi ve pulmoner bozukluklar dahil olmak
lizere bir dizi insan hastaliginda oksidan hasarin roliinii aydinlattigi gosterilmistir.
Alzheimer hastalarinin  postmortem beyin Orneklerinin - F2-iP  seviyelerinin
kontrollere gore anlamli sekilde yiikseldigi gosterilmistir [195].

Cok sayida patolojik siirecte serbest radikal araciligiyla indiiklenen oksidatif
stres olustugu bilinmektedir. Lipid peroksidasyonu, oksidatif stresle iliskili en yaygin
durumlardan biridir ve lipid peroksidasyon iiriinlerinin 6l¢imii, in vivo kosullarda
oksidatif stresi degerlendirmek icin kullanilmaktadir. Primer son {iriinlerin
degerlendirilmesi, konjuge dienler ve lipit hidroperoksidin 6l¢iimiinii igerirken,
ikincil son irilinlerin miktarlar1 tiyo barbitiirik reaktif maddeleri, gaz seklinde
alkanlar1 ve F2-iP olarak adlandirilan prostaglandin F2 benzeri iriinleri icermektedir

[194].

2.3.5. Sfingozin-1-Fosfat

Hiicre zarinda dort tip fosfolipit bulunmaktadir ve yapilarinda tasidiklari alkol
kisminda bulunan molekiillere gore isimlendirilmektedir. Bunlar fosfotidilkolin,
fosfotidiletanolamin, fosfotidilserin ve sfingomiyelindir. Hiicre zar1 fosfolipitlerinden
sfingomiyelin olusumunda gliserol yer almaz. Sfingomiyelin, sfingozin, fosforik asit
ve kolinin birlesmesiyle olusur [196].

Sfingomiyelin (SM), seramid, sfingozin ve S1P hiicre zarinin akigkanliginin
diizenlenmesinde 6nemli yapisal rol oynayan sfingolipidlerdir ve sfingoid tabanli
lipit ailesinin iiyeleridir. [196, 197]. Sfingolipidler tiim 6karyotik plazma zarlarinin
yapisinda bulunmaktadir. Yaygin olarak lipid tabakanin mekanik olarak stabil ve
kimyasal olarak direngli bir dig yapt olusturmasimi saglayarak hiicre yiizeyini
korudugu diistintliir [198]. Sfingolipidler, membran bilesimindeki intraseliiler (hiicre

i¢i) ikincil haberci ve ekstraseliiler (hiicre dis1) mediyator gibi ¢esitli fonksiyonlara
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sahiptir. Hizli bir sekilde iiretilebilir veya birbirlerine donistiiriilebilirler. Bircogu
inflamasyon ve apoptoz ile biiyiik oranda iligkili olan gesitli hiicresel siireclerde
onemli rol oynar. Sayisiz sfingolipid arasinda seramid ve SI1P en ¢ok dikkati
cekenlerdir. Seramid, kistik fibroz ve kronik KOAH" olan hastalarin akcigerlerinde
artan bir hidrofobik molekiildiir. Seramidin sentezinde yer alan notr veya asit
sfingomiyelinaz enzimleri, amfizematik bulgular1 olan sigara kullanicilarinda ve
siddetli sepsis hastalarinda anormal miktarda bulunmaktadir. Bu nedenle, son
donemde yeni farmakolojik hedef olarak kabul edilmektedirler. S1P, seramidin
cesitli etkilerine kars1 G proteinine bagli S1P reseptorlerine (SIP1-S1P5) baglanarak
etki gosteren bir ekstraseliller mediyatordiir. S1P1 reseptorleri vaskiiler bariyer
fonksiyonlarmi giiclendiren ve antiapoptotik olan o6zellikleri ile ilgi ¢ekicidir. Bu
nedenle S1P1 reseptor ligandlari, KOAH ve akut akciger hasar1 i¢in yeni ilaglar
olarak onerilmektedir. S1P bircok l6kosit i¢in gliglii bir kemotaksin olup, lenfosit
dolagimini diizenler ve astimin havayolu asirt duyarliligi ve pulmoner eozinofil
sekestrasyonu gibi anahtar semptomlarma katilir. Bu bulgulara dayanarak, KOAH,
kistik fibrozis, astim ve akut akciger hasarmin tedavisinde spesifik olarak hedef
yolaklarinda sfingomiyelinazlar, sfingozin kinazlar ve S1P reseptorleri Kilit rol
oynamaktadir [199].

Sfingolipitlerden biri olan ve sfingozin kinaz (SphK) araciligiyla olusan S1P,
hiicrenin biiylimesi, hayatta kalmasi, hareketinin diizenlenmesi gibi faaliyetlerinin
yaninda invazyon, anjiyogenez, vaskiiler olgunlasma, lenfosit hareketleri ve
bagisikligi da diizenler. Bunun yaninda, artan S1P {iretimi ¢oklu skleroz, alerji,
ateroskleroz ve otoimmiin hastaliklar1 gibi cesitli patofizyolojik siireclerle de iliskili
oldugu ileri siiriilmiistiir [196, 200]. Son zamanlarda, S1P'nin ayrica inflamasyon,
kanser ve Alzheimer hastaliginda 6nemli hiicre i¢i hedefleri oldugu gosterilmistir
[201]. S1P iiretilmesi igin sfingozini fosforile eden iki enzim tanimlanmistir. Bunlar
SphK’1n iki izotipi olan sfingozin kinaz 1 (SphK1) ve sfingozin kinaz 2 (SphK2)’dir.
SphK1’in tiimdr ilerlemesinde fonksiyonlart tanimlanmistir ancak SphK2’in
fonksiyonlar1 daha az bilinmektedir [196, 200].

S1P, G proteine bagli bes hiicre yiizey reseptoriiniin ligandlarindan biridir.
S1P reseptorleri hiicre yiizeyinde, sitoplazmada ve g¢ekirdekte bulunur [198]. S1P

reseptOrlerine baglanarak bliylime, hiicre yasaminin devami, hiicre iskeleti ve
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hareketi dnemli hiicresel fonksiyonlar1 diizenlemektedir ve bu 6zellikleriyle kanser
patogenezinde rolii bulunmaktadir. Epidermal biiyiime faktorii (EGF), insan meme
kanserinin invazyonu ve tiimor gelisimin ilerlemesinde onemli bir rol oynamaktadir.
EGF, meme kanseri hiicrelerinin plazma membraninda SphK1 translokasyonunu ve
aktivasyonunu indiiklemektedir [202]. S1P’nin hiicre i¢indeki miktar1 iki enzim
tarafindan kontrol edilir, SpHK ve sfingosin-1-fosfat liyaz (SPL). SpHK, S1P
olusturmak tizere sfingozini fosforlarken, SPL ise SIP’den geri doniisiimsiiz olarak
etanolamin ve heksadesanoliinii olusturur. Bu iki enzim hiicre i¢i S1P miktarini
belirleyerek hiicrenin yasaminin devamini etkiler. Ozellikle hiicre stresteyken bu iki
enzimin ekspresyonun artmasi hiicrenin ¢ogalmasini ve apoptozunu etkileyebilir.
SPL’nin asir1 ekspresyonu hiicre i¢i S1P ve sfingozin seviyelerini azaltir ve apoptoz
ile sonuglanan, seramid diizeylerini yiikseltir [203].

S1P, adenilat siklaz, fosfatidilinositol 3-kinaz, Ras-mitojen aktivite protein
kinaz (Ras-Mitogen Activated Protein Kinase, Ras-MAPK), fosfolipaz C, protein
kinaz B (Protein kinase B, Akt/PKB), c-Src tirozin kinaz, kiigiik guanozin trifosfataz
(GTPaz)'lar, Rac ve Rho, fosfolipaz D ve fokal adezyon kinaz p125'i igeren sinyal
yolaklarini uyarir. Bu sinyal yollari, normal hiicresel fonksiyon i¢in énemli pek ¢ok
olay1 oldugu gibi tiimor invazyonu ve metastazin1 da kontrol edebilmektedir. S1P,
hiicrenin yasam sinyallerini uyarir, endotel hiicre hareketini ve tlip olusumunu
uyararak anjiyogenezi tesvik edebilirken bazi tiimorleri ve 16kosit hiicre gdclerini
engelleyebilmektedir [196, 204].

Ozetle; sfingozin kinaz, biyoaktif sfingolipid sinyal molekiilleri seramid,
sfingozin ve S1P dengesinin diizenlenmesinde 6nemli bir oyuncudur. Sfingolipid
metabolizmasinin yeniden regiilasyonundan kaynaklanan patolojik pek¢ok durum
bulunmaktadir ve bu kosullarin ¢ogunun SpHK/S1P yolu araciligiyla ortaya ¢iktigi
bilinmektedir [205].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar Maddeler

Kullanilan Kimyasal Maddeler
3B-hidroksi-5-kolesten-7-on-d7
(7 ketokolesterol-D7)

3B-hidroksi-5-kolesten-7-on
(7 ketokolesterol)

3B,5a,6B-Trihidroksikolestan
3B,5a,6B-Trihidroksikolestan, D7

N-(3-Dimetil Amino Propil)-N° - Etil
Karbodiimid Hidroklorid (EDC)

N,N-Dimetilglisin hidroklorid (DMG)

4-(Dimetilamino) piridin, Reaktif Ekli,
(DMAP)

Kloroform, Chromasolv® Ekli, HPLC
igin, >=9%99,9, Stabilizan olarak %0,5-
1,0 Etanol igerir

Heksan Chromasolv® HPLC i¢in,
>%97,0

Metanol Chromasolv®, Gradyan Siifi,
HPLC i¢in, >%99,9

(Aktif karbon ve dextran ile muamele
edilmis insan plazmasi antikoagiilani
(ACD, EDTA, Heparin)-UNIT, Steril
Filtreli

Formik asit LC-MC Ultra, UHPLC-MS

icin eluent katki maddesi

Firma Adx

Avanti, Katalog No T700046P

Avanti, Katalog No 700015P

Toronto, Katalog No T795100
Toronto, Katalog No T795102

Sigma, E1769

Sigma, D6382

Sigma,107700

Merck

Merck

Merck

Zenbio, Katalog No SER-PLE-CDS

Sigma, Katalog No 56302 Fluka



Amonyum format HPLC i¢in, >%99,0
Asetonitril, LC-MS Ultra Chromasolv®

Standart (2400 pg/ml)

Standart (1280 ng/L)
Standart (128 nmol/ml)

Mobil Faz Coziicii A - Distile su i¢inde
10 mM Amonyum Asetat + %0,01

Formik asit ¢ozeltisi

Mobil Faz Coziicii B - Metanol i¢inde

%0,01 Formik asit ¢ozeltisi

Distile su

3.2. Kullanilan Arag ve Geregler

Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

LC-MS/MS (Tandem-Kiitle

Spektrometresi)
LC-MS/MS

Ependorf santrifiijii

Su banyosu

HPLC Cam insert
Santrifiij

Evaporator

Vakum firmi

Cam test tiipleri (10 ml)

Orbital ¢alkalayici
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Sigma, Katalog No 17843
Sigma, Catalog No 34967

Eastbiopharm Human 4-
Hydroxynonenal (4- HNE) ELISA Kit

Eastbiopharm Human F2-iP ELISA Kit

Eastbiopharm Human MDA ELISA Kit

Firma Adi, Modeli

Shimadzu model 8040

Agilent 6420

Abott

Nuve B5

Sigma, Hettich Universal 30 RF
Lanofuge 200 Heraeus

Univapo 150 H

Kendro B6420

Fisher Scientific

Heidolph tetramax 101



LC-MS/MS Kolon, Simetri C18
(3-5 um, 21*50 mm)

LC-MS/MS Kolon, ACE C18 (50 mm x

4,6 mm X 5 um) kolonu
Hassas olgek

37°C inkiibator

Hassas otomatik pipetler ve pipet uglari
Buz kirma makinasi
Buzdolab1

Deiyonize su cihazi
Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-80°C)
Distile su cihazi

Etiiv

Vorteks

Terazi

Ultrasonik Banyo

Spektrofotometre

3.3. Hazirlanan Cozeltiler
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WAT 200650

Shimadzu ATX 224
Eastbiopharm ELISA Kit
Gilson, Mettler Toledo
Skotsman

Beko BK 3531 T
Baunstead

Arcelik

AS-Polar 530 V

Mes

Dedeoglu

Janke & Kunkel VF 2
Schimadzu Libror EB-330D
Transsonic 460/H

Shimadzu UV 1600

3.3.1 LC-MS/MS ile Oksisterol Analizi Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

e 7-Ketokolesterol ve 3B, 5a, 6f Trihidroksi Kolestan Stok Cozeltisinin

Hazirlanmasi:

7-Ketokolesterol ve triol stok ¢ozeltileri, 1 mg/ml konsantrasyonda olacak

sekilde, toz halindeki maddelerin yiiksek performansli sivi kromatografisi (High

Performance Liquid Chromatography, HPLC) kalitesindeki metanolde ¢oziilmesi ile
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hazirlanmistir. Ayrica, 5 mg/ml konsantrasyonda bir ara stok hazirlamak i¢cin HPLC
kalitesindeki metanol ve deiyonize distile su kullanilarak 7-KC ve triolun stok
cOzeltisi 1:200 oraninda seyreltilmistir. Cozeltiler -20°C'de analize kadar

saklanmustr.

e 7-KC ve Triol Calisma Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi:

Cozeltiler doteryum igeren internal standartlar kullanilarak hazirlanmistir.
Internal standardin calisma ¢ozeltisi ara stoktan metanol ile seyreltilerek 10 pg/ml

triol ve 10 pg/ml 7-KC hazirlanmistir.
e Kalibrasyon Standart Calisma Cozeltisi:

Ticari insan plazma kalibrasyon standartlarinin hazirlanmasi i¢in fibrin ve
lipidden arindirilmis tan1 amacli plazma kullanilmistir. 7-KC ve triol i¢in kalibrasyon
dogrusu olusturulmustur. Kalibrasyon araligi, normal saghkli bir insanda
oksisterollerin yaklasik biyolojik seviyelerine ve oksisterollerin ¢ok yiiksek oldugu
patolojik seviyelere dayanilarak kararlastirilmistir. Sekiz kalibrasyon standardinin
(8-Karisim kalibratorii) karisimi  Tablo 3.1'de  gosterilen standartlarin = stok
¢ozeltilerinden hazirlanmistir (Sekil 3.1). Bu standart kalibratorler, ara stok
cozeltilerinin tek tek ilaveleri ile hazirlanmistir. Standartlar hazirlandiktan sonra
kiiciik parcalara ayrilmis ve -80°C'de saklanmistir.

Tiim kalibrasyon egrileri, x ekseni {izerindeki kalibratér analit
konsantrasyonuna kars1 y-ekseni iizerindeki analit alani/IS alan1 oraninin ¢izilmesiyle
olusturulmustur. Kalibrasyon noktalari, 8 kalibrator seviyesi (KAL 1 ile KAL 8)
kullanilarak elde edilmistir. (r2 = 0.997) [18].



Tablo 3.1. Kalibrasyon standart ¢alisma ¢6zeltilerinin hazirlanmasi (1 L'de) [18].
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Kalibratorler 7KC ve Triol 7TKC ve 7KC ve TKC ve
Triol Triol Triol

5000 ng/ml 500 ng/ml 50 ng/ml

KAL 1 3,125 ng/ml - - 62,5 ml
KAL 2 6,25 ng/ml - 12,5 ml -
KAL 3 12,5 ng/mi - 25 ml -
KAL 4 25 ng/ml - 50 ml -
KAL 5 50 ng/ml - 100 ml -
KAL 6 100 ng/ml 20 ml - -
KAL 7 200 ng/ml 40 ml - -
KAL 8 400 ng/ml 80 ml - -
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Sekil 3.1. 7-KC ve triol i¢in kalibrasyon egrisi.
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3.3.2. insan 4-Hidroksinonenal ELISA Kit'i ile Plazma ve idrarda

Bulunan 4-Hidroksinonenal Analizi Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

e Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Standartlar, ¢alisilan test kitinde saglanan stok 4-HNE ¢6zeltisinden kullanma

talimatina gore dilue edilerek hazirlanmistir (Sekil 3.2).

2
—1

Sekil 3.2. Standart ¢ozeltilere ait diliisyonlarin hazirlanmasi.

120 pl stok ¢ozelti (2400 pg/ml) lizerine 120 ul standart ¢oziiciisii eklenerek
1200 pg/ml konsantrasyondaki standart 5 ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra bu
standarttan baslayarak, her bir standart %2 oranda dilue edilmis sirastyla 600 pg/ml,
300 pg/ml, 150 pg/ml, 75 pg/ml konsantrasyonlarda 4 adet standart ¢ozelti

hazirlanmustir.

3.3.3. Insan 8-Isoprostan ELISA Kit'i ile Plazma ve Idrarda Bulunan

8-Isoprostan Analizi Yonteminde Kullanilan Cozeltiler
e Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Standartlar, yukaridakine benzer sekilde c¢alisilan test kitinde saglanan stok

¢ozeltiden kullanma talimatina gore dilue edilerek hazirlanmistir (Sekil 3.3).
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—

Sekil 3.3. Standart ¢ozeltilere ait diliisyonlarin hazirlanmasi.

Kitten saglanan 1280 ng/L stok ¢ozeltinin 120 pl’si tizerine 120 pl standart
¢oziicli eklenerek 640 ng/L konsantrasyondaki standart 5 ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Daha sonra 120 pl standart ¢ozelti iizerine 120 ul standart ¢oziicii eklenerek ve bu
islem herbir standarttan bir sonraki igin tekrar edilerek 320 ng/L - 40 ng/L

araligindaki standart ¢ozeltiler hazirlanmistir.

3.3.4. insan Malondialdehit ELISA Kit'i ile Plazma ve idrarda Bulunan
Malondialdehit Analizi Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

e Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Standartlar, test kitinde saglanan ana stok ¢ozeltinin Sekil 3.4’te gosterildigi

sekilde dilue edilmesiyle hazirlanmigtir.

Sekil 3.4. Standart ¢ozeltilere ait diliisyonlarin hazirlanmasi.

Ana stok MDA ¢ozeltisinin konsantrasyonu 128 nmol/ml olup, iizerine 120
ul’si tizerine 120 pl standart ¢oziicii eklenerek 64 nmol/ml standart 5 ¢ozeltisi

hazirlanmistir. Daha sonra standart 5 ¢ozeltisinden baslanmak {izere her bir standart
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Y% oranda dilue edilmis sirasiyla 32 nmol/ml, 16 nmol/ml, 8 nmol/ml ve 4 nmol/ml

konsantrasyonlarda 4 adet daha MDA standart ¢ozeltisi hazirlanmistir.
3.3.5. Sfingozin-1-Fosfat Analizi Yonteminde Kullanilan Cozeltiler
e Internal standartin hazirlanmasr:

Ticari olarak satin alinan 1 pg/ml’lik déteryumlu S1P stok ¢o6zeltisi, HPLC
kalitesinde metanol ile 7,5 ng/ml’ye dilue edilmistir. Bu amagla, 375 ul stok
igerisinden alinmig ve yaklasik 30 ml metanol bulunan meziiriin lizerine eklenmistir.
50 ml’ye yine metanol ile tamamlanarak istenen ara stok hazirlanmistir. 0,312 -
0,625-1,25-2,5-5-10 - 20 - 40 ng/ml konsantrasyonlarindaki standart ¢ozeltileri

bu ara stoktan HPLC kalitesinde metanol ile dilue edilerek hazirlanmistir.
3.4. Calisma Grubunun Secimi

Bu tez calismasinin gerceklestirilebilmesi i¢in ¢alisma protokolii Hacettepe
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulunca, Helsinki

Bildirgesi'ne uygun olarak onaylanmistir (GO 16/697-18) (Bkz. EK 1).

Ankara Ke¢ioren Mesleki ve Cevresel Hastaliklar Hastanesi Gogiis
Hastaliklar1 ve Tiiberkiiloz boliimiine bagvurmus 47 Silikozis hastasi ¢alismada yer
almistir. Calisma grubu icerisinde bulunan hastalar hastanede yatan 18 yas iizeri
yetiskin hasta grubundan secilmistir. Ilgili hekim tarafindan mesleki &ykiisii,
maruziyetleri ve sigara Oykiisii alindiktan sonra klinik parametreleri

degerlendirilmistir.

Kronik hastalia sahip, kemoterapi/radyoterapi tedavisi almis, viral
enfeksiyon gecirmis ve mesleki olarak toz ve kimyasala maruziyeti olmayan bireyler

hasta grubuna dahil edilmemistir.

Kontrol grubu olarak ise hasta grubunda s6z konusu olan kimyasal madde ve
toza maruziyeti bulunmayan, cinsiyet, yas, sigara aligkanligi ve hayat standartlar
yoniinden hasta grubuna benzer, Ankara Keg¢ioren Mesleki ve Cevresel Hastaliklar

Hastanesi’ne bagvurmus periyodik muayeneye gelen saglikli 30 kisi secilmistir.
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3.5. Cahsma Grubundan Biyolojik Orneklerin Toplanmasi
3.5.1. Kan ve Idrar Orneklerinin Toplanmasi

Kan ve idrar ornekleri Silikozis tanisi1 konan 47 hastadan ve periyodik
muayene i¢in gelen 30 saglikli kontrolden toplanmistir. Her bir kisi i¢cin 10 ml kadar
heparinize kan 6rnegi ve steril idrar kaplarina da idrar 6rnegi hastanede uzman hekim
kontroliinde almmigtir. Alinan numuneler kisa siirede hastaneden Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji Béliimiine soguk zincir
kurallarina uygun sekilde transfer edilmistir. Kan ornekleri 2500 rmp'de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiijj sonucunda numuneler 2 kisma ayrilmis (plazma ve
eritrosit) ve ayrilan kisimlar ependorflara aktarilarak porsiyonlanmig, -80°C'de
saklanmak iizere kaldirilmistir. Idrar 6rnekleri de homojen bir sekilde karistirildiktan
sonra ependorf tliplere porsiyonlar halinde ayrilmis ve kan 6rneklerine benzer sekilde

-80°C'de saklanmak iizere kaldirilmistir.
3.6. Calisma Grubunun Klinik Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Biyokimyasal olarak klinik parametrelerin analizi Ankara Kegioren Mesleki
ve Cevresel Hastaliklar Hastanesi Biyokimya laboratuvarinda gergeklesmis olup
bireylerin klinik verileri Gogiis Hastaliklar1 ve Tiiberkiiloz béliimiinde bulunan

uzman hekim tarafindan saglanmistir.
3.7. Calisma Grubunun Akciger Filmleri

Hasta grubunda bulunan iscilerin silikozis tanisinin  konmasi ve
hastaliklarinin derecesinin belirlenmesi amaciyla Ankara Kecidoren Mesleki ve
Cevresel Hastaliklar Hastanesi Radyoloji boliimiinde Akciger filmleri ¢ekilmis olup
bu filmler Go6giis Hastaliklar1 ve Tiberkiiloz bélimiinde bulunan uzman hekim
tarafindan incelenmistir. Akciger filmleri ILO standartlarina uygun olarak
opasitelerin yogunlugu, boyutu, sekli, kapladiklar1 alan, akcigerde hasar olan bolge
ve opasitelerin olusturdugu riske gore degerlendirilmistir.

ILO standartlarina gore radyolojik goriintiiler kii¢iik veya biiylik opasiteler
seklinde olabilir. Kii¢lik opasiteler yuvarlak veya diizensiz opasiteler seklindedir ve

biiyiikliikleri 1 cm'den daha azdir. Kiigiik-yuvarlak opasiteler ¢aplarina gore p, q, r
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sembolleri ile gosterilmektedir. 1,5 mm'den kiigiik yuvarlak opasiteler p, 1,5-3 mm
boyutundakiler g, 3-10 mm boyutundakiler r olarak isimlendirilmektedir. Diizensiz
opasitelerde ise opasitenin kisa boyutu olan kalinliga gore s, t, u sembolleri
kullanilmaktadir (Sekil 3.5) (Tablo 3.2) [3, 206].

R mm _ I
Pl . = -1.5 AN E
al o ® o 15-3 [aWPEK ¢ |t
To®a[ -1 [frul:

Sekil 3.5. Kiiciik yuvarlak/diizensiz opasiteler [3, 206].

Tablo 3.2. Kiigiik opasiteler [3, 206].

Biiyiikliik Yuvarlak Diizensiz
0-1,5mm p S
1,5-3 mm q t
3-10 mm r u

Biiyiik opasiteler A, B, C sembolleri ile gosterilir ve 1 cm'den biiyiik
boyuttadir. A sembolii, biiyiikliigii 1-5 cm arasindaki opasitelerdir. Birden ¢ok olan
opasitelerin akcigerde kapladigi toplam alan bir akciger alaninin 1/3'tinden az yer
kapliyorsa B, daha genis alan kaplayan opasiteler C ile gosterilmektedir (Sekil 3.6)
[3, 206].
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Sekil 3.6. Biiyiik opasiteler [3, 206].

Radyolojide belirlenen opasiteler, biyiikliklerinin yanm1 sira akciger

alanlarindaki yayginlig1 (profiizyon) yoniinden de siniflandirilir. Bu smiflandirma O-

3 arasinda 4 tane ana ve 3 tane alt olmak iizere toplam 12 smif bulunmaktadir (Sekil

3.7) (Tablo 3.3) [3, 206]. Buna gore;

Sinif 0; normal gériiniimii,

Smif 1; her iki akciger alanmin tligte birinden daha az alana yayilmis
opasiteler;

Sinif 2; her iki akciger alaninda daha yaygin goriiniimdi,

Sinif 3; akciger alanlarinin tamamina yayilmis olan goriiniimii bildirmektedir
[3, 206].

o g °/. %
o 0/1
, = Yo M1 Ma [

o ’\£? - [_‘ 2/1 2/2 2/3

3 % s L

Sekil 3.7. Yogunluk Kategorileri [3, 206].



58

Tablo 3.3. Yogunluk Kategorileri [3, 206].

Kiiciik opasitelerde artan yogunluk

Kategori 0 1 2 3

Alt kategori O/- |0/0 |O/1 |1/0 |1/1 | 1/2 |2/1 |2/2 |2/3 |3/2 |3/3 |3+

Akcigerin radyolojik degerlendirilmesi sirasinda opasitelerin yaygimligini ve
biiyiikliigiinii ifade eden ikili semboller kullanilir. Radyolojik sembol olarak 1/1 ve
s/s kullanilmissa, yayginlik diizeyi 1 olan s opasiteleri isaret etmektedir. Ornegin; 0/1
ve s/t; yaygimlik 0 ile 1 arasinda ancak 0 yayginligin daha baskin oldugu, biiyiikliik
bakimindan da s opasiteler daha fazla olmak iizere s ve t opasitelerin bulundugunu
ifade eder. Bir bagka ornek olarak 2/1 ve q/r; yayginlik bakimindan sinif 2 daha
baskin olmak iizere 2 ile 1 aras1 yayginlik ve q opasiteleri hakim olmak {izere q ve r

opasiteleri isaret etmektedir [3, 206].
3.8. 7-Ketokolesterol ve 3p, 5a, 6p Trihidroksi Kolestan Analizi

Oto-oksidasyon yoluyla iiretilen oksisterollerden olan 7-KC'lerin sitotoksik
ve pro-apoptotik Ozelliklerinin oldugu ve silikozis gibi kronik hastaliklarda
enflamasyon siirecini baslattiklari savunulmaktadir [133]. Ayn1 zamanda 7-KC, oto-
oksidasyonun iyi bir gostergesidir [207, 208]. Hem 7-KC hem de triol
otooksidasyonla olusan oksisteroller arasinda kullanilan 6nemli biyobelirteclerdir ve
bu ¢alismada da degerlendirilmistir. Analizler, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik  Biyokimya Laboratuvari’'nda  bulunan LC-MS/MS  cihaz1  ile
gerceklestirilmistir.

LC-MS/MS, bir numunede farkli bilesiklerin ayrilmasi, taninmasi ve
nicelendirilmesi i¢in kullanilan hassas bir analitik tekniktir. Bu teknik, giiclii bir
ayirma yontemi olan HPLC ve gii¢lii bir tespit yontemi olan MS/MS’i bir arada
icermektedir (Sekil 3.8 ve Sekil 3.9). Yiiksek oOzgiilliik ve duyarlilik saglayan
karmagik yapilart ve karigimlarin igerigini tespit edebilme 6zelligi LC-MS/MS’in,
laboratuvarlarda protein, peptid ve oligoniikleotid analizi, ila¢ kesfi ve klinik ilag

testleri gibi farkli islemlerde kesin bir sonug icin tercih edilen bir yontem olmasini




59

saglamistir. LC  sistemi  sayesinde ayrisma  gergeklesmektedir.  Kiitle
spektrometrelerinde ise, bir iyon kaynagi tarafindan analit molekiilleri iyonlagmis bir
duruma déniistiiriilmektedir. Iyonlar kiitle analizériindeki kiitle/yiik (m/z) oranina
gore ayrilirarak analiz edilmektedir ve daha sonra detektor tarafindan nicellestirilir.
Veriler, m/z oraninin bir fonksiyonu olarak iretilen iyonlarin kiitle spektrumu

seklinde verilmektedir [18, 209, 210].

[P »——{r i lm

]
Ornek
Uygulama Ornek .
Ayirma Unitesi i Veri isleme
. ) Deteksiyon Is
{initesi Temizleme B
.. Unitesi Unitesi
Unitesi Unitesi
Solid faz LC M S.’II r.",1 S
ekstraksiyonu

Sekil 3.8. LC-MS/MS cihazinin temel bilesenleri.
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Sekil 3.9. MS/MS'in ¢alisma prensibinin sematik diyagrama.

Calismamizda, oksisterol analizi, LC-MS/MS sistemi ile gergeklestirilmistir.
Plazmada bulunan triol ve 7-KC diizeyleri ol¢iilmiistiir. LC sistemi, yliksek basinglt
bir karistirma borusu, bir DGU 14A ¢o6ziicii gaz giderme birimi, bir SIL 20A
otomatik ornekleyicisi, bir CTO kolon firin1 ve bir seri SPDM10A fotodiyot dizisi
(PDA dedektorii) ile birlestirilmis iki adet ¢ift kafali LC10 ADVp yiiksek basinglt
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¢Oziici pompadan olusmaktadir. Kiitle spektrometreleri, degistirilebilir ESI
(elektrosprey iyonizasyon)'a sahip olup, 2010A tek kuadropol (dort kutuplu)
dedektor ile seri olarak baglanmistir. Sistem kayitlarin tutuldugu ve sistem
programini i¢eren bir bilgisayar ile kontrol edilmektedir. MS detektorii i¢in gerekli

azot s1v1 azot tankindan diizenlenen bir havalandirma sistemi ile saglanmaktadir [18].

¢ Kalite Kontrol Orneklerinin Hazirlanmasi:

Kalite kontrol (KK) ornekleri, toplanmis plazma oOrneklerinden, sivi
kromatografisi- elektrosprey iyonizasyon- kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi
(LC-ESI-MS/MS) yontemi ile endojen triol ve 7-KC'nin ortalama
konsantrasyonunun belirlenmesi ile hazirlanmistir. Diisiik ve yiiksek plazma kalite
kontrolii (DKK, YKK) ornekleri, bilinen standart miktarlarinda triol ve 7-KC'e
eklenerek sirasiyla 40/40 ng/ml'lik ve 150/150 ng/ml endojen seviyelerinde
hazirlanmistir. Primer 2 KK karisim ornekleri aymi sekilde hazirlanmis olup
standartlarin stok c¢ozeltilerinden ayr1 olarak hazirlanmistir. KK 6rneklerinin

hazirlanmasindan sonra, ependorf tiiplere boliinmiis ve -80°C'de saklanmuistir.

e Orneklerin Hazirlanmasi:

Ornekler ii¢ asamada hazirlanmigtir: 1. Asama, ii¢ adim icermektedir; protein
¢coktiirme, ayirma ve kurutma. 2. asama, tiirevlendirme fazi ve 3. asama, numune
temizleme islemidir. Calisma ornekleri, KK'ler ve standartlar 2 ml'lik ependorf
tiplere ayrilmistir. LC-MS/MS tayini, sadece serbest veya esterlesmemis
oksisterolleri 6lgmek icin tasarlanmistir, toplam oksisterol tiirlerinin 6l¢limii i¢in
numune hazirlama esnasinda gerekli olan plazma Orneklerinin esterlestirilmesine
gerek kalmamustir. Bu adimin kaldirilmasi, yontemdeki hata olasiligini azaltmistir.
Bu c¢alismada Xuntian Jiang ve arkadaglari tarafindan gelistirilen protokol
kullanilmigtir [18, 167].

1. Asama: Kalibrasyon standartlari, KK numuneleri ve silikozis hasta plazma
numuneleri igin, 50 pl plazma, 2 ml'lik ependorf tiipiine eklenmistir. internal standart
calisma ¢ozeltisi (300 pl, 20 ng/ml), kor matris haricinde tiim numunelere ilave
edilmistir. Ependorf tiipleri 30 saniye vortekslenmis ve sonra oda sicakliginda 13000

rpm'de 10 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatanlar temiz 2 ml'lik ependorf tliplerine
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aktarilmis ve daha sonra organik tabaka 35°C'de Coklu Kuyu Buharlagma Sistemleri
(Univapo 150) i¢inde kuruyana kadar buharlastirilmistir.

2. Asama: bu asamaya tlirevlendirme fazi1 denir. Kloroformda 20 ul 0,5 M
DMG/2M DMAP ve kloroformda 20 pl 1M EDC, ugurulan o&rneklere ilave
edilmistir. Karisimlarin agzi kapatilmis ve vortekslenmistir. Daha sonra bir su
banyosu iginde 45°C'de 1 saat 1sitilmistir. inkiibasyon sonunda ependorflarin rengi
koyu sar1 olmalidir. Bu renk iyi tiirevlendirilmis oldugunu gostermektedir. 250 pL
H20 ve 500 pl heksan, tiirevlendirilmis numunelere ilave edilmis ve bir orbital
calkalayict tizerinde 1000 rpm'de 5 dakika calkalanmalari saglanmistir. Numuneler
10 dakika siireyle 13000 rpm'de santrifiijlenmistir. Stipernatan tizerine 500 pl heksan
eklenmistir. Numuneler bir orbital c¢alkalayic1 iizerinde 1000 rpm'de 5 dakika
calkalanmistir. Tekrar 10 dakika siireyle 13000 rpm'de numuneler santrifiije tabi
tutulmustur. Siipernatanlar (heksan) buharlastirilmistir. Buharlagtirmadan sonra 300
ul %80 MeOH ilave edilmistir. Numuneler, 20 saniye vortekslenmis ve 0,25 ml'lik
konik viyal ekleme ile 1,5 ml HPLC otomatik numune alma cihazi viyallerine
aktarilmis ve LC-MS/MS ile analize edilmistir.

3. Asama: LC ise ornek temizleme fazidir. Bu adim kaynak koni {izerindeki

kirli maddeleri azaltmakta ve MS/MS'de sinyali artirmamaktadir.
3.8.1. Kromatografik Analiz Kosullari

Kullanilan oksisterol analiz yonteminde bir ters faz kolonu, Symmetry C18 (3-
5 um, 21*50mm) (C/N 5020-01742) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) kullanilmistir.
Kolon firm sicakligi, analiz boyunca 45°C'de tutumustur. Ornek enjeksiyon hacmi

7,5 ul ve analiz siiresi, her 6rnek igin 7 dakikadir.

Mobil faz ¢oziicii A ve B olmak tizere iki ¢6zeltiden olusmustur:

e (oziici A: (1 mM amonyum format, pH=3)

e (ozici B: Asetonitril (ACN): 1 mM amonyum format (95:5), pH=3.

Mobil faz A’nin hazirlanmasi i¢in 1 mM amonyum format hazirlanmistir. Bu
amagla, 63 mg amonyum format, 1 L su i¢inde ¢ozililmiis ve pH, formik asit ile 3'e
ayarlanmistir. Mobil faz B'nin hazirlanmasi i¢in ise, 50 ml mobil faz A, 950 ml ACN

ile kanigtirllmis ve daha sonra pH, formik asit ile 3'e ayarlanmistir. Mobil faz,
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Coziicii A ve Coziicli B'den olugsmaktadir ve gradient sistemle verilmistir. Optimize

edilmis HPLC parametreleri Tablo 3.4'de gosterilmektedir.

Tablo 3.4. HPLC Parametreleri.

Parametre Deger Ayar-Ortam Birim
Toplam Akis Ikili gradyen Ikili gradiyent ml/dk
Pompa A basinci 115 - Bar
Pompa B basinci 112 - Bar
Pompa A Gazdan -94 - kPa
Arindirma
Firin Sicakligt 45 45 C
Nebiilize Gaz Akisi 3,0 3,0 L/dk
Kurutma Gaz Akisi 15,0 15,0 L/dk
DL Sicaklik 250 250 C
Is1 Blogu Sicakligi 450 450 C
CID Gaz 230 230 kPa
Oda Sicaklig 29 - C
IG Vakum 7,4e - 003 Pa
PG Vakum 7,3e + 001 Pa

3.8.2. MS/MS Kaynak Ayarlarinin Optimizasyonu

Kiitle spektrometrisi, pozitif iyon modunda ESI arayiiziinii ve segici iyon

izlemini (SIM) igerir. Optimize edilmis parametre 6zetleri Tablo 3.5'te verilmistir.
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Tablo 3.5. Kiitle Spektrometre Parametreleri.

Parametre Optimize Edilmis Ayar Degeri
IG vakum 1,4e -
Dedektor voltajt 0,0 kV
Sicaklik limiti 85°C
DL sicaklik 250°C
Nebiilize gaz akisi 3,0 L/min
Is1 blogu 450°C

Kiitle spektrometrisinde triol ve 7-KC'nin saptanmasini kolaylastirmak i¢in,
oksisteroller DMG esterlerine doniistiiriilmiistiir. Bu sekilde oksisterollerin cevabinin
artmasi ve ¢arpisma hiicresinde etkin bir sekilde ayrilmalart s6z konusu olmustur. 7-
KC ve trioliin ¢oklu reaksiyon izleme (The multiple reaction monitoring, MRM)
kiitle gecisleri Tablo 3.6'da gosterilmistir.

7-KC igin ana iyon 486,0 (m/z)'dir ve 7-KC-D7 igin ana iyon 493,0 (m/z)'dir.
triol ve triol-D7 i¢in ana iyon sirasiyla 591,5 (m/z) ve 598,5 (m/z)'dir.

Uriin iyonlar1 asagidaki gibidir:

- m/z 104: protonlanmis DMG
- m/z 383: DMG'nin kaybindan kaynaklanan oksisterol pargasi
- m/z 488,5: DMG'nin kaybindan kaynaklanan oksisterol pargasi

Tablo 3.6. 7-KC ve triol'un kiitle gegisleri.

DMG tiirevlendirmeleri Ana iyon Uriin iyon
486,0 104
ke 486,0 383
7-KC D7 493,0 104
Triol 5915 104
5915 488,5
Triol D7 598,5 104

Oksisterol-DMG tiirevleri igin MRM kiitle gegisleri m/z 591,5 — 104
(nicelikgi) ve triol i¢in m/z 486 igin 591,5 — 488,5 (niteleyici) ve 7-KC i¢in m/z
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486— 383 (nicelik¢i) ve 486 — 104 (niteleyici) olarak belirlenmistir. Sekil 3.10

carpismayla olusan 7-KC'nin DMG tiirevlerinin {iriin iyon spektrumlarint ve

parcalanma paternini

gostermektedir.

Tim plazma Orneklerinin analizleri,

standartlarla ayn1 retansiyon siiresinde yapilmis ve 7-KC ile triol piklerini vermistir.
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Sekil 3.10. 7-KC'nin DMG tiirevinin {iriin iyon spektrumu ve par¢alanma modeli

[18, 167].

Sekil 3.11°de triol'lin ¢arpigsma tiirevleri DMG'nin {iriin iyon spektrumlar1 ve

parcalanma modeli gésterilmektedir.
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Sekil 3.11. Triol'tin DMG tiirevinin iirlin iyon spektrumu ve par¢alanma modeli
[18, 167].
3.9. insan 4-Hidroksinonenal ELISA Kit'i ile Plazma ve Idrarda Bulunan

4-Hidroksinonenal Analizi

4-Hidroksinonenal, PUFA peroksidatif ayrismasinin énemli bir tiriinii olarak
iiretilmektedir. Lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesinde kullanilan énemli bir

biyobelirteg olarak degerlendirilmektedir [185].

Parametrenin idrar ve plazma Orneklerinde degerlendirilebilmesi igin
Eastbiopharm markali ticari enzim bagli immunosorban analizi (double-antikor

sandwich enzim linked immunosorbent assay, ELISA) kiti kullanilmistir.

Testin prensibi, ELISA’da oldugu gibi antikor-antijen kompleksinden enzim
araciligiyla olusan iriinlin belirlenmesi {lizerine kuruludur. Analizde, insan 4-HNE
monoklonal antikor ile onceden kuyucuklara 4-HNE eklenmis ve inkiibasyon
yapilmigtir. Daha sonra biyotinle isaretlenmis 4-HNE antikorlar1 eklenmis ve immiin
kompleksi olusturmak igin Streptavidin-HRP ile birlestirilmesi saglanmistir. Tekrar
bir inkibasyonu takiben baglanmayan enzimler uzaklastirllmigtir. Kromojen ¢ozelti

A, B cklenerek renkli ¢Ozeltinin absorbansi belirlenmistir. Renk siddeti ile
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orneklerde bulunan Insan 4-HNE madde konsantrasyonu arasinda pozitif bir

korelasyon bulunmaktadir.
Miktar Tayini Prosediirii

e Her standart, numune ve kor ¢ift olarak ¢aligilmistir.

e Orneklerin uygulanmast:

(1) Kor kuyucuklarina, sadece renk ¢ozeltisi kromojen A, B ve reaksiyon durdurucu
¢ozelti eklenmistir (Numune, streptavidin-HRP, biyotin ile isaretli 4-HNE-antikor
kor kuyucuklarina eklenmemelidir).

(2) Standart kuyucuklarina, 50 pl standart ve 50 pl streptavidin-HRP eklenmistir.

(3) Omek kuyucuklarna ise 40 ul plazma/idrar ve 10 ul 4-HNE-antikor ile 50 ul
streptavidin-HRP ilave edilmistir. Sonra kapatma membrani ile kapatilmis ve nazikge
calkalanmistir. 37°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir.

e Yikama: Distile su ile 30 kat daha seyreltilerek yikama ¢ozeltisi hazirlanmis ve 96
kuyucuklu plaga 300 pl uygulanmis ve daha sonra uzaklastirilmistir. Yikama
islemi 3 kez tekrarlanmustir.

e 50 pl kromojen A ¢ozeltisi eklenmis, ardindan 50 pl kromojen B ¢ozeltisi ayni
kuyucuga ilave edilmis ve yavasc¢a karistirilmistir. Isiktan uzak tutularak 37°C'de
10 dakika inkiibe edilmistir.

e Reaksiyonun Durdurulmasi: Her kuyucuga reaksiyonu durdurmak icin 50 pl
durdurma c¢ozeltisi eklenmistir (Bu sirada kuyucuklardaki mavi renkli ¢ozelti
hemen sar1 renge donmiistiir).

e Olc¢iim: Durdurma ¢ozeltisi eklendikten sonra 15 dakika i¢inde 450 nm dalga
boyunda Optik dansite (OD) okunmustur.

e Standartlarin konsantrasyonuna ve okunan absorbans degerlerine gore standart
dogrusu ¢izilmis ve regresyon denklemi hesaplanmistir. Denklemden yararlanarak

orneklerdeki 4-HNE miktarlar1 belirlenmistir.

3.10. Insan F2-isoprostan ELISA Kit'i ile Plazma ve idrarda Bulunan

F2-Isoprostan Analizi

Izoprostanlar, ¢oklu doymamis yag asitlerinin serbest radikal aracili

peroksidasyonuyla tretilen prostaglandin benzeri bilesiklerdir. F2-iP'larin; olusma
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mekanizmalarmma  (aragidonik asitin  nonenzimatik oksidasyonu), kimyasal
stabilitesine, duyarliligina ve invaziv olmayan yontemlerine bagli olarak, lipit
peroksidasyonunun bir belirteci olarak kullanilabilecegi belirlenmistir. Son yillarda,
F2-iP'ler, in vivo olarak oksidatif stresin en degerli, dogru ve giivenilir belirteci
olarak kabul edilmistir [194].

Eastbiopharm markali ticari enzim bagli immunosorban analizi kiti yardimi

ile parametrenin degerlendirilebilmesi gerceklestirilmistir.

Test prensibi, ELISA’da oldugu gibi antikor-antijen kompleksinden enzim
araciligiyla olusan {irliniin belirlenmesine dayanir. Kuyucuklara F2-iP monoklonal
antikor ile F2-iP eklenmis ve inkiibasyon yapilmistir. Daha sonra biyotinle
isaretlenmis F2-iP antikorlar1 eklenmis ve immiin kompleksi olusturmak igin
streptavidin-HRP ile birlestirilmesi saglanmistir. Tekrar bir inkiibasyonu takiben
baglanmayan enzimler uzaklastirilmistir. Renk verici ¢ozelti A ve B eklenerek renkli
¢oOzeltinin absorbansi Ol¢iilmiistiir. Renk siddeti ile 6rneklerde bulunan F2-iP madde

konsantrasyonu arasinda pozitif bir korelasyon vardir.
Miktar Tayini Prosediirii

e Standart, numune ve kor ¢ift olarak ¢alisilmistir.

e Orneklerin uygulanmasi sirasinda kor kuyucuklarina, sadece renk ¢ozeltisi A, B
ve durdurma ¢ozeltisi eklenmistir. Standart kuyucuklarina, 50 pl standart ve 50 pl
streptavidin-HRP eklenmistir. Ornek test kuyucuklarma ise 40 pl numune ile 10
ul F2-iP-antikor ve 50 pl streptavidin-HRP ilave edilmistir. Sonra kuyucuklar
kapatma membrani ile kapatilmis ve yavasca calkalandiktan sonra 37°C'de 60
dakika inkiibe edilmistir.

e Distile su ile 30 kat daha dilue edilerek yikama c¢ozeltisi hazirlanmis ve 96
kuyucuklu plaga 300 pl uygulanmis ve uzaklastirilmistir. Yikama islemi 3 kez
tekrarlanmistir.

e 50 pl renk ¢ozeltisi A eklenmis, ardindan 50 ul renk ¢ozeltisi B ayni1 kuyucuga
ilave edilmis ve nazikce karistirllmistir. Isiktan koruyarak 37°C'de 10 dakika

inkiibe edilmistir.
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e Durdurma reaksiyonu i¢in her kuyucuga 50 pl durdurma ¢6zeltisi eklenmistir (Bu
islem sonucunda kuyucuklardaki mavi renkli ¢6zelti hemen sar1 renge
donmiistiir).

e Durdurma gozeltisi eklendikten sonra 15 dakika iginde 450 nm dalga boyunda OD
ile 6l¢iim gergeklestirilmistir.

e Standartlarin konsantrasyonu ve Orneklerin absorbans degerlerine gore standart
dogru olusturulmus ve regresyon denklemi hesaplanmistir. Denklemden

yararlanarak 6rneklerdeki F2-iP miktarlari belirlenmistir.

3.11. insan Malondialdehit ELISA Kit'i ile Plazma ve idrarda Bulunan
Malondialdehit Analizi

Bircok biyolojik makromolekiil i¢inde lipidler oksidatif stresin etkiledigi en
onemli biyomolekiil smifidir. MDA, hiicrelerde c¢oklu doymamis yag asitleri
peroksidasyonunun son iiriinlerinden biridir. Serbest radikallerde bir artis, MDA'nin
agirt Uretilmesine neden olur [184]. DNA ve proteinlerle etkilesimi siklikla
potansiyel olarak mutajenik ve aterojenik olarak adlandirilmigtir [186].

MDA’nin degerlendirilebilmesi i¢in de Eastbiopharm markali ticari enzim

bagli immunosorban analiz kiti kullanilmistir.

ELISA’da oldugu gibi analiz prensibi, antikor-antijen kompleksinden enzim
araciligiyla olusan iiriinlin belirlenmesidir. Analizde, kuyucuklara MDA monoklonal
antikor ile dnceden MDA eklenmis ve inkiibasyon yapilmigtir. Daha sonra biyotinle
isaretlenmis MDA antikorlar1 ilave edilerek immiin kompleksi olusturmak igin
streptavidin-HRP ile birlestirilmesi saglanmistir. Tekrar eden inkiibasyonu takiben
baglanmayan enzimlerin uzaklastirilmasi saglanmistir. Kromojen A ve B ¢ozeltisi
ilave edilmis, renkli ¢dzeltinin absorbansi dl¢iilmiistiir. Orneklerde bulunan MDA

konsantrasyonu ile renk siddeti arasinda pozitif bir iliski vardir.
3.11.1. Miktar Tayini Prosediirii

e Standart, kor ve numune dublike olarak ¢alisiimistir.
e Orneklerin uygulanmas: sirasinda kér kuyucuklarina, sadece renk ¢ozeltisi

kromojen A, B ve durdurma ¢ozeltisi eklenmistir.
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e Standart kuyucuklarma, 50 ul standart ve 50 pl streptavidin-HRP eklenmistir.
Test kuyucuklarina ise 40 ul numune ve sonra 10 pul MDA-antikor ve 50 ul
streptavidin-HRP ilave edilmistir. Daha sonra kuyucuklar kapatma membrani ile
kapatilmis ve nazik¢e calkaladiktan sonra 37°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir.

e Yikama islemi i¢in distile su ile 30 kat daha seyreltilmis yikama ¢ozeltisinden
calisilan plaga 300 pl uygulanmis ve uzaklastinlmistir. Bu islem 3 kez
tekrarlanmustir.

e 50 pl renk cozeltisi A ve ardindan 50 pl renk ¢ozeltisi B ayn1 kuyucuga ilave
edilmis ve yavasca c¢alkalanmistir. 37°C'de 10 dakika 1siktan korunarak inkiibe
edilmistir.

e Reaksiyonun durdurulmasi i¢in her kuyucuga 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenmistir
(Kuyucuklardaki mavi renkli ¢6zelti hemen sar1 renge donmiistiir).

e OD ile 6l¢liimii i¢in durdurma ¢ozeltisi eklendikten sonra 15 dakika i¢cinde 450 nm
dalga boyunda okuma yapilmuistir.

e Standartlarin konsantrasyonu ve okunan absorbans degerlerine gore analizin
standart dogrusu ¢izilmis ve regresyon denklemi hesaplanmistir. Denklemden

yararlanarak orneklerdeki MDA miktarlar1 belirlenmistir.
3.12. Sfingozin-1-Fosfat Analizi

Sfingozin 1-fosfat, sayisiz fizyolojik ve hiicresel siireglerde rol oynayan
onemli bir biyoaktif sfingolipid metabolitidir. S1P plazma zarinin bilesenlerini
tanimlayarak hiicrelerde yapisal bir rol oynamakla kalmaz, son 20 yilda cesitli
onemli hiicrelerde hiicre gocii, hayatta kalma ve ¢ogalma, hiicre mimarisi, hiicre-
hiicre temasi, adhezyonlari, vaskiiler gelisim, ateroskleroz, akut pulmoner hasar ve
solunum sikintisi, enflamasyon ve bagisiklik ve tlimdrogenezis ve metastaz gibi
hastaliklarin yol agtig1 sinyal yollar1 ve fizyolojik proseslerde rol oynamaktadir
[205].

3.12.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Temiz ependorflara 100 ul hasta kontrol plazmalarindan alinmis ve {izerlerine
500 pl hazirlanan internal standarttan eklenmistir. 1 dakika vortekslendikten sonra 5

dakika 5000 rpm’de santrifiijlenmistir. Santrifiigat viallere aktarilarak kullanilmistir.
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3.12.2 Miktar Tayini Prosediirii

Ekstraksiyon i¢in 100 pl plazma igerisine 500 pl metanol eklenerek
vortekslenmistir. Ardindan 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve daha sonra
stipernatandan 20 pl cihaza enjekte edilmistir. S1P 6l¢timii Agilent 6420 LC-MS/MS
cihazi kullanilarak, protein ve peptit karigimlarini iyonlastirmak icin tercih edilen

iyonlastirma sistemi olan ESI metodu ve pozitif iyon modu ile gerceklestirilmistir.

e (Calismada ACE C18 (50 mm x 4.6 mm x 5 um) kolonu kullanilmistir. Kolon firin
sicakligi 30°C’ye ayarlanmstir.

e Mobil faz olarak ¢oziicii A distile su iginde 10 mM Amonyum Asetat + %0,01
Formik Asit ¢ozeltisi, ¢oziicii B olarak metanol i¢inde %0,01 Formik Asit
¢Ozeltisi kullanilmustir.

e (Calismada gradient metod kullanilmistir. 0,5 dakika %60, 1, 1-2, 9 dakika arasi
%90, ve 4-8 dakika arasi %60 olacak sekilde diizenlenmis ve akis 0,5 ml/dk
olacak sekilde kullanilmigtir. S1P deney yontemi Gzet olarak Tablo 3.7'de
gosterilmektedir.

e S1P ana m/z degeri 380,2, bundan elde edilen Q3 m/z degeri ise 264,3 olarak
bulunmustur. Fragmentor voltaj 90 V olarak uygulanmaistir.

e SIP standartt metanol igerisinde seri diliisyonlari ile sekiz seviyeli 0,312 - 0,625 -
1,25-2,5-5-10 - 20 - 40 ng/ml kalibrasyonu yapilmistir. r2 degeri 0,999 olarak

saptanmuistir.
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Tablo 3.7. Sfingozin-1-Fosfat deney yontemi

Cihaz Agilent 6420 LCMS/MS

Kolon ACE C18 (50 mm x 4,6 mm x S5um)
Kolon Sicakhig1 30°C

Mobil Faz Coziicii A (distile su i¢inde 10 mM

Amonyum Asetat + %0,01 Formik Asit
cozeltisi)

Coziicii B (metanol iginde %0,01

Formik Asit ¢ozeltisi)

Gradiyent Tablosu Zaman Coziicii A | Coziicii B
0 % 40 % 60
0,5 % 40 % 60
1,1 % 10 % 90
2,9 % 10 % 90
4 % 40 % 60
8 dk % 40 % 60

Akis Hiz 0,5 ml/dk

Enjeksiyon Hacmi 20 ul

Siire 8 dk

3.13. istatiksel Analiz

Istatistiksel analizler Windows Siiriim 22.0 i¢in paket program IBM SPSS'de
gerceklestirilmistir. Kolmogorov Smirnov testi: niimerik degiskenlerin normal
dagilima sahip olup olmadigini incelemek i¢in kullanilmigtir. Gruplar arasinda
sayisal degiskenler arasinda fark olup olmadigi belirlemek i¢in Mann-Whitney U

testi kullanilmustir.

Sayisal degiskenler arasindaki iligki Pearson veya Spearman korelasyon
katsayisi tarafindan gosterilmistir. Tiim veriler ortalama + standar sapma (SS) olarak
ifade edilmistir. Biitiin karsilastirmalarda, p degerlerinin 0,05'ten kiigiik olmasi

anlamli kabul edilmistir.




72

4. BULGULAR
4.1. Hastalara ait Demografik Bulgular

Calismamizda yer alan silikozisli hastalarin ve kontrol grubunun tamami
benzer cografi bolgede yasayan ve benzer yasam sartlarina sahip kisiler arasindan
secilmigtir. Calisma grubumuzun tamami erkeklerden olusmaktadir. Calismamizda
yer alan tiim bireyler erkek oldugundan bireylerin tamami ayni1 bdlgede ve benzer
kosullarda yasamasi nedeniyle ise bu Ozelliklerinin Olgiilen parametrelere etkisi

degerlendirilmemistir.

Calismada yer alan hasta grubu seramik, porselen, kaynak, insaat is¢isi,
maden, dokiim, ¢imento fabrikasi, tugla fabrikasi, termik santral ve kalip
sekillendirme alanlar1 gibi risk tasiyan sektorlerde ¢alisan bireylerdir. Hasta ve
kontrol grubu bireylerinin yas ortalamast 42,5 + 8,6 yildir. Hasta grubunun yas
ortalamasi ise 41,8 + 7,6 yil olarak belirlenmistir. Hasta grubunun %78,7’si sigara
kullanmakta ve %21,3’1 sigara igmemektedir. Bu grupta bulunan bireyler ¢alisma
stiresine gore siiflandirildiginda %48,9’u 16 yil veya daha fazla, %23,4’1 11-15 yil,
%12,8°16-10 y1l ve %14,9’u 1-5 y1l boyunca ¢alistig1 goriilmektedir.

Kontrol grubu saglikli ofis ¢alisanlarindan secilmis olup yas ortalamasi 43,6 +
9,6'dir ve hasta grubu ile karsilastirildigindaki fark yas ortalamasina gore istatistiksel
olarak anlamli degildir (p = 0,5044). Kontrol grubunda bulunan kisilerin % 43,31

sigara kullanmakta ve %56,7’si sigara icmemektedir.

Calismamizda yer alan bireylerin ¢alisma alanlar1 ve demografik 6zelliklerine

ait bulgular Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de yer almaktadir.
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Tablo 4.1. Hasta ve kontrol gruplarindaki bireylerin ¢alisma alanlari.

Cahisma Alanlar

Kontrol Grubu Hasta Grubu
(n=30) (n=47)

Biiro 3 (%10) Seramik isgisi 20 (%42,6)
memuru/is¢isi
Elektrik¢i 1 (%3,3) Porselen is¢isi 5 (%10,6)
Laboratuvar 3 (%10) Kaynak isgisi* 7 (%14,9)
teknisyeni
Matbaaci - 5 (%16,6) Insaat iscisi 2 (%4,25)
Ambalajci
Ziraat mithendisi 2 (%6,7) Maden isgisi 2 (%4,25)
Camasirci - 2 (%6,7) Dokiim isgisi 3 (%6,4)
Bulasiket
Tamirci - Sihhi 2 (%6,7) Cimento fabrikasi 2 (%4,25)
Tesisatc1 calisani
Bekgi 2 (%6,7) Tugla fabrikasi ¢aligani 2 (%4,25)
Asc1 - garson 6 (%20) Termik santral ¢alisani 2 (%4,25)
Ciftlik isgisi 4 (%13,3) Kalip-sekillendirme 2 (%4,25)

*Kaynak iggilerinde ana maruziyet metaller yoluyla olurken, silika ikincil maruziyet etkeni olarak

degerlendirilmektedir.




Tablo 4.2. Hasta ve kontrol gruplarindaki bireylerin temel demografik 6zellikleri.
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Degiskenler Kontrol Grubu Hasta Grubu
(n=30) (n=47)
Yas (y1l*) 43,6 41,8
Yas Gruplan
18-29 3 (%10) 2 (%4,3)
30-42 11 (%36,7) 23 (%48,9)
> 42 16 (%53,3) 22 (%46,8)
Sigara OyKkiisii
Yok 17 (%56,7) 10 (%21,3)
Var 13 (%43,3) 37 (%78,7)
Calisma Siiresi
1-5 y1l 7 (%23,3) 7 (%14,9)
6-10 y1l 3 (%10) 6 (%12,8)
11-15 yil 3 (%10) 11 (%23,4)
>16 17 (%56,7) 23 (%48,9)

4.2. Spirometrik inceleme Bulgular

Toz maruziyeti olan is kollarinda ¢alisan bireylerin bulundugu hasta grubu ve
toz maruziyeti olmayan saglikli ofis calisanlarindan secilmis kontrol grubu
bireylerinin akciger fonksiyonlar1 spirometrik inceleme ile degerlendirilmistir. Zorlu
soluk vermenin 1. Saniyesinde disar1 atilan hacim (FEV1) ve zorlu vital kapasite
(FVC) olgiilerek FEV1/FVC degerleri hesaplanmistir. Cesitli hastaliklarda FEV1
degeri diisiik bulunabileceginden, akciger hastaligi tanisi i¢in en uygun gosterge
FEV1/FVC oranidir. Bu oranin %75 ve daha diisiik olmas1 hava yolu tikanikligini
gostermektedir [3, 211].

Hasta ve kontrol grubuna ait spirometrik inceleme sonuglar1 Tablo 4.3 ve
Tablo 4.4’de verilmistir. Hastalarin FEV1/FVC oranlarinin ortalama degeri %82,26
iken kontrol grubunun FEV1/FVC oranlarinin ortalama degeri %84,27 olarak

bulunmustur.
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Hasta grubunun FEVI/FVC oranlari degerlendirildiginde yaklagik
%10,64'tiniin  FEV1/FVC oranlarmin %75 ve %75ten daha diisiik oldugu

bulunmustur.

Tablo 4.3. Hasta grubundaki bireylere ait sigara kullanimi, yas, ¢alisma siiresi ve
spirometrik inceleme bulgulari.

Sira | FEV1/FVC Tani Silikozis | Yas Sigara Calisma
No | Degeri (%) Kategori Siiresi
(wl)
1 91 Silikozis 1 38 | Kullanmiyor 11
p/s 1/0
2 73 Silikozis 1 56 Kullanmiyor 39
p/q 1/1
3 80 Silikozis 1 48 Kullantyor 24
p/p 1/0
4 79 Silikozis 1 30 Kullaniyor 5
p/gq 1/1
5 87 Silikozis 1 39 Kullaniyor 12
p/q 1/1
6 82 Silikozis 1 35 Kullaniyor 5
p/p 1/2
7 79 Silikozis 1 42 Kullaniyor 22
p/p 1/0
8 80 Silikozis 1 38 Kullantyor 9
p/q 1/1
9 82 Silikozis 1 47 Kullantyor 23
s/p 1/1
10 83 Silikozis 2 44 Kullantyor 24
p/q 2/1
11 84 Silikozis 1 43 Kullaniyor 5
p/q 1/0
12 79 Silikozis 1 47 Kullaniyor 22
p/s 1/1
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Tablo 4.3. Hasta grubundaki bireylere ait sigara kullanimi, yas, ¢alisma siiresi ve
spirometrik inceleme bulgular1 (devam).

Sira | FEV1/FVC Tam Silikozis | Yas Sigara Calisma
No Degeri (%) Kategori Siiresi
(yw)

13 64 Silikozis 1 48 Kullaniyor 5
p/s 1/1

14 80 Silikozis 1 40 Kullaniyor 14
a/p 1/1

15 80 Silikozis 1 45 Kullaniyor 9
p/s 1/1

16 76 Silikozis 1 51 Kullaniyor 20
p/s 1/1

17 78 Silikozis 1 35 Kullaniyor 11
p/p 1/0

18 90 Silikozis il 41 | Kullanmiyor 20
p/p 1/0

19 83 Silikozis 1 46 Kullaniyor 20
p/p 1/0

20 77 Silikozis 3 58 Kullaniyor 15
q/r 3/2

21 79 Silikozis 1 37 Kullaniyor 15
p/q 1/2

22 79 Silikozis 1 31 Kullantyor 11
p/p 1/0

23 90 Silikozis 1 31 Kullantyor 2
p/p 1/1

24 90 Silikozis 1 47 Kullanmryor 19
p/p 1/0

25 78 Silikozis 1 59 Kullantyor 23
p/q 1/2

26 90 Silikozis 1 47 Kullantyor 23
p/p 1/0

27 88 Silikozis 2 43 Kullantyor 18
q/q 2/2

28 83 Silikozis 1 30 Kullantyor 10
p/p 1/0

29 78 Silikozis 1 31 Kullantyor 7
p/p 1/0

30 87 Silikozis 1 37 Kullaniyor 17
p/q 1/0

31 81 Silikozis 1 29 Kullanmryor 3

p/p 1/0
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Tablo 4.3. Hasta grubundaki bireylere ait sigara kullanimi, yas, ¢alisma siiresi ve
spirometrik inceleme bulgular1 (devam).

Sira | FEV1/FVC Tam Silikozis | Yas Sigara Calisma
No Degeri (%) Kategori Siiresi
(yi)

32 82 Silikozis 3 51 Kullaniyor 26
q/r 3/2

33 87 Silikozis 1 39 Kullanmryor 19
p/p 1/0

34 86 Silikozis 1 35 Kullaniyor 11
p/p 1/1

35 57 Silikozis 1 44 | Kullanmiyor 22
p/p 1/0

36 86 Silikozis 1 34 Kullaniyor 10
p/p 1/0

37 91 Silikozis il 40 Kullaniyor 14
p/p 1/0

38 88 Silikozis 1 48 Kullaniyor 32
p/p 1/1

39 83 Silikozis 1 39 | Kullanmiyor 3
p/p 1/0

40 83 Silikozis 1 40 Kullaniyor 24
p/s 1/1

41 88 Silikozis 1 46 Kullantyor 12
p/p 1/0

42 84 Silikozis 1 40 Kullantyor 19
p/q 1/2

43 90 Silikozis 1 47 Kullantyor 17
p/q 1/0

44 87 Silikozis 1 42 Kullantyor 14
p/q 1/2

45 83 Silikozis 1 49 Kullantyor 25
p/s 1/1

46 73 Silikozis 1 52 Kullanmryor 32
p/p 1/1

47 88 Silikozis 1 29 Kullanmryor 6

p/p 1/0
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Tablo 4.4. Kontrol grubundaki bireylere ait sigara kullanimi, yas, ¢alisma siiresi ve
spirometrik inceleme bulgulari.

Sira No | FEV1/FVC Solunum Yas Sigara Calisma
Degeri (%) Fonksiyon Siiresi
Testi Yorumu (yil)
1 87,65 Normal 30 Kullanmryor 1
2 995 Normal 39 Kullaniyor 12
3 92,7 Normal 28 Kullanm1yor 3
4 87,0 Normal 33 Kullaniyor 5
5 80,7 Restriktif 39 Kullanmiyor 16
6 84,3 Normal 36 Kullaniyor 13
7 83,2 Normal 45 Kullanmiyor 16
8 68,1 Obstriktif 41 Kullanmiyor 13
9 84.6 Normal 47 Kullanmiyor 19
10 81,2 Normal 41 Kullanmryor 17
11 84,8 Normal 44 Kullanmryor 16
12 83,0 Normal 45 Kullanmiyor 19
13 100 Normal 24 Kullanmiyor 1
14 87,9 Normal 45 Kullanmiyor 16
15 81,7 Mix tip 39 Kullaniyor 1
solunum
fonksiyon
kayb1
16 93,5 Normal 41 Kullanmiyor 17
17 82,9 Normal 54 Kullanmiyor 26
18 80,6 Normal 44 Kullaniyor 16
19 88,3 Normal 38 Kullaniyor 16
20 80,6 Normal 53 Kullaniyor 25
21 73,3 Normal 59 Kullaniyor 5
22 929 Nonkopere 50 Kullanmiyor 21
23 77,6 Normal 51 Kullanmryor 28
24 86,7 Normal 49 Kullantyor 26
25 84,0 Normal 41 Kullanmiyor 10
26 82,4 Normal 47 Kullanmiyor 7
27 829 Normal 25 Kullanmiyor 3
28 80,1 Normal 55 Kullaniyor 10
29 71,4 Obstriiktif 67 Kullaniyor 18
30 84,6 Normal 46 Kullaniyor 17
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4.3. Uluslararasi1 Cahsma Orgiiti Smmiflamasina Dayanarak Akciger

Filmlerinin Degerlendirilmesi

Uluslararas1 Calisma Orgiitii siiflandirmasina gore hasta grubunun akciger
filmleri degerlendirilmistir. Silikozis hastalarindan 43’1 kategori 1°de, 2’si kategori

2 ve diger 2 kiside kategori 3’te oldugu Tablo 4.3’te goriilmektedir.

Tozla Miicadele Yonetmeligi’'ne bagli olarak kategori 0 olarak
degerlendirilen is¢ilerin aralikli muayenelerle takiplerinin yapilmasi, kategori 1 ve
tizeri olarak degerlendirilenlerin SGK tarafindan yetkilendirilen saglik hizmet

sunucularina sevkinin saglanmasi gerekmektedir [3, 212].
4.4. Hasta ve Kontrol Grubuna Ait Lipit Profili Bulgular:

Tez calismasinda oksidatif lipid ve kolesterol hasarinin degerlendirilmesi
amaglandigindan hastalarin klinikte Slgtilen lipit profilleri de degerlendirilmistir.
Hasta ve kontrol grubunun trigliserit, kolesterol, HDL ve LDL iliskin bulgular Sekil
4.1 ve Tablo 4.5'te verilmistir. Elde edilen sonuglarda kontrol ve hasta grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim gozlenmemistir.

250
200
150
100

50

Trigliserit (mg/dL) Kolesterol (mg/dL)  HDL (mg/dL) LDL (mg/dL)

M Silikozis ™ Kontrol

Sekil 4.1. Silikozis hastalar1 ve kontrol grubuna ait trigliserit, kolesterol, HDL ve
LDL diizeylerinin karsilastirilmasi.
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Tablo 4.5 Silikozis hastalar1 ve kontrol grubuna ait trigliserit, kolesterol, HDL ve

LDL diizeyleri.

Trigliserit Kolesterol HDL LDL
Silikozis 124,8 + 55,4 199,1 +£37,5 40,5+ 8,6 131,6 + 34,7
Kontrol 1574+ 72 192,1 + 37,7 45,0+10,4 118,6 £ 27,7

Degiskenler, Ortalama = SS ile belirtilmistir.

45. Plazma 7-Ketokolesterol ve 3B, 5a, 6p Trihidroksi Kolestan

Diizeyleri

Hasta ve kontrol gruplarina ait plazma 7-KC ve Triol diizeyleri olgiilmiis ve

istatistiksel olarak karsilagtirnlmigtir. Elde edilen sonuglar, oto-oksidasyonla olusan

her iki oksisterol tiirevinin de diizeylerinin silikozisli hastalarda kontrole gore

istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek oldugunu gostermektedir (p<0,001).
Sonuglar Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Tablo 4.6'da 6zetlenmistir.

50

40

30

20

10

Plazma 7-KC diizeyleri (ng/ml)

Hasta

Kontrol

Sekil 4.2. Silikozis hastalar1 ve kontrol grubunun plazma 7-KC diizeylerinin
karsilastirilmast (*p<0,001).
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Plazma Triol diizeyleri (ng/ml)
20

10

Hasta Kontrol

Sekil 4.3. Silikozis hastalar1 ve kontrol grubunun plazma triol diizeylerinin
karsilagtirilmasi (*p<0,001).

Tablo 4.6. Hasta ve kontrol grubuna ait oksisterol diizeylerinin karsilastirilmasi.

Kontrol Silikozis
7-KC (ng/ml) 20,26 + 1,38 *40,61 + 2,07
Triol (ng/ml) 13,83 +1,75 *16,15 + 2,22

" p<0,001 (Degiskenler, Ortalama + SS ile belirtilmistir).
4.6. Plazma ve idrar 4-Hidroksinonenal Diizeylerine iliskin Bulgular

Inflamatuvar hastaliklarin da dahil oldugu pekgok patolojik durumda lipit
peroksidasyonunun 6nemli bir parametresi olarak degerlendirilen 4-HNE diizeyleri
hem hasta hem de kontrol grubu idrar ve plazmasinda Ol¢iilmiistiir. Elde edilen
sonuglarda, hasta grubuna ait idrar ve plazma 4-HNE diizeylerinin kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05). Sonuglar
Sekil 4.4 ve Tablo 4.7'de 6zetlenmistir.
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4-HNE duzeyleri (pg/ml)
1000 *

800 -
600 I
W idrar

400 Plazma

200

Silikozis Kontrol

Sekil 4.4. Silikozis ve kontrol gruplarina ait plazma ve idrar 4-HNE diizeylerinin
karsilastirilmasi, *p<0,05.

Tablo 4.7. Silikozis ve kontrol gruplarina ait plazma ve idrar 4-HNE diizeyleri,
*
p <0,05.

Kontrol Silikozis
idrar (pg/ml) 531,8 + 107,2 *606,0 + 118,2
Plazma (pg/ml) 595,7 + 108,6 *735,1+128,8

" p<0,05 (Degiskenler, Ortalama + SS ile belirtilmistir).
4.7. Plazma ve idrar F2-izoprostan Diizeylerine Iliskin Bulgular

Oksijen radikalleri tarafindan hiicre yiizeyindeki arasidonik asidin enzimatik
olmayan dogrudan oksidasyonuyla olusan F2-izoprostan diizeyleri silikozisli
hastalara ve kontrol grubuna ait idrar ve plazma orneklerinde 6l¢iilmiistiir. Calisma
sonucunda, idrar ve plazma F2-izoprostan diizeylerinin hasta grubunda kontrole gore
anlaml sekilde yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05). Sonuglar Sekil 4.5 ve Tablo

4.8'de dzetlenmistir.
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F2-izoprostan diizeyleri (pg/ml)

600,0 ¥
*
400,0 T
W idrar
Plazma
200,0
0,0
Silikozis Kontrol

Sekil 4.5. Silikozis ve kontrol gruplarina ait plazma ve idrar F2-izoprostan
diizeylerinin karsilastirilmasi, *p<0,05.

Tablo 4.8. Silikozis ve kontrol gruplarina ait plazma ve idrar F2-izoprostan
diizeyleri, *p<0,05.

Kontrol Silikozis
Idrar (pg/ml) 386,9+112,7 *450,0 £ 101,4
Plazma (pg/ml) 3219+ 69,4 *432,7 + 88,8

* p<0,05 (Degiskenler, Ortalama + SS ile belirtilmistir).
4.8. Plazma ve idrar Malondialdehit Diizeylerine Iliskin Bulgular

Artan oksidatif stres nedeniyle indiiklenen lipit peroksidasyonunun en 6nemli
ve siklikla degerlendirilen parametrelerinden biri olan MDA diizeyleri hem hasta
hem de kontrol grubu idrar ve plazmlarinda oOlcililmiistiir. Elde edilen bulgular,
gruplar arasinda, idrar ve plazma MDA diizeylerinin istatistiksel olarak farkli oldugu
ve hasta grubunda kontrole gore daha yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05). Sonuglar
Sekil 4.6 ve Tablo 4.9'da 6zetlenmistir.
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MDA diizeyleri (nmol/ml)
100,0

80,0
60,0
I W idrar

40,0 * '[ Plazma

20,0

0,0
Silikozis Kontrol

Sekil 4.6. Silikozis ve kontrol gruplarina ait plazma ve idrar MDA diizeylerinin
karsilagtirilmasi, *p<0,05.

Tablo 4.9. Silikozis ve kontrol gruplarina ait plazma ve idrar MDA diizeyleri,
*
p<0,05.

Kontrol Silikozis
idrar (nmol/ml) 25,2+6,1 *30,2+5,1
Plazma (nmol/ml) 31,9+10,5 *44,1+ 14,6

* p<0,05 (Degiskenler, Ortalama + SS ile belirtilmistir).
4.9. Sfingozin-1-Fosfat LC-MS/MS Yoéntemine iliskin Bulgular

Hiicre zarmin akiskanliginin diizenlenmesinde 6nemli yapisal rol oynayan
sfingolipidlerden biri olan S1P parametresi de bu tez kapsaminda degerlendirilmistir.
Silikozisli hastalarin plazma S1P diizeyleri 49,05+10,87 ng/ml, kontrol grubunda bu
diizey 67,57 £ 16,25 ng/ml olarak Sl¢iilmiistiir. S6z konusu farkin istatistiksel olarak

anlamli oldugu belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.7 ve Tablo 4.10'da 6zetlenmistir.
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Plazma S1P diizeyleri (ng/ml)
100

80

60 *

40

20

kontrol silikozis

Sekil 4.7. Silikozis ve kontrol gruplarina ait plazma S1P diizeylerinin
karsilagtirilmasi, *p<0,001.

Tablo 4.10. Silikozis ve kontrol gruplarina ait plazma S1P diizeyleri, *p<0,001.

Kontrol Silikozis

S1P (ng/ml) | 67,57 +1625 | *49,05+ 10,87

" p<0,001 (Degiskenler, Ortalama + SS ile belirtilmistir)

4.10. Ol¢iilen Parametreler Arasindaki Iliskiye Ait Korelasyon Bulgular

Tez kapsaminda Olciilen parametrelerin korelasyonlar1 yapilarak iliskileri
incelenmistir. Elde edilen bulgular Tablo 4.11'de verilmistir.

Tabloda da goriildiigii gibi Plazma HNE ile MDA ve F2-iP arasinda giiglii
pozitif bir korelasyona rastlanmistir. (sirasiyla r=0,85; r=0,85; p<0,05). Ayrica,
plazma HNE diizeyleri ile 7-KC (r=0,25; p<0,05), kolesterol (r=0,34; p<0,05) ve
LDL (1=0,39; p<0,05) diizeyleri arasinda zayif pozitif bir iliski bulunmustur. Idrar
HNE diizeyleri ile 7-KC arasinda zayif pozitif bir korelasyon bulunurken, HDL
diizeyleri ile bu iliskinin zayif negatif yonde oldugu goriilmiistiir (sirastyla r=0,33;
r=-0,28; p<0,05).

Plazma MDA diizeyleri ile kolesterol (r=0,26; p<0,05) ve LDL (r=0,32;

p<0,05) diizeyleri arasinda da zayif pozitif bir iliski bulunmustur. Bununla birlikte,
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idrar MDA diizeylerinin de 7-KC ve triol diizeyleri ile iligkisinin anlamli oldugu
belirlenmistir. (sirastyla r=0,44; r=-0,30; p<0,05).

Plazma F2-iP diizeyleri ile HNE’ye benzer sekilde 7-KC (r=0,31; p<0,05),
kolesterol (r=0,42; p<0,05) ve LDL (r=0,47; p<0,05) diizeyleri arasinda da zayif
pozitif korelasyon oldugu belirlenmistir. Idrar F2-iP diizeyleri ile SIP ve trigliserit
diizeyleri arasinda ise negatif bir anlamli korelasyona rastlanirken kolesterol ile
pozitif yonde anlamli bir iligkisi oldugu goriilmiistiir. (sirasiyla r=-0,31; r=-0,26;
r=0,33; p<0,05).

Oksisterol tiirevleri olan 7-KC ve triol arasinda anlamli pozitif bir korelasyon
goriiliirken (r=0,49,p<0,05) S1P ve HDL ile tersi yonde bir iligkisi oldugu
saptanmugtir (sirastyla r=-0,54; r=-0,29; p<0,05). Trioliin de yine S1P ile anlaml
negatif bir iliskisi oldugu (r=-0,31; p<0,05), LDL ile ise pozitif korele oldugu
(r=0,25; p<0,05) belirlenmistir.

Gruplarin lipit profilinde yer alan trigliserit ile HDL arasinda anlamli negatif
bir korelasyon (r=-0,51; p<0,05) goriiliirken kolesterol ile LDL diizeyleri arasinda da
pozitif bir iligki (r=0,94; p<0,05) tespit edilmistir.



Tablo 4.11. Tez kapsaminda 6l¢iilen parametrelerin korelasyonlari.

87

Plazma MDA | Plazma F2 | idrar HNE | idrar MDA | idrar F2| 7-KC | Triol S1P | Trigliserid | Kolesterol | HDL LDL
Plazma HNE 0,85 0,85 0,03 0,16 -0,02 0,25 0,16 -0,10 0,02 0,34 -0,09 0,39
Plazma MDA 0,16 -0,01 0,07 -0,02 0,24 -0,03 -0,01 -0,01 0,26 -0,13 0,32
Plazma F2 -0,10 0,16 0,01 0,31 0,15 -0,16 0,10 0,42 -0,19 0,47
idrar HNE 0,19 -0,10 0,33 0,17 -0,16 0,06 -0,12 -0,28 -0,09
idrar MDA 0,19 0,44 0,30 -0,12 0,02 0,09 -0,16 0,15
idrar F2 0,23 0,06 -0,31 -0,26 0,33 0,24 0,06
7-KC 0,49 -0,54 -0,05 0,07 -0,29 0,15
Triol -0,31 0,07 0,19 -0,14 0,25
S1P 0,01 -0,16 0,03 0,13
Trigliserid 0,41 -0,51 0,22
Kolesterol 0,02 0,94
HDL -0,04

Giiglii Orta Zayf
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5. TARTISMA

Silis, SiOz’den olusan kimyasal bir bilesik olup kristal veya amorf olmak
tizere iki farkli yapiya sahiptir [5]. Amorf yapidaki silika, kristal yapiya sahip
degildir ve kristal formdakine kiyasla akciger i¢in toksik olmayan daha az fibrojenik
ozelliktedir [2, 6, 7].

Silikaya maruz kalinan doz, maruz kalma sikligi ve siiresine bagli olarak
ozellikle akcigerlerde istenmeyen doku reaksiyonlari ortaya ¢ikmaktadir [30, 31].
Solunum yoluyla silikaya maruziyet, akcigerde solunum fonksiyonunun azalmasi,
KOAH ve silikozis gibi yerlesmis pndmokonyozlarin olusumuna yol agabilmektedir
[6]. Pnomokonyozlar, is yerlerinde inorganik tozlarin solunmasindan kaynaklanan
parankimal akciger hastaliklaridir [32]. Cevresel ve mesleki yollarla silika
pargaciklar1 ve asbest liflerine maruziyet pndmokonyozlara neden olmaktadir [32-
34].

Silikozis, akcigerlerde kristalin silika maruziyetine bagli olarak kiigiik, tipik
olarak yuvarlak veya ¢izgisel nodiillerin olusumu ile karekterize ilerleyici, oliimciil,
geri dondiiriilemez ve tedavi edilemeyen fibrotik bir meslek hastaligidir [12, 13].

Kristalin SiO2 pargaciklarmmin boyutu <10 um’den kii¢iik oldugunda,
akcigerlerin distal kisimlarina ulasabilmektedir. Bu durum, akut silikozis,
hizlandirilmis  silikozis, kronik silikozis ve konglomera silikozis gibi olumsuz
pulmoner patolojilerinin olusumunu tetikleyebilmektedir [2, 9, 11].

Ozellikle gelismekte olan iilkelerde, mesleki olarak silika maruziyeti, yaygin
olarak goriilebilmektedir. Pek¢ok kaya tiiriinde, 6zellikle de granitler, kumtaslari,
kum ve topraklarda bulunan silika kuvartz yapi tasimaktadir. Kuvartz iceren
malzemelerin genis kullanimindan dolayi, isciler ¢ok cesitli endiistri alaninda
mesleki olarak silikaya solunum yoluyla maruz kalmaktadir [6]. Insaat, kumlama,
kaya delme, kesme, yontma veya cilalama, tugla veya fayans kesme, beton delme,
taglama, tiinel agma, yikim, madencilik, seramik iiretimi ve dokiimciiliik gibi pek¢ok
farkl1 sektorlerinde calisan isciler, silikozis gelisimi agisindan risk altinda
bulunmaktadir [42, 74, 75].

Silikozis, diinyada oncelikle ABD'de ve Tiirkiye'de eski taslama makinalari
ile kot taglama sonucu ortaya ¢ikan felaketlerin ardindan kamuoyunun dikkatini

cekmistir [31, 73]. Ulkemizde silikozis farkindaligi ise, bu yiizyilin basinda yine ayn1
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sekilde kot taglama salginlari ile olusmustur. Bu duruma, teflon tencere yapimi ve
elektrik kablo imalat1 gibi yeni is kollarinda ortaya ¢ikan silikozis olgular eslik
etmistir [42, 74, 75].

Hiicre zari, hiicrenin biitiinliigliniin korunmasini, dis ¢evreden ayirilmasini
saglayan ve pekcok fonksiyonu bulunan yapidir. Benzer sekilde, hiicre icindeki
organeller de bir zar ile gevrilidir [93, 94]. Hiicre membraninin ana bileseni,
fosfolipitler ve kolesterolden olusan ¢ift kathh lipit tabakasidir. Plazma
membranlarinin toplam lipit igeriginin % 25 ila 40'im1 kolesterol olusturmaktadir [93,
95]. Kolesterol, membranlarda protein fonksiyonunu modiile eder ve lipit gift
katmanlarinin biyofiziksel 6zelliklerini diizenleyerek ¢ok sayida biyolojik islemi
diizenler [93, 97]. Kolesterol safra asitleri ve steroid hormonlarinin sentezinde bir
oncii bir molekiildir [93, 98-100].

Cift kathh lipit tabakalarinda bulunan kolesterol molekiillerinin
metabolimzalar1 oksidasyon reaksiyonlarmma duyarlidir [102, 103]. Oksisteroller,
kolesterol'lin 27 karbonlu oksidasyon iirlinleri olup, bir oksijen eklenmesi,
kolesterol'lin daha polar bilesiklere indirgenme hizini arttirmaktadir. Oksisteroller,
ozellikle steroid yan zincirine oksijen eklenmesiyle kolaylikla hiicrelerden disari
tagmabilir ve boOylece ekstrahepatik kaynaklardan kolesterol'iin uzaklastirilmasini
kolaylastirir [105, 106]. Kolesteroliin kimyasal yapisinda olusan bu tiir kiigiik bir
degisiklikle olusan oksisterollerin biyofiziksel ozelliklerinde onemli degisikliklere
yol agar, bu da cift katli lipit tabakalarimin 6zelliklerini ve dinamiklerini 6nemli
olglide degistirebilir [93].

Oksisteroller enzimatik ve enzimatik olmayan (oto-oksidasyon) yolaklar ile
olusabilmektedir. Enzimatik olarak olusan oksisteroller CYP450 enzim sistemi ile
olusmaktadir ve cesitli biyolojik yolaklarda énemli gorevleri bulunmaktadir. Oto-
oksidasyon yoluyla iiretilen oksisterol tiirevleri ise in vivo ya da gida islenmesi
sirasinda ROB gibi serbest radikallerin aracilik ettigi non-enzimatik (oto-oksidasyon)
yollarla iiretilirler ve pekcok patolojik durum ile iliskilendirilmektedir. Enzimatik
olmayan bu oksisteroller arasinda 7-KC, 7B-OHC, 5a, 6a- ve 5B, 6p-epoksitler
baslicalaridir [114, 133]. Bu oksisteroller kolesterol'iin B halkasinin 7. pozisyonunun
degismesi ile olusan, belirgin sitotoksik ve pro-apoptotik 6zelliklere sahip olan 7-KC
ve 73-OHC" de igeren bir gruptur [133, 134].
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Hiicre toksik bir maddeye maruz kaldiginda veya patolojik bir durum
olustugunda enzim aktivitesi ve lipit kompozisyonunda farkli cevaplar
gozlenebilmektedir. Yapilan ¢alismalar, lipit oksidasyon iirlinlerinin sinyal iletimi ve
trankripsiyondaki degisikliklerle de ortaya ¢ikabildiklerini, oksidatif stresi ve hiicre
Olimiinii indiikleyebildiklerini gdstermistir. Lipitlerin biyoaktivitesi yiiksek 6nemli
bir grubunu da oksisteroller olusturmaktadir [91, 92]. Normal sartlarda, oksisteroller
memeli dokularinda ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunmakla birlikte, patolojik
durumlarda makrofaj kopiik hiicreleri, aterosklerotik lezyonlar, katarakt ve safra
taglar1 gibi dokularda diizeyleri yiikselmektedir. Ateroskleroz, norolojik hastaliklar
ve kanserle olan iliskileri iizerine yapilan farkli ¢alismalar bulunmaktadir [118, 140,
143]. Kronik hastaliklarda inflamasyon siirecini baslattiklari savunulmaktadir [143].

Yapilan tez caligsmasi ile iilkemizde de her yil yeni vakalarin da eklendigi,
mesleki silika maruziyeti ile meydana gelen inflamatuvar bir hastalik olan silikozis
hastalarinda, oto-oksidasyon ile olusan oksisterol diizeylerinin Slgiilerek kolesterol
oksidasyonun roliiniin degerlendirilmesi; sfingolipitlerin metabolizmasinin 6neli bir
bileseni olan S1P diizeylerinin tespit edilmesi ve hastalikla iligskilendirilmesi; s6z
konusu parametrelerin yanisira 4-HNE, F2-iP, MDA diizeylerinin Olgiilerek
indiiklenmesi olas1 lipit peroksidasyonunun da belirlenmesi amaglanmstir.
Inflamatuvar bir hastalik olan silikozisin oksidatif stres ve ROB olsumu iizerine
pekcok calisma busunmakla birlikte, kolesterol oksidasyonunun degerlendirildigi bir
caligmaya rastlanmamistir. Ayrica oksidatif lipit ve kolesterol hasari ile lipit
modifikasyonlarinin bir arada degerlendirilmis olmasi nedeniyle bu tez ¢alismasi bir
On ¢alisma niteligi tasimaktadir.

Farkl tiirevlere sahip oksisteroller, hiicre 6liimii, enflamasyon, immiin sistemi
baskilama, hiicre proliferasyonu, sitokin {iretimi ve trombosit aktivasyonu gibi
biyolojik olaylarda rol almaktadir ve son zamanlarda biyoaktif lipidler olarak kabul
edilmektedir [133]. Oksisteroller, lipit peroksidasyonu i¢in degerli belirtegler olarak
onerilmektedir ve yaghilarda, artmis lipit peroksidasyonu, kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelismesini destekleyen ve tip 2 diabetes mellitusun tetiklenmesini
saglayan artan oksisterol olusumuna katkida bulunmaktadir [213]. Bu tez

calismasinda da silika maruziyetinde kolesterol oksidasyonunun bir belirteg olarak
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degerlendirilebilmesi amacglanmis ve Olciilen oksisterol diizeyleri anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur.

Son bir kag¢ yilda, gelisen LC-MS/MS teknolojisi ile oksisterol tiirlerinin
Olctilebilir hale gelmesi, oksisterollerin oksidatif stres biyobelirtegleri olarak
kullanilabilecegi konusunu o©ne ¢ikarmistir. Bu nedenle biyobelirteg olarak
hastaliklarin teshisinde, tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesinde ve hastaliklarin
prognozunun takibinde oksisterol tiirevlerinin degerlendirilmesinin 6énemli oldugu
diistiniilmektedir [140]. Kanser {izerine yapilan ¢aligmalarda, oksisterollerin kanser
patofizyolojisine farkli asamalarda katkida bulunan pro-oksidatif ve pro-inflamatuvar
Ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Oksisterollerin, ilk olarak ROB/RNB
{iretimini artirarak timor olusmasini baslatabilmektedir. ikinci olarak ise hiicrede
fenotipik  degisikligi  tetikleyen proteinler aracihigi ile timor gelisimi
tetikleyebilmektedir. Yapilan bir c¢alismada, 20 akciger kanseri hastasinin
plazmasinda oksisteroller Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar 7B-hidroksikolesterol
seviyesi ile akciger kanseri arasinda bir iliski oldugunu gostermistir. Akciger kanseri
riskinde bu molekiil biyobelirteg olarak degerlendirilmektedir [118, 162].

Son yapilan c¢alismalarda, oksisterollerin tiimor biiylimesini modiile ettigi
gosterilmistir. Bu etkilerin, oksisterol baglayict LXR'lerin aktivasyonuna bagli
olabilecegi bildirilmistir. LXR izoformlarmin yaygin sekilde aktivasyonu, bazi
inflamatuvar hastaliklar, ateroskleroz ve otoimmiinite gibi patolojik siireclerde hiicre,
doku veya hastalifa 0Ozgli olarak olugmaktadir.  Oksisteroller, LXR
sinyalizasyonunun, tiimor hiicresi biliylimesine katkida bulunurken, antitlimoral
immiin yanitlarini inhibe ettigi gosterilmistir [214].

Alzheimer hastaligi patogenezinin altinda yatan ¢esitli olaylarda kolesterol
oksidasyon iirlinlerinin yer aldigi belirlenmistir. Belirli oksisteroller noronlarda
fonksiyon kaybina ve nodron dejenerasyonuna neden olmaktadir, ancak son
zamanlarda bazi tiirevlerinin néroprotektif etkilere de sahip oldugu gosterilmistir. 24-
OHC’iin hiperfosforile tau proteininin intrandronal birikimine karsi potansiyel
etkileri, 2018 yilinda yapilan bir ¢alismada degerlendirilmistir. SK-N-BE
noroblastoma hiicrelerinde 24-OHC' nin yararhi bir etkisi gosterilmistir ve bu etki
hiperfosforile tau proteininin norotoksik birikimini Onlemeye yardimci olan

deasetilaz sirtuin 1'1 (SIRT1) modiile etme yetenegi ile gosterilmistir. 24-OHC'dan
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farkli olarak, 7-KC, SIRT1'e bagli ndroprotektif yolagi modiile etmemistir. 24-
OHC'nin noroprotektif roliinii dogrulamak icin in vivo deneyler, 24-OHC'nin
intraserebroventrikiiler enjeksiyonu vasitasiyla, tau patolojisini (hTau fareleri)
gelistirmeden, insan tau'yu eksprese eden fareler iizerinde gergeklestirilmistir. 7-
KC'den farkli olarak 24-OHC'nin, amiloid monomerleri tarafindan indiiklenen tau
hiperfosforilasyonunu tamamen O6nledigi bulunmustur. Bu veriler beyinde 24-OHC
kaybmin onlenmesinin ve ndrodejenerasyona karsi koymak i¢in SIRT1 enziminin
yiiksek seviyelerini korumanin 6nemini vurgulamaktadir [215].

Oksisteroller’in seviyeleri ve tipleri plak olusumu, gelismesi ve stabilitesinde
iligkili olabilir. Oksisteroller, kdpiik hiicrelerinin olusumunu uyarir, aterosklerotik
plak ilerlemesine neden olur. Sitotoksisitesi ve hiicre apoptozunu indiikleme
yetenekleri nedeniyle plak hassasligina ve instabilitesine katkida bulunur.
Calismalar, plazma 7B-OHC seviyesinin karotis ve koroner arter hastaligini1 saptamak
igin bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Plak zedelenmesi ve
kararsizlik icin biyobelirtecler olarak kullanim igin oksisterollerin potansiyelini
degerlendirmek i¢in daha fazla klinik ¢alismaya ihtiya¢ vardir. Semptomatik ve
asemptomatik plaklar1 ayirt edebilen kandaki biyobelirteclerin  tanimlanmasi
¢oziimlenmemis bir konudur [216].

7-KC'nin sitoksisite ve apoptozis indiiksiyonu dahil olmak {izere hiicre 6liim
stireclerinde giiclii etkileri vardir. Kolesterol oksidasyon iiriinleri ve sitotoksik
maddelerdir. Mezenkimal kok hiicreler (MSC'ler) kendini yenileme ve hiicresel
farklilasma yetenekleri ile karakterize edilen cok yetili hiicrelerdir. MSC'lerde
oksisterollerin etkileri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. 2014'de Levy D. ve
arkadaslarinin ¢alismasinda, insan adipoz dokusundan tiiretilen MSC'ler iizerinde 7-
KC'nin kisa siireli sitotoksik etkisi gosterilmistir. MSC'ler, iki geng saglikli kadindan
elde edilen yag dokusundan izole edilmistir. 7-KC ile 24 saat inkiibasyondan sonra
mitokondriyal hiperpolarizasyon gozlenmis, ardindan apoptoz seviyesinde hafif bir
artis ve aktin organizasyonundaki degisiklikler izlenmistir. Son olarak, 7-KC'nin
inhibisyon konsantrasyonu (ICso)'si, bu hiicrelerde diger normal veya kanser hiicre
hatlarinda gozlemlenmis veya belirlenmis olandan daha yiiksek ¢ikmustir [216, 217].

Oksisterollerin biyolojik materyallerdeki laboratuvar analizi, kolesterol ile

yakindan iliskili yapilara sahip olan ¢esitli bilesiklerin varlig1 nedeniyle ve bunlarin
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konsantrasyonlar1 ile kolesterol konsantrasyonu arasinda biiyikk farkliliklar
olmasindan kolay degildir [18, 218]. Lipit metabolizmasinda genetik bir bozukluk
olan Niemann-Pick tip C-1 hastalik patogenezinde oksidatif stresi gosteren onceki
caligmalarin, kolesterol oksidasyon iiriinlerinin enzimatik olmayan olusumunun
hastalik biyobelirtegleri olarak kullanilabilecegi olasiligi ile Forbes D. Porter ve
ark.’nin yaptig1 calismada nonenzimatik olarak olusan kolesterol oksidasyon
tirlinlerinin tim hastalarin plazmasinda benzer sekilde artmis oldugu gosterilmilstir
[167]. Sara Boenzi ve arkadaslari ise Triol ve 7-KC'i Niemann-Pick tip C'nin teshisi
icin spesifik biyobelirtegler olabilecegini ortaya koymustur. Elde edilen sonuglara
gore oksisteroller Niemann-Pick tip-C'nin giivenilir ve duyarli biyobelirtecleridir
[219].

Bu tez c¢alismasinda da, literatiirde verilen cesitli hastaliklarda oldugu gibi
triol ve 7-KC diizeylerinin, inflamatuvar bir hastalik olan silikoziste kontrole kiyasla
anlamli  sekilde yiiksek bulunmustur (p<0,001). Dolayisiyla, kolesterol
oksidasyonunun da bu hastalik i¢in ayirdedici bir belirteg¢ olarak kullanilabilecegini
diistindiirmektedir.

Biyoaktif sfingolipid metaboliti S1P kanser, ateroskleroz, diyabet ve
osteoporoz gibi birgok fizyolojik ve patofizyolojik siireglerin kritik diizenleyici
molekiillerden birisi olarak bilinmektedir. Son zamanlarda, S1P'nin ayrica
inflamasyon, kanser ve Alzheimer hastaliginda 6nemli hiicre i¢i hedefleri oldugu
gosterilmistir [201]. Kanser olusumunda, SphK1 aktivasyonu ile S1P’nin artmasi
kanser hiicrelerinin apoptozunu engelller boylece hayatta kalmasini, gelismesini,
anjiyogenez ve metastazini kolaylastirir. Meme, kolon, akciger, yumurtalik, mide,
uterus, bobrek ve rektum kanserinde SphK1’in asir1 iiretildigi rapor edilmistir [196].

Alzheimer hastalarinda sfingolipid metabolizmasinin da degisime ugradigi
bildirilmistir ve beyin S1P seviyelerindeki diisiis sfingolipid sinyalini hiicre 6liimii
yoniinde degistirmektedir. Alzheimer hastalarinda SPL ekspresyonu artmis ve artmis
SPL ekspresyonu klinik demans progresyonu ile korelasyon gostermistir. Ek olarak,
SPL genindeki iki tek niikleotid polimorfizmi ge¢ baslangigli Alzheimer hastalifina
karst duyarlilik kazandirmistir. Bu bulgular, SPL'nin Alzheimer hastaligi gibi
norodejeneratif hastaliklarin ilerlemesinde potansiyel bir rol oynayabilecegini

diisiindiirmektedir [220]. Bizim tez ¢alismamizda da, S1P’nin diizeylerinin azalmig
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oldugu gosterilmistir.  Bu durumun, SIP metabolizmasinin hizlanmasi ve
olusumunun baskilanmasina bagli olarak ortaya cikabilecegi ve bir savunma olarak
hasarli hiicreyi apoptozize yonlendirmek i¢in SPL’nin artarak S1P’nin azalmis
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Hiicresel oksidan/antioksidan dengesi bir hastalik veya cevresel kosullar
nedeniyle bozulabilmekte ve oksidatif stres indiiklenebilmektedir. ROB {iretimi ve
antioksidan sistem dengesi bozuldugunda, kontrolsiiz ROB artis1 hedef organda
(akciger gibi) veya sistemik bir hasara yol agabilmektedir [169, 173]. Bu durum,
lipit, protein, enzim, DNA gibi 6nemli biyo-makromolekiillere zarar verebilmektedir
ve boylece fizyolojik siirecler etkilenebilmektedir ve/veya hiicre oliimii ortaya
cikabilmektedir. Oksidatif strese bazi durumlarda mutasyonlar, karsinojenez, erken
yaslanma veya ¢oklu organ fonksiyon bozuklugu eslik edebilmektedir [169].

Oksidatif stres ve silikozis iliskisi iizerine Zsoldos T. ve ark. tarafindan
yapilan bir ¢alismada, siganlara 0,5 ml salin iginde 50 mg silika siispansiyonu
intratrakeal yoldan verilmis ve 3., 6., 12, 21. gilin sonlarinda hayvanlar
oldiirtilmiistiir. Hayvanlarin akciger dokuslarinda lipid peroksidasyonunun zamana
bagli olarak arttigi, siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerinin de ylikseldigi
belirlenmistir. Ayn1 zamanda akciger dokularinin redoks durum potansiyeli de bu
donemde belirlenmistir. Silikanin etkisiyle akcigerde lipit peroksidasyonunun
kademeli olarak arttig1 ve bu durumu siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitesinin de
artmasiin eslik ettigi goriilmiistiir. Redoks potansiyelinin oksidasyona kaydigi da
tespit edilmistir. Silikanin, lipit peroksidasyonu yoluyla dolayli olarak membran
hasarina yol agtig1 ve serbest radikal {iretimini indiikledigi belirtilmistir [221].

Bezrukavnikova LM. ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada akcigerlerde
toza bagl hastaliklara sahip olgularda kan plazmasinda lipid peroksitlerinin arttigini
ve muhtemelen bu durumu kompanse etmek iizere de tokoferol diizeylerinin
yiikseldigini gostermislerdir. Buna karsin antioksidan savunma sisteminde bir azalma
tespit edilmistir [222].

Bir baska caligmada, yaklasik 2 haftalik siire boyunca taze kirilmig kuartz
veya yaslandirilmis kuvartz (2 ay once 6gltiilmiis) tozuna maruz birakilan siganlarin
akciger lavaj sivilar1 ve akcigerlerindeki biyokimyasal ve patolojik degisiklikler

degerlendirilmistir. Odalardaki kristalin kuvartz konsantrasyonu ortalamasi
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20 mg/m? olarak belirlenmistir. Taze dgiitiilmiis kuvartz 6rnekleri ile iliskili serbest
radikal konsantrasyonlari, yasli kuvartzinkilere kiyasla anlamli derecede yiiksek
cikmistir. Akciger hasarin1 gosteren biyokimyasal belirtegler yiikselmis, lipit
peroksidasyonu artmistir ve pulmoner fagositlerin daha fazla oksijen radikali tirettigi
belirlenmistir. Genel olarak, tiim bu pulmoner yanitlar kiyaslandiginda, yasl kuvartz
ile karsilastirildiginda taze kirik kuvartzin solunmasinin sonra daha belirgin hasara
neden oldugu goriilmiistiir [28]. Bir baska ¢alismada Castranova V. ve ark. kuvartz
parcaciklarinin 6giitiilmesinin veya kirilmasinin Si-O baglarim kirdigini ve Si ve Si-
O olusturdugunu gostermistir. Boliinme diizlemlerinin yiizeyindeki radikaller su ile
temas ettiginde, hidroksil radikalleri tiretebildigini ve kirik silika tozu yaslandik¢a bu
yiizey radikalleri bozuldugu goriilmiistiir. Taze kirilmis kuvartz, dogrudan lipid
peroksidasyonuna, membran hasarina ve hiicre dliimiine neden olan yash silikadan
cok daha giiclii etki gosterdigi ifade edilmistir. Ayrica, taze 6giitiilmiis silika, yasl
silikadan daha giiclii bir alveoler makrofaj uyaricist oldugu da belirlenmistir. Bu
silika kaynakli aktivasyon, siiperoksit, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve akciger
hiicrelerine zarar verebilen diger oksidan molekiillerin {iretilmesi ile sonuclandig1 da
belirtilmistir [223]. Liu Bl. ve ark. kuvartz etkisi altinda alveoler makrofajin oksidan
ve antioksidan sistemindeki degisikliklerini hiicre kiiltiirti, silikozis indiiklenmis
deney hayvanlar1 ve silikozisli hastalar gibi farkli gruplarda incelemistir. Sonuglar,
kuvartz tozunun, hiicre zarinda lipit peroksidasyonuna yol agabilen, alveoler
makrofajlardan tiiretilmis serbest radikallerin iiretiminin indiikleyebilecegini
gostermistir. Bu degisikliklerin 6zellikle deneysel sigan silikozisin erken doneminde
ve silikozisli hastalarda belirgin oldugu gosterilmistir [224].

Odinaev Fl. ve ark. kuvartza maruziyetinin etkilerini farkli irtifalarda ¢alisan
madencilerde incelemistir. MDA diizeyleri ve antioksidan savunma (sliperoksit
dismutaz ve katalaz aktiviteleri) sistemi aktiviteleri dlciilmiistiir. Iscilerde saglikli
gontllilere kiyasla lipit peroksidasyonunun arttigi ve antioksidan savunmanin
azaldigr belirlenmis, sonuclarin ¢alisilan maden irtifasi, hipobarik hipoksiyle
kombine edilen kuvartz igeren toz maruziyeti ile korele oldugu gosterilmistir. Artan
lipid peroksidasyonunun, hiicrelerin Oliimiine ve par¢alanmasina neden oldugu,
pnomokonyoz olusumunun baslica patojenetik bilesenleri arasinda MDA’in yer

aldig1 ifade edilmistir. Arastirmacilar, madencilerdeki yiiksek ve orta irtifalarda
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hastaligin erken gelisimini, nispeten hizli ilerlemeyi ve nodiiler formlarin sikligini bu
durumla iliskilendirmistir. Ayrica, hipobarik hipoksinin silikozisi tetikledigi de ifade
edilmistir [225].

Nardi JI. ve ark. tarafindan 2018 yilinda madencilik sirasinda mesleki
maruziyeti olan isgilerde, silikozis i¢in potansiyel erken biyobelirtecler olarak
inflamatuvar cevap ve oksidatif stres parametreleri incelenmistir. Calismanin
kristalize silikaya maruz kalan 38 is¢i (maruz grup), silikozis teshis edilen 24 is¢i
(hasta grubu) ve 30 mesleki olarak maruz kalmamis ¢alisan (kontrol grubu) olmak
tizere toplam 92 katilimeisi bulunmaktadir. Hasta grubu, maruz kalma zamanina gore
2 gruba ayrilmistir: 1-15 y1l mesleki maruziyete sahip 19 is¢i (Hasta I) ve 16 yildan
fazla mesleki maruziyete sahip 19 is¢i (Hasta II). MDA ve serum C vitamini
diizeylerinin plazma seviyeleri belirlenmistir. L-selektin ylizey proteini ekspresyonu,
Hasta Il grubunda o6nemli olgiide azalmistir (p <0,05), bu bagisiklik sistemi
bileseninin kristalin silika kaynakli toksisitenin potansiyel bir gostergesi olarak
onemini gostermektedir. MDA diizeyleri Hasta I, Hasta II ve maruz grupta kontrol
grubuna gore anlamli olarak artmistir (p<0,05). inflamatuvar yanit ve oksidatif stres
biyobelirtegleri arasinda oOnemli iligkiler gozlemlenmistir. Bu nedenle, g¢alisma
sonuglari, silikozis gelismeden Once, kronik maruziyet sonrasi madencilerde kristal
silikanin neden oldugu toksisiteyi izlemek i¢in potansiyel bir ¢evresel biyobelirteg
olarak L-selektinin kullanabilecegini gostermistir [226].

Yaptigimiz ¢alismada da, literatiire benzer sekilde kontrole kiyasla hem idrar
hem de plazma lipit peroksidasyon parametreleri (MDA, F2-iP ve 4-HNE) anlamli
sekilde yilikselmistir (p<0,05). Bu durum, silikozis hastalarinda ROB artisina bagl
oksidatif stresin olustugunu ve buna bagli olarak da lipit peroksidasyonunun
tetiklendigini desteklemektedir.

Silikozis hastalarinda yapilan son ¢alismalar incelendiginde, hastaligin tedavi
yontemi lizerine yapilmis calismalar da goze ¢arpmaktadir. Zhang H. ve arkadaslar
2017 yilinda; Infliximab tedavisi ile silika kaynakli akciger patolojik degisikliklerini
(enflamatuvar  hiicreler, kolajen birikimi) Onemli Olclide 1iyilestirdigini
gostermislerdir. Infliximab, TNF-a'y1 azaltarak, NF-xB sinyalini ve artmis oksidan
aktiviteyi inhibe ederek silika kaynakli pulmoner inflamasyonu azaltabilmektedir ve

bu da Infliximab'in tedavide potansiyel bir ilag olabilecegini gostermistir [227].
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Peng HB ve ark. 2017 yilinda oleanolik asitin silikozisli siganlarda, oksidatif
stres ve AKt/NF-kB yolag: iizerinden sitokin ve kolajen ekspresyonu iizerine
koruyucu etkilerini gostermislerdir. Etki mekanizmasi arastirildiginda, oleanolik
asitin fosforile edilmis Aktl seviyesini azalttigi ve bunun sonucunda silikozisin
gelisimi ve ilerlemesinde NF- «B'nin transkripsiyonunu inhibe ettigi bulunmustur.
Oleanolik asitin koruyucu etkilerinin kismen antioksidan aktivitesine ve Akt/NF-xB
yolunu modiile ederek sitokin ve Kkolajen ekspresyonunu azaltma yetenegine baglh
oldugunu gostermistir [228].

Dogal bir besin olan solucan ekstrakti (EE) ile yapilan bir calismada,
ekstrenin  anti-enflamatuvar, antioksidan ve anti-apoptotik etkileri oldugu
bildirilmistir. /n vivo hem de in vitro modeller kullanarak yapilan calismalar,
sonucunda EE'nin silikozis ig¢in potansiyel bir anti-oksidatif, anti-enflamatuvar ve
anti-fibrotik ilag oldugunu belirtmislerdir [229]. Abdelaziz RR. ve ark. 2016'da bir
silikozis sican modelinde Tadalafil'in, hava yolu hiperaktivitesini azalttigin1 ve
akciger ve solunum yollarinin disfonksiyonuna karst koruyucu oldugunu
gostermistir. Tadalafil'in gozlenen koruyucu etkisinde inflamatuvar ve fibrojenik
sitokin ~ ekspresyonunun  azaltilmasi,  oksidanlarin/antioksidan = hemostazin
diizenlenmesi, antioksidan destek ve anjiyogenezin desteklenmesi rol oynamaktadir
[230].

Desferrioksaminin (DF) silikaya bagli pulmoner reaksiyon iizerine etkisi
incelenmistir. Demir bir selatdr olan DF, silika kaynakli pulmoner reaksiyon siirecini
inhibe edebilecegi belirtilmistir. Silika'min, demir aracili Fenton aktivitesi DF
inkiibasyonu 1ile azaltilmistir. Arttig1 tespit edilen MDA diizeylerinde, DF ile tedavi
edilen silika grubunda, tedavi edilmeyen gruba kiyasla belirgin diisiisler goriilmistiir.
DF, sadece silikanin neden oldugu tiimor nekroz faktorii-a ve A549'dan IL-8
salinmasin1 degil, ayn1 zamanda fibroblast proliferasyonunu da inhibe etmistir. DF,
tedavi edilmeyen kontrol ile karsilastirildiginda inflamasyonu ve fibrozu 6nemli
6l¢iide azaltmigtir. Bu sonuglardan, DF'nin silika kaynakli pulmoner reaksiyonun
inhibisyonunda rol oynayabilecegi sonucuna varmiglardir [231].

Silikozisli hastalarda yapilan bir bagka c¢alismada, besin takviyeli bir
beslenmenin lipid peroksidasyonunda azalmada ©Onemli bir rol oynayabilecegi,

serbest radikal reaksiyonlarmi azaltabilecegi, hiicre zarini stabilize edebilecegi ve
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dolayistyla akciger fibrozunu geciktirebilecegi ve viicudun bagisiklik fonksiyonlarini
artirabilecegi sonucuna varmiglardir [232].

Silikozis tedavisinin olmamasi nedeniyle yeni yaklasimlarin gelistirilmesine
ihtiya¢ bulunmaktadir. Ozellikle hastalikla indiiklenen inflamatuvar cevabin altinda
yatan mekanizmalar aydinlatildiginda, tedavi yaklasimlarina iliskin ¢alismalar hiz
kazanacaktir. Yapilan ¢aligma, hastalik ile lipit modifikasyonlar1 arasindaki iligkinin
ortaya konulmasina katkida bulunmaktadir. Elde edilen bulgular, oksidatif lipit
hasarinin hastalikla indiiklendigini gostermistir. Bu yolak iizerinden de yeni tedavi
yaklagimlarinin belirlenebilmesinin s6z konusu olabilegi diisiiniilebilir.

Calisma sirasinda Olgiilen parametreler arasinda Onemli korelasyonlarin
oldugu da tespit edilmistir. Ozellikle triol ve 7-KC arasinda énemli bir iliskinin
bulunmasi1 (r=0,49, p<0,05) biyobelirte¢ olma ihtimalini gii¢clendirmektedir. Ayrica,
indiiklenen oksidatif strese bagli olarak artan lipit peroksidasyonu parametrelerinden
plazma HNE ile MDA ve F2-iIP arasinda gii¢lii pozitif bir korelasyon oldugu
goriilmektedir (sirastyla 1=0,85; r=0,85; p<0,05). Bu da hiicre zarmin 6nemli
bilesenlerinden olan fosfolipitlerde lipit peroksidasyonu reaksiyonlarinin
gerceklestigini gostermistir. Bununla birlikte, idrar MDA diizeylerinin de 7-KC ve
triol diizeyleri ile iliskisilerinin anlamli oldugunun belirlenmesi (sirasiyla r=0,44; r=-
0,30; p<0,05), artan ROB ile birlikte lipit peroksidasyonu sirasinda olusan
hidroperoksitlerin  de  kolesterol oksidasyonuna da neden olabilecegini
diisiindiirmektedir. Calisma bulgulari, triol ile S1P diizeyleri arasinda anlamli negatif
bir iligki oldugunu (r=-0,31; p<0,05) goéstermistir. Kolesterol oksidasyonu artarken,
S1P metabolizmasinin da indiiklenerek S1P diizeylerinin azaldig1 ve literatiirde de
belirtildigi sekilde apoptozun tetiklendigini akla getirmektedir. Ayrica, gruplarin lipit
profilinde yer alan trigliserit ile HDL arasinda anlamli negatif bir korelasyon (r=-
0,51; p<0,05) gortiliirken kolesterol ile LDL diizeyleri arasinda da pozitif bir iliski
(r=0,94; p<0,05) tespit edilmistir. Bununla birlikte, calismada 6lgiilen parametrelerle
trigliserit ve kolesterol diizeyleri arasinda bir korelasyona rastlanmamistir. Bu
durumun, caligmada kullanilan hasta sayilar1 ile iliskili olabilecegi, saynin
artirilmasi ile daha kesin bir sonuca ulagilabilecegi diistiniilmektedir.

Calisma sonuglar1 6zetlendiginde; silikozis hastalarinda daha 6nce kolesterol

oksidasyon iiriinii olan oksisteroller iizerine yapilmig bir ¢alismaya rastlanmamis



99

olup, bu yoniiyle bir 6n ¢alisma niteligindedir. Elde edilen bulgular, inflamatuvar bir
hastalik olan silikoziste lipid peroksidasyonunun indiiklendigini ve okside kolesterol
diizeylerinin yiikseldigini gostermistir. Sonuglarimiz kurdugumuz hipoteze de uygun
olarak silikoziste lipit metabolizmasmin etkilendigini ve oksidatif lipit hasarmin
tetiklendigini, kolesterol oksidasyonunun bu maruziyet grubunda da onemli bir
belirteg olarak kullanilabilecegini gdstermistir. Gelecekte hasta sayisinin da
artirllarak genis capl lipidomik c¢alismalarin yapilmasi planlanmaktadir. Boylece
hastaliga bagl lipit modifikasyonlar1 ile ilgili kesin bilgilerin elde edilmesi ve
hastalik patogenezi ile iliskilendirilmesi s6z konusu olabilir.

Elde edilen bulgular, hastalardaki oksidatif stres ve oksidatif lipit hasarinin
tetiklendigini isaret ettiginden hastalara antioksidan takviyesinin yararinin 6nemli
olup, bu hastalarin beslenmelerine de dikkat etmeleri gerekmektedir.

Giiniimiizde silikozisin etkili bir tedavisinin hala olmamasi nedeni ile is¢ilerin
sagligint korumanin tek yolu silika igeren tozlara maruz kalmanin kontrol
edilmesidir. Hastaligin basarili sekilde Onlenmesi i¢in tedbirlerin alinmasi
gerekmektedir. Avustralya, Belgika, Kanada, Finlandiya, Fransa, Almanya, Isvicre,
Isveg, Birlesik Krallik ve Amerika Birlesik Devletleri gibi iilkelerde, iyi organize
edilmis onleme programlart ile silikozis insidansimnin 6énemli dlgiide azaltilmasinin
miimkiin oldugunu gosterilmistir. Kurumsal diizeyde, silika iceren toz olusumunu
onlemek i¢in uygun teknolojilerin uygulanmasi, toz kontrolii i¢in miihendislik
yontemlerinin kullanimi, belirlenen maruz kalma limitleri ve teknik standartlara
uygunluk, oOnleyici tedbirlerin etkinligini degerlendirmek i¢in caligma ortaminin
gbzetimi, iscilerin sagliklarmin izlenmesi, silikozisin erken evrelerini tespit etmek
icin kisisel saglik koruyucu ekipmanlarin kullanimi (gegici onlem olarak), ayrica
saglik egitimi zorunludur [233].

Silikozisi dnlemek igin gerekli olan ulusal diizeyde, yasalar ve yonetmelikler,
mesleki maruziyet smirlarinin ve teknik standartlarin uygulanmasi, teknik
danismanlik hizmetleri, etkili bir denetim sistemi, iyi organize edilmis bir raporlama
sistemi ile devlet kurumlarini, sanayi ve sendikalari igeren bir ulusal eylem programa,
gelismis tilkelerin politikalarinda yer almaktadir [233].

Tiirkiye'de pnomokonyozun onlenmesi i¢in olusturulan ulusal eylem plani;

tilkenin sosyo-ckonomik durumu goéz Oniinde bulundurularak risk altindaki
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calisanlarin belirlenmesi, riski onleme stratejilerinin kurumsal cergeve ile isbirligi
yapilarak  olusturulmasini  igermektedir. Ayrica  Uluslararast  standartlarin
rehberliginde pilot ¢alisma, uygulama, izlem ve degerlendirme kriterleri ile kisa ve
uzun donemde beklenen sonuglar ile Tiirkiye'de gercek pndomokonyoz veritabani
temelinin olusturulmasi, egitimin arttirilmasit ve c¢alisma standartlarinin uluslararasi
seviyeye yiikseltilmesiyle pndmokonyoz olgularinin en aza indirilmesi iizerinde
durulmaktadir [233].

Tiirkiye'de silikozis veya diger meslek hastaliklari i¢in denetim sistemlerinde
ciddi eksiklikler bulunmaktadir. Dolayisiyla, pek¢ok alanda oldugu gibi sorunun
boyutuna iliskin istatistiksel bir ¢ikarim yapilamamaktadir. Tirkiye'de sigortasiz
calisma oraniin yliksek olmasi nedeniyle dogru cikarimlarin yapilmasi miimkiin
olamamaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu'nun raporunda, 2017'deki isgiicii 32
milyon ve kayit dis1 istihdam orani %33,6 olarak verilmistir [31]. Tirkiye Sosyal
Glivenlik Kurumu'nun 2013-2016 yillar1 arasinda eldeki verilerle olusturdugu
istatistiklerine gore, meslek hastaliklarina bagl isgiicii kaybina ugramis is¢ilerin
sayist sirali olarak 351, 494, 510 ve 594 olmustur [31, 76]. Bunlar arasinda,
pnomokonyozlarin orani, yukarida belirtilen yillar arasinda %18, %20, %35 ve %33
oranlarinda artis gostermistir. Asbest ve kOomiir is¢isi pnomokonyozu ile
karsilastirildiginda, silikozis egiliminin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir [31].

Silikozisin 6nlenmesinin en iyi yolu, kristalin silika tozu {ireten is yerlerinin
belirlenmesi ve daha sonra tozun elimine edilmesi veya kontrol edilmesidir [35, 36].
Tiirkiye'de her yil yeni teshis edilen ¢ok sayida vaka bulunmaktadir. Silika tozuna
mesleki maruziyet, 6zellikle iilkemizin de dahil oldugu gelismekte olan iilkelerde

onemli bir saglik sorunu olarak kabul edilmektedir [42].



101

6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢aligsmasi ile silikozis hastalarinda oto-oksidasyon ile olusan oksisterol
diizeylerinin degerlendirilmesi; bir sfingolipit metaboliti olan S1P diizeylerinin tespit
edilmesi; so6z konusu parametrelerin  yanisira indiiklenmesi olas1  lipit
peroksidasyonunun da farkli parametrelerle belirlenmesi amaglanmigtir. Ulasilan

sonuclar asagida 6zetlenmistir:

e Kolesterol oksidasyonunun belirlenebilmesi amactyla, kolesterol oto-
oksidasyonunun belirteclerinden olan 7-KC ve triol diizeyleri
Ol¢iilmiis, silikozis ile diizeylerinin yiikseldigi ve bunlarin hastalikta
biyobelirte¢ olabilecegi ongdriilmiistiir. Dolayisiyla bu hasta grubunda
kolesterol oksidasyonunun da hastaligin patogenezinde rol alabilecegi
distiniilmektedir.

e Ozellikle, kolesterol oksidasyon tiirevleri olan triol ve 7-KC arasinda
onemli bir korelasyonun bulunmasi (r=0,49; p<0,05) biyobelirte¢
olma ihtimallerini gii¢clendirmistir.

e Bu hastalarda, ayrica SI1P diizeyleri de 6lgiilmiis ve kontrole kiyasla
anlamli sekilde azaldig1 belirlenmistir.

o Silikozis hastalarinda daha once kolesterol oksidasyon {iriinii olan
oksisteroller ve S1P diizeylerinin degerlendirmesi {izerine yapilmis bir
caligmaya rastlanmamis olup, bu yoniiyle tez ¢aligsmasi bir 6n ¢alisma
niteligindedir.

e Inflamatuvar bir hastalik olan silikozis hastalarinda, lipid
peroksidasyonunun belirlenmesi i¢in toplanan idrar ve plazma
orneklerinde MDA, F2-iP ve 4-HNE diizeyleri Olglilmiistiir. Elde
edilen bulgular, bu hastalarda lipit peroksidasyonunun indiiklendigini
gostermistir.

e Sonuglarimiz kurdugumuz hipoteze de uygun olarak silikoziste lipit
metabolizmasmin  etkilendigini ve oksidatif lipit hasarinin
tetiklendigini, kolesterol oksidasyonunun bu maruziyet grubunda da

onemli bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermistir. Dolayistyla,
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gelecekte hasta sayisinin da artirilarak genis ¢apli lipidomik
caligmalarin yapilmasinin anlamli oldugu sonucuna varilmastir.
Ayrica, Oorneklerin toplandigi Ankara Kegioren Mesleki ve Cevresel
Hastaliklar Hastanesi Gogiis Hastaliklar1 ve Tiiberkiiloz boliimiinden,
yeni gelen vakalarin geg¢misteki basvurulara kiyasla daha hafif
prognozda oldugu bilgisi alinmis, ancak, hastaligin bu evrelerinde de
oksidatif hasara bagli olarak yapisal degisikliklerin s6z konusu oldugu
belirlenmistir.

Elde edilen bulgularin, hastalarda oksidatif stres ve oksidatif lipit
hasarinin tetiklendigini isaret etmesi, hastalara antioksidan takviyesi
yapilmasimin ve bu hastalarin beslenmelerine dikkat etmelerinin de
onemli oldugunu diisiindiirmektedir. Diizenli olarak kullanilacak
antioksidan takviyelerinin serbest radikal reaksiyonlarini ve oksidatif
lipit hasarin1 azaltabilecegi, dolayisiyla da akciger fibrozunun

gelisimini geciktirebilecegi sonucuna varilabilir.
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