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OZET

Sigaranin Akciger Epitel Hiicrelerinde Neden Oldugu Oksidatif ve
Yangisal Hasar Uzerine Likopen Tedavisinin Etkileri

Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH) insanlarda diinya genelinde oliimlerin
baslica yaygin nedenleri arasinda besinci sirada yer alir. Hastaligin baslica nedenleri
arasinda sigara kullanim1 ve mesleki zararli gazlar olup hastalik kronik, ilerleyici ve geri
dontisiimsiizdiir. Bu arastirmada sigara dumanina maruz birakilan akciger epitel
hiicrelerinde (A549) gelisen hiicre kayiplari, oksidatif stres ve yangi iizerine likopen
kullantminin etkinligi arastirildi. Sigara dumani ile doyurulan sivi besi yeri ile 3 saat
inkiibasyona maruz birakilan hiicrelerin % 46’smin canliligin1 kaybettigi tespit edildi.
Ancak medyuma 100 ng/ml diizeyinde likopen ilavesi sigaranin neden oldugu hiicre
Olimlerini yaklasik % 30’unu engelledi (p<0,005). Sigara duman igerigi hiicrelerde nitrik
oksit iiretimini iNOS ekspresyonu iizerinden arttirdi, likopen uygulamasi ise bu iiretimi
belirgin diizeyde azaltti (p<0,001). Sigara lipidlerde peroksidasyonu arttirarak MDA
diizeyini arttirirken (p<0,001), likopen peroksidasyonu énemli diizeyde diisiirdii (p<0,001).
Sigara, hiicre i¢i antioksidan molekiillerden glutatyon konsantrasyonu (p<0,005), katalaz
(p<0,001) ve total antioksidan kapasiteyi baskilarken, likopen bu parametrelerde koruyucu
etki gosterdi. Diger taraftan sigara total oksidan kapasiteyi yiikseltirken, likopen bunun
tizerine olumlu etki gosterdi. Kronik inflamasyon (yangi) dokularda cesitli derecelerde
hasarlara yol acabilir. Hiicrelerin sigara duman igerigine maruz birakilmasi, yangisal
prostaglandin sentezleyen siklooksijenaz-2 enzim ekspresyonu ile interferon gama, timor
nekroz faktor-alfa ve interlokin-1 beta transkripsiyon diizeylerini sirasiyla 12, 4, 6 ve 7
misli arttirarak yangiya neden oldugu saptandi. Bununla birlikte, likopen tedavisi bu
artiglar1 biiylik oranlarda baskilayarak anti-enflamatuar etkili oldugunu ortaya koydu. Bu
calismadan elde edilen sonuglara gore, likopenin akciger epitel hiicrelerinde sigaranin
neden oldugu oksidatif stres, yangi ve toksik etkileri dnemli diizeylerdegeriletebildigi
ortaya ¢ikarildi. In vitro ¢alismanin in vivo aragtirmalar ile desteklenmesi ve tedavi edici
etki mekanizmalarinin ileri teknikler ile analiz edilmesi faydali olacaktir.

Anahtar kelimeler: KOAH, likopen, akciger, oksidatif stres, yangi



ABSTRACT

The Effects of Lycopene Treatment on Cigarette Induced Oxidative and
Inflammatory Damage in Lung Epithelial Cells

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is the fifth leading death problem for the
human in the world. COPD is a progressive and chronic disease and the main causative
factors are cigarette smoke and occupational exposure to fumes, chemicals and dusts. The
smoke contains enormous amounts of reactive free radicals which can cause formation of
chain reactions and inflammation in the lungs. In the present study, the lung epithelial cells
(A549) were exposed to cigarette smoke using smoke contained medium for 3 hours with
and without 100 ng/ml lycopene. It was found that smoke exposure killed about 46 % of
the cells at the end of 3 h incubation (p<0,001). Addition of lycopene has reversed
approximately 30 % of smoke damage which demonstrates the protection role of this agent
(p<0,005). It was detected that cigarette smoke caused to significant increase in nitric
oxide production. However, lycopene treatment decreased cigarette induced NO
production (p< 0,001). Lycopene application did decrease cigarette smoke caused lipid
peroxidation (p<0,001). Depressed antioxidants such as glutathione level, catalase activity
and total antioxidant capacity induced by cigarette smoke (p<0,005), significantly reversed
by lycopene treatments. Chronic inflammation can cause severe damage to body cell and
organs. Cigarette smoke exposure induced prostaglandin producing enzyme
cyclooxygenase-2 enzyme, and selected cytokines such as IFN-y, TNF-o, and IL-1B
MRNA expressions by 12, 4, 6 and 7-folds, respectively. But, lycopene treatments
significantly decreased these cytokine levels demonstrating its anti-inflammatory effects.
As a result of this study, it was shown that lycopene treatment has a potential affects
against cigarette smoke induced cell toxicity, oxidative stress and inflammatory events. It
was concluded that complementary in vivo study should be carried out with advanced
technologies.

Key words: COPD, lycopene, lung, oxidative stress, inflammation



1. GIRIS

Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH), akcigerlerin geri doniistimsiiz,
genellikle ilerleyici ve hava akiminin gectigi yollarda daralma ile karakterize edilen bir
hastaliktir. Bu hastalik basta sigara kullanimi olmak iizere, hava kirliligi, zararli gaz ve
partikiillere maruz kalinmasi ile ortaya ¢ikar (Rabe ve ark. 2007). KOAH’1n gelisimi ve
ilerlemesinde sigara kullanim1 en 6nemli risk faktorii olup, hastalik vakalarinin yaklasik %
90’11 olusturur (Hogg 2004). KOAH hastalif1 giliniimiizde insanlarda 6liim sebepleri
arasinda besinci sirada yer almaktadir (Rabe ve ark. 2007). Bu hastalikta akcigerlerin
kiiciik solunum yollarina nétrofil, makrofaj ve T lenfositler gibi yangisal hiicreler infiltre
olur (Hogg 2004; Quint ve Wedzicha 2007). Hastaligin siddeti yanginin derecesiyle artar,
kronik obstriiktif bronsit, fibr6z doku, anfizem, akciger paransim dokusunun yikimlanmasi,
elastikiyetini kaybetmesi ve bronsiyollerin daralmasi ile sonuglanir. Akciger dokusunda
proteinaz-antiproteinaz enzim ve oksidan-antioksidan sistemlerindeki dengesizlik de
KOAH’1n patolojisinde 6nemli bir yer tutar (Macnee ve Rahman 1999; Turino 2002).
Reaktif oksijen (ROT) ve azot (RAT) tiirlerinin antioksidan sistemin karsilayabileceginden
daha fazla tiretilmesi sonucu oksidatif stres gelisir. Sigara dumani 4000 den fazla kimyasal
bilesigi yapisinda bulundurur ve yiiksek konsantrasyonlarda da serbest radikalleri (10*/her
nefes ¢cekiminde) bulundurur. Yiiksek oranda gaz fazinda bulunan siiperoksit anyonu ve
nitrik oksit hizla reaksiyona girerek peroksinitriti olusturur. Giiglii bir oksidan olan bu
molekiil karbonhidrat, protein, lipid ve DNA gibi molekiillerde hasara yol agarak oksidatif
strese neden olur (Pryor ve Stone 1993). Serbest radikallerin etkisiyle aragidonik asitten
tiretilen izoprostanlar bronglarda daralmaya neden olur. Reaktif oksijen tiirleri niikleer
faktor-kB (NF-kB) ve aktivator protein-1 (AP-1) araciligi ile yangiyr giiclendirerek yangi
bagslatict sitokinlerin salinimina neden olur. Sigara dumaninda bulunan oksidan molekiiller
antioksidan savunma iiyelerini 6nemli diizeyde azaltarak hastaligin ilerlemesine de neden
olur.

Akcigerde hava yollarinin i¢ yiizeyi epitel hiicrelerle ortiilmiistiir. Bu hiicreler doku
ile dis ortam arasinda yalnizca bir bariyer olusturmaz, ayn1 zamanda basta KOAH hastalig1
olmak tizere, ¢esitli patojenlere karsi koruyucu aract molekiilleri tireten Onemli bir
kaynaktir (Sarir ve ark. 2008). Sigara dumani ve diger toksik ajanlar hava yollarindaki
epitel bariyer sisteminde bozulmalara neden olarak patojenlere kars1 savunmasini azaltir.

Sigara dumani epitel hiicrelerini uyararak tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin-1



(IL-1) ve interlokin (IL-8) gibi yangisal sitokinler ile proteazlarin iiretimine neden olur.
KOAH tedavisinde sigaranin birakilmasit yeterli olmayip, akcigerlerde bronsglari
genisleticiler ve kortikosteroidler kullanilmaktadir. Ancak bunlar diisiik diizeyde yangiy:
baskilarken, yiiksek diizeyde anti-inflamatuvar etki gostermemektedir.

Likopen, 40 karbonlu, lipofilik ve ¢oklu doymamis ¢ift bag igeren diiz hidrokarbon
zincirli bir molekiildiir (Rao ve Agarawal 2000). Likopenin tasidigi konjuge ¢ift baglar
molekiile giiglii bir antioksidan etkinlik kazandirir (Arab ve Steck 2000; Bhuvareswari ve
ark. 2005). Bu calismada giiglii bir anti-enflamatuvar ve anti-oksidan molekiil olan
likopenin etkinligi sigara dumani maruziyetiyle olusturulan in vitro KOAH modelinde
bazal akciger epitel hiicreleri (A549) tizerinde arastirildi. Oksidan-antioksidan ve yangisal
parametreler biyokimyasal ve molekiiler biyoloji yontemleri ile analiz edilerek, likopenin

bu hastaliktaki rolii degerlendirildi.



2. GENEL BILGIi

Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) olan hastalar, kronik bronsit, anfizem
ve/veya astimin baskin Ozelliklerini gosterirler. Patojenik belirleyicilerdeki benzerlik,
genetik varyasyonlar ya da polimorfizmler KOAH kaynakli yangi, proteaz-antiproteaz
dengesizlik ve oksidatif stresle iliskilidir. Kronik obstriiktif akciger hastaligindaki farkli
molekiiler ve biyolojik belirleyicilerdeki degisik oOzellikler yangi, proteazlar ve

oksidanlarin patojenik ve mekanistik durumlarini yansitir.
2.1. Likopen

Likopen domates, karpuz, greyfurt ve kayisi gibi pek ¢cok kirmizi renkli meyve ve
sebzede bulunan biyoaktif bir karotenoiddir (Nguyen ve ark. 1999). Molekiiler formiilii
CaoHse Olan likopen, diiz zincirli asiklik bir polien hidrokarbondur (Sekil 2.1). Likopen
hayvanlar tarafindan sentezlenemeyen, ancak bazi bitkiler ve mikroorganizmalar
tarafindan tiretilebilen ve provitamin A aktivitesi gostermeyen bir pigment maddesidir

(Rao ve ark. 1999).

Sekil 2.1. Likopenin kimyasal yapisi

Karotenoidlerin énemli birer oksidan molekiil temizleyicisi oldugu bilinmektedir
(Di Mascio ve ark. 1989). Contrell ve ark. (2003) likopenin lipozom gibi biyolojik

membran modellerinde gii¢lii bir oksidan temizleyicisi oldugunu belirtmislerdir (Sekil 2.2.)
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Sekil 2.2. Likopenin endotel hasara karsi koruyucu etkisi

Likopenin sigara dumani igeriginin zararlilarindan olan nitrojen dioksit radikali
(NOy") ve hidrojen peroksite (H,0,) kars1 korumada B-karotenden daha etkili oldugu rapor
edilmistir (Bohm ve ark. 2001). Likopenin in vivo ve in vitro olarak lipid, protein ve
DNA’nin oksidatif yikimina kars1 koruyucu rol oynadig: da tespit edilmistir (Rehmann ve
ark. 1999). Antioksidan etkilerine ek olarak likopen hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, hiicre
baglantilar1 ve sitokinler, hormonlar ve biiyiime faktorlerinin koordine bir sekilde ¢alismast
gibi 6nemli biyolojik siireglerde etkin bir rol oynar (Wertz ve ark. 2004). Likopen
siklooksijenaz  ve lipooksijenazlarin  aktivitelerini ~ diizenleyerek  yangi  Onciili
molekiillerden prostoglandin, prostasiklin, tromboksan ve 16kotrien sentezini Onleyerek
yanginin baskilanmasini saglar (Pruthi ve ark. 2003).

Niiklear faktor kapa-B (NF-kB), DNA’da transkripsiyonu kontrol eden bir protein
komplekslerinden biridir. Genelde sitoplazmada pasif halde bulunan inhibitor faktor kapa-
B (Ik-B) ile birlikte bulunur ve yangi sirasinda Ik-B’nin fosforilasyonla ayrilmasiyla aktif
hale gelir. Likopen NF-kB’nin baglanma aktivitesini inhibe ederek, matriks
metalloproteinaz- 9 (MMP-9) enziminin salgilanmasina neden olur (Hung ve ark. 2008;
Huang ve ark. 2007).

2.2. Sigara Dumani ve Oksidatif Stres

Sigara dumaninda bulunan ¢esitli zararli gaz ve diger kimyasal icerikleri KOAH’1n
gelisiminde en 6nemli faktorlerin basinda yer alir (Barnes ve ark. 2003; Pauwels ve ark.
2001). Sigara dumani1 gaz fazinda yaklasik 10™ kadar serbest radikal icerirken, partikiil
fazinda yaklasik 10 adet serbest radikal bulunur (Valavanidis ve ark. 2009). Gaz fazinda
ise yiiksek konsantrasyonlarda hidroksil radikali (OH) ve siiperoksit anyonu (O;") gibi



reaktif oksijen tirleri (ROT) bulunur. Sigara dumaninin partikiil fazinda bulunan
semikinon radikaller ise akcigerlerde ROT ve RAT’larin iiretiminden sorumludur. Bu
serbest radikaller biyolojik dnemi olan molekiilleri yikar ve antioksidan sistem iiyelerini
azaltir. Sigara dumaninda bulunan krom, nikel, bakir ve demir gibi metaller reaktif oksijen
tiirlerinin tiretiminde artisa neden olurken; bakir, kadmiyum ve civa gibi metaller ise tiyol
igerikli antioksidanlar1 azaltir ve antioksidan enzim aktivitesini baskilar. Sigara
dumanindaki ROT, hiicre membranlari ve solunum yollarinda bulunan antioksidanlarla
reaksiyona girer ve oksidanlarin iistiinliigli durumunda oksidatif stres olusarak akcigerlerde
hiicre harabiyetine neden olur. Sigara dumani zararlilart apoptoz, yangi, hiicre
proliferasyonu ve gen ekspresyonu gibi pek ¢ok yolla meydana gelen degisik hiicresel
olaylarda tetikleyici rolii oynar (Gumus ve ark. 2008)(Sekil 2.3). Ayn1 zamanda, ROT
hiicre membranlarina niifuz eder ve bdylece sirkiilasyonu bozar (Afri ve ark. 2002;
Brzezinka ve ark. 2005). Kronik obstriiktif akciger hastaliginin gelisiminde goriilen
oksidatif stres uyarimli apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimii, organ kayiplarinda 6nemli rol

oynar (Remels ve ark. 2007; Van der Toorn ve ark. 2007).
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Sekil 2.3. Oksidatif stres ve doku hasarindan kaynaklanan biyomolekiil oksidasyonu



2.3. Antioksidan Savunma Sistemi ve Oksidatif Stres

Nitrik oksit ve hidroksil radikali gibi baz1 reaktif oksijen tiirleri ¢esitli fizyolojik
fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynamakla birlikte asir1 miktarlar1 zararli etki
gosterebilir (Conner ve Grisham 1999; Rahman ve MacNee 1999). Akcigerlerin normal
fonksiyonlarini siirdiirebilmesi i¢in hiicrelerde savunma amagli olusturulan bu serbest
radikallerle antioksidan molekiiller arasinda bir denge bulunmalidir. Bu dengenin
oksidanlarin lehine bozulmasi durumunda oksidatif stres meydana gelir.

Organizmada biyolojik molekiillerin oksidanlar tarafindan yikimini en aza
indirgemek i¢in enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlardan olusan bir savunma sistemi
bulunmaktadir. Enzimatik antioksidan savunma sistemi elemanlar1 siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) iken; enzimatik olmayanlar ise
vitaminler (A,C,E), tiyol antioksidanlar (glutatyon, tiyoredoksin, lipoik asit gibi), dogal
flavonoidler ve melatonin’dir (Mates ve ark. 1999). Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin
artig1 antioksidan sistem elemanlari ilizerine baskilayict etki yapar. Glutatyon sistemi ROT
ve RAT’ni inaktive eden koruyucu bir role sahiptir ve solunum yolundaki en &nemli
antioksidan savunma sistemini olusturur (Dekhuijzen 2004). Glutatyon (GSH),
akcigerlerde hava boslugu epitel bariyerinin biitiinliigliniin korunmasinda 6nemli rollere
sahiptir. Glutatyon diizeyindeki azalma, epitel hiicrelerin gegirgenligini arttirir ve bariyer
fonksiyonunu bozar (Gao ve ark. 1999). Glutatyon ve GSH-Px solunum yollarinda sigara
dumani, zararli partikiil ve gazlar gibi irritanlarin uyarimiyla olugan ROT’lara karsi
koruyucu etkilere sahiptir (sekil 2.4). Ekstraseliiler glutatyon peroksidaz (e-GPx) da
akcigerde lokalize olmus makrofajlardan iiretilir. Aym1 zamanda yapilan bir arastirmaya
gore e-GPx sigara dumami gibi ekzojen oksidanlara maruz kalan astimli bireylerde
meydana gelen oksidatif stres sonucu epitel yiizeyinde upregiile edilmektedir (Comhair ve
ark. 1999).
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Sekil 2.4. Serbest radikallerin hasar1 {izerine glutatyon mekanizmasinin etkileri
2.4. KOAH Patogenezinde Rol Oynayan Hiicreler ve Mediyatorler

Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi patolojisinde pek ¢ok hiicre ve yangi
mediyatorii merkezi bir role sahiptir. Sigara dumanindan kaynaklanan oksidatif stres,
aktivator protein-1 (AP-1) ve niiklear faktor kappa B (NF-kB) (Baldwin 1996) gibi redoks
duyarli transkripsiyon faktorleri ve sinyal transdiiksiyon sistemlerinin aktivasyonunu uyarir
ve akcigerlerde yangi baslar (Rahman ve ark. 2004). Sigara igeriginin akcigerlerde
olusturdugu yangisal cevap KOAH hastaliginda 6nemli bir patogenetik faktordiir (Pauwels
ve ark. 2001). Alveolar makrofajlar, polimorf niiklear 16kositler (PMN), T-lenfositler
(CD8" ve CD4"), sitokinler gibi mediyatdrler, oksidanlar ve matriks metalloproteinazlar
(MMPs)’1 igeren yangisal hiicre ve molekiiller KOAH hastaliginin gelisiminde ve

kroniklesmesinde 6nemli rol oynar (Barnes 2000).
2.4.1. Makrofajlar

Alveolar makrofajlar, patojenlere kars1 savunma, yangisal cevap gibi dogustan ve
sonradan kazanilan bagisiklikta kritik bir rol oynar (Medzhitov ve Janeway 2000). Bu
hiicrelerin KOAH’1n yangisal siirecinin gelismesinde 6nemli rol oynadig: belirtilmistir (Di
Stefano ve ark. 1998). Sigara dumani igerigi uyarimiyla hiicrelerden salinan tiimor nekroz
faktor alfa (TNF-a)) ve interlokin-8 (IL-8) gibi yangisal mediyatorler makrofajlart aktive
eder. Makrofajlar, timor biiyiime faktorii (TGF-B) ve MMPs’lerin doku inhibitérleri gibi



yang1 karsiti aract molekiillerin hiicrelerden salinimi ile yanginin devam etmesinde 6nemli
rol oynar (Shapiro 1999). Bununla birlikte, KOAH hastalarinda yangi gelisimi ile
meydana gelen makrofaj proliferasyonunun sigara igenlerle karsilastirildiginda azaldig

tespit edilmistir (Pons ve ark. 2005).
2.4.2. Notrofiller

KOAH’ta primer efektor hiicreler olarak bilinen nétrofillerin varligr yapilan
arastirmalarda ortaya konulmustur (Barnes 2007). Aktive edilmis noétrofillerden salinan
hidrojen peroksit (H20,), siiperoksit anyonu (O>") gibi oksijen radikalleri ile matriks
metalloproteinazlar ve notrofil elastaz gibi enzimlerin etkisiyle doku yikimi gerceklesir
(Henricks ve Nijkamp 2001). Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) olan hastalarin
bronkoalveolar lavaj sivisinda (BAL) ve balgamlarinda nétrofil sayisinin 6nemli derecede

arttig1 saptanmistir (Keatings ve Barnes 1997).
2.4.3. Lenfositler

KOAH’l1 hastalarin akcigerlerinde T lenfositlerin arttig1 gozlenmistir (Hogg 2001).
T lenfositler indirek ya da direk olarak CD8" T lenfositlerden TNF-a’y1 ve aktive CD4™ T
lenfositlerinden interferon gamma (IFN-y) gibi sitokinlerin salimmmi ile akciger
alveollerinde harabiyete neden olabilir (Cosio ve ark. 2002). CD8" hiicreleri akciger
parensimindeki granzim ve perforinlerin salinimi yolu ile parensimal yikima neden olabilir
(Saetta ve ark. 2001). T lenfositler, ya fagositik hiicreleri ve B hiicrelerini aktive eden
yangl Onciilii mediyatorlerin salinmasi yolu ile ya da direk sitolitik aktivite ile doku
hasarina neden olabilir (Monaco ve ark. 2004).

Aktive olan akciger lenfositleri KOAH’m patogenezinde onemli olan araci
molekiilleri salgilatir (Sullivan ve ark. 2005; Grumelli ve ark. 2004). Bu hastalardaki T
lenfositleri (6zellikle CD8") ¢ok fazla aktive edildiklerinden pek ¢ok aract molekiiliin
{iretimini arttirir ve hastaligin siddetiyle paralellik gosterir (Gadgil ve ark. 2006). CD8" T-
lenfositlerinin  ayn1 zamanda yangmmn indiklenmesinde kritik bir rol oynadigi
gosterilmistir (Maeno ve ark. 2007)(Sekil 2.5.). CD8" T lenfositleri bir apoptotik yol
uyaricist olan Fas-ligand proteinlerinde aktivasyon yaparak da sitolitik etki gdsterebilir

(Henkart 1994; Kojima ve ark. 1994).
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Sekil 2.5. Sigara dumaninin akciger epitel hiicrelerine verdigi zarar ve meydana gelen degisimler

2.4.4.Epitel hiicreler

Akciger epitel hiicreleri sigara dumani veya diger zararli partikiill ve gazlardan
ekzojen olarak, fagositlerden ve diger hiicrelerden endojen olarak iiretilen oksidanlara
stirekli maruz kalir. Epitel hiicreler bu oksidatif strese karsi enzimatik ve non-enzimatik
antioksidan sistemler tarafindan koruma altina almmistir (Halliwell 1996). Ancak
oksidanlarin baskin gelmesi ve antioksidan sistemin zayiflamasi durumunda akciger epitel
hiicrelerinde yangiy1 baslatan molekiiler mekanizmalar aktive olur (Rahman ve Macnee
1998).

Epitel hiicreler antimikrobiyal ve doku onaric1 etkisi olan defensin gibi katyonik
peptidleri sentezleyerek savunma sisteminde gorev alir (Aarbiou ve ark. 2002). Sigara
duman igerigi akciger epitel hiicrelerinde TNF-o ve IL-1B gibi yangt onciilii sitokinlerin

salinimina neden olur (Hellerman ve ark. 2002; Takizawa ve ark. 2001)
2.5. Kronik Obstriiktif Akciger Hastahgi’ndaki Yangi Mediyatorleri

Kemokinler, yangisal sitokinler, biiyiime faktorleri, ROT ve RAT, lipid peroksitler
gibi pek cok farkli yangisal mediyator KOAH’1n patofizyolojisinde kritik rollere sahiptir
(Barnes 2004).



2.5.1 Kemokinler

Yangisal ve bagisiklik cevabinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar (Olson ve
Ley 2002). Kemokinlerin en 6nemlileri interlokinler ve 16kotrienler (6zellikle LTB4) dir
(Sarir ve ark. 2008). Bir kemokin olan IL-8, oksidatif hasar ve yangida etkisi olan aktive
edilmis notrofillerin infiltrasyonunda merkezi bir rol oynar. IL-8 ayni zamanda nétrofiller
icin giiclii bir parakrin ve kemotaktik bir etkiye sahiptir (Weathington ve ark. 2006). IL-8
makrofajlar, nétrofiller ve solunum yolu epitel hiicrelerinden salinirlar (Mukaida 2003).
IL-8 {iretiminin artisinda TNF-a, oksidatif stres ve sigara dumani zararlilarinin neden

oldugu belirtilmistir (Mortaz ve ark. 2008).
2.5.2 Sitokinler

Kemokinlere ek olarak KOAH’in patolojisinde pek ¢ok sitokin de rol oynar.
Sitokinler; epitel ve endotel hiicreler, fibroblastlar, T lenfositler, makrofajlar ve monositleri
kapsayan farkli hiicrelerden iiretilen kiigiik protein yapili mediyatorlerdir (Chung 2001).
Timor nekroz faktor alfa (TNF-a), IFN-y ile IL-1B ve graniilosit makrofaj koloni uyarici
faktor (GM-CSF) gibi pek ¢ok mediyator KOAH’1n patogenezi ile iliskilidir (Barnes
2004).

Timoér nekroz faktor-alfa (TNF-a) yangi baslatici 6zelligi olan Onemli bir
sitokindir. T ve B lenfositler gibi diger hiicrelerde 6nemli diizeylerde iiretilmesine ragmen,
en fazla makrofajlar ve monositlerden iiretilirler. Timor nekroz faktor-o; p38 MAP kinaz
(mitojen tarafindan aktive edilen kinaz) ve NF-kB’nin aktivasyonu aracilig1 ile yangisal
genlerin transkripsiyonuna neden olur ve makrofajlarin aktivasyonu sonucu MMP
ekspresyonu ve diger yangisal etkilere sahiptir (Barnes 2004). /n vivo sartlarda KOAH’l1
hastalarin bronkoalveolar lavaj (BAL) sivisinda TNF- o’nin 6nemli diizeyde arttig
gbzlenmistir (Makris ve ark. 2009).

Interlokin-1B, TNF-a ile fonksiyonel olarak benzerlige sahip olup alveoler
makrofajlarin 6nemli bir uyaricisidir. Bu mediyatér TNF-a, interferon gama (IFN-y) ve
graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF)’ii kapsayan KOAH patogenezinde yer
alan proinflamatuar mediyatdrlerin liretimini uyarir (Chung 2001). Ayni1 zamanda anfizem
gelisiminde rolii bulunan MMP-9’u igeren elastolitik proteazlarin  saliniminin
diizenlenmesinde de 6nemlidir.

Interferon-y, dogal 6ldiiriicii hiicreler (NK) ve yardimci ile sitotoksik T (T1/T.1)

hiicrelerinden {iretilen yanginin devamindan sorumlu olan bir sitokindir. Bu etkilerin
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yaninda epitel hiicreler ve alveoler makrofajlar igin 6nemli bir uyaricidir. Grumelli ve ark.
(2004) IFN-y nin anfizemli akciger doku orneklerinden izole edilen lenfositlerde yogun
miktarda iretildigini rapor etmislerdir. Interferon-y’nin ayn1 zamanda BAL sivist ve
periferal kanda da (Majori ve ark. 1999) asir1 diizeyde arttig1 belirtilmistir. Bu arastirmalar

IFN-y’nin KOAH’1n gelismesinde 6nemli bir role sahip oldugunu géstermektedir.
2.6. Matriks metalloproteinazlar

KOAH’ta doku yikiminin en iyi gostergesi matriks metalloproteinazlar (MMPS)’
dir (Barnes 2004). Matriks metalloproteinazlar oksidatif stres ve sigara igerigi gibi pek ¢ok
farkli faktor tarafindan aktive edilirler (Rahman ve Adcock 2006). Bunlardan &zellikle
MMP-8, MMP-9 ve MMP-12 KOAH patogenezinde énemli rol oynarlar (Elkington ve ark.
2006). Oksidatif stres, yangi hiicrelerinin aktivasyonu ve yangi bolgesine toplanmasi

kronik sigara icicilerinde MMP’lerin aktivasyonu sonucu meydana gelir.
2.7. Apoptoz

Apoptoz (programli hiicre 6liimii), istenmeyen, hasarli ve hastalikli hiicrelerin
ortadan kaldirilmasini diizenleyen bir savunma mekanizmasidir. Bu nedenle fizyolojik ve
patolojik siireclerde olduk¢a dnemlidir (Mohan 2010; Merckle 2009). Kaspazlar apoptozun
baslaticis1 ve sonlandiricist olarak bu mekanizmada merkezi bir rol ustlenmektedir.
Hiicrelerde kaspazlarin aktive olmasi ve hiicrelerin apoptoz siirecine girmesinde 3
mekanizma bulunur. Bunlar ekstrinsik, intrinsik (mitokondriyal) ve endoplazmik retikulum
yolaklardir (sekil 2.6.).

Ekstrinsik 6liim reseptor yolagi, 6liim ligandlari 6liim reseptoriine baglandiginda
gerceklesir. Bu 6liim yolagi kaspaz 8 gibi sistin proteazlarin yani sira faz (FADD) ve TNF
iligkili 6lim bolgesi (TRADD) gibi adaptor proteinleri toplayan bir hiicre i¢i 6lim
bolgesine sahiptir (Schneider ve Tschopp 2000). Apoptoz siirecinin baglamasina neden
olan Oliim reseptoriine ligandinin baglanmasi 6liimii baslatan sinyallesme kompleksinin
(DISC) sekillenmesiyle sonuglanir (O’ Brien ve Kirby 2008). DISC daha sonra prokaspaz
8 ‘in aktivasyonuna neden olur (Karp 2008). Pro kaspaz 8’de kaspaz 3’ii aktive ederek
(Muzio ve ark. 1998) DNaz’larin salgilanmasina neden olur ve boylece DNA’da kiriklar
meydana gelir.

Intrinsik yolagin tetikleyicileri ise oksidatif stres, serbest radikaller gibi

uyaricilardir. Bu yolak mitokondriden sitokrom-c gibi proapoptotik molekiillerin salinim
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ve mitokondriyal gegirgenligin artmasiyla sonuglanir (Daniel ve Korsmayer, 2004).
Sitokrom-c’nin salinimi apoptotik proteaz aktive edici faktér (APAF-1) ve kaspaz 9’un
aktif haliyle bir araya gelerek kaspaz 3’ i aktive eder ve apoptoz sekillenir (Kroemer ve
ark. 2007).

Endoplazmik retikulum uyarimli apoptoz yolagi ise hipoksi gibi hiicresel stres
durumlarinda ER’nin yanlis katlanmalarla zarar gérmesi ve kaspaz 12 nin aktivasyonu ile
kendini gosterir (Szegezdi ve Fitzgerald 2003). Bu yolakta ise kaspaz 3 granzim B

tarafindan uyarilir ve apoptoz gerceklesir.

INTRINSIK apoptotik Lyarim
= ’/’—_\ Kermoterapi

: Z _Waginlan
| ¥ nn |
& ’ — | BCL2
EKSTRINSIK
y MITEKONDRI ‘
) / 1 ) BID (Cytochrome ¢ ) + ‘_A,’\P/\Fff \
Oldm
Ligard |

R S

T S1om
B reseptdrd
—_—
— D e
\ Caspase 8 Caspasae 3 T Caspase 9

l//’

AP

HUCRE OLUMD

Sekil 2.6. Apoptozun sekillendigi intrinsik ve ekstrinsik yolaklar
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Hatt

Yapilan bu aragtirmada insan menseyli akciger alveolar hiicre hatti (A549)
kullanildi. Akciger alveollerinin i¢ yiizeyini orten ve skuamoz goriiniime sahip bu hiicreler,
difiizyondan sorumlu olmakla birlikte akciger alveollerini dis etkilerden de
korumaktadirlar. Akciger epitel hiicreleri Dr. Mazella tarafindan Paris/FRANSA’dan temin
edildi.

3.2. Hiicre Pasaji

Alveol hiicreleri (A549) DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium-Sigma), %
10’luk 1s1 ile inaktive edilmis fotal buzagi serumu (FCS-Sigma) ve 100 1U/ml
penisilin/streptomisin (Sigma) igeren sivi besiyerinde 37° C, %5 CO, ve %95 hava
bulunduran steril inkubatérde (Hera-Cell 150, Thermo) inkiibe edildi. Hiicrelerin
cogaltilmast icin yaklasik 1x10° /ml sayida hiicre 10 ml medyum bulunan 75 cm? steril
kiiltiir kabma (flask) (Nunc, USA) konularak iki giinde bir medyum degistirilmek iizere
inkiibasyona birakildi. 3-4 giin siireyle hiicre {iremesi yeterli yogunluga ulastiginda
hiicreler 1/3 oraninda pasajlandi. Calisma gruplar1 olusturulurken flask tabanina yapisan
hiicreler 1-2 ml/75 cm? flask %0,025 tripsin/EDTA (Sigma) ile kaldirildi. Sonra hiicreler
toplanarak oda 1sisinda 400 g ve 5 d siireyle santrifiij edildi. Islem sonunda medyum
atilarak tliplin alt kisminda kalan hiicre peleti 1 ml taze komple medyumla kaldirildi.
Hiicrelerin nazikge al-ver yontemiyle homojen olmalart saglandi. Mikroskop (Olympus-
CKX41) altinda hiicre sayimi tripan mavisi ile bir hemositometre (Neubauer Assistent)
yardimiyla belirlenerek deneme gruplari icin ihtiya¢ duyulan hiicre sayis1 kiiltiir kaplarina

eklendi.

3.3. Arastirmada Kullanilan Kimyasal Maddeler
3.3.1. Likopen

Arastirmada kullanilan likopen (% 10 FS, Redivivo-Roche, DSM Istanbul),
izopropil alkolde (Merck, Germany) ¢ozdiiriildii. Calisma boyunca kullanilan likopen
konsantrasyonu elde edilen canlilik kontrollerine gore 100 ng/ml olarak belirlendi. Her
uygulamada likopen eklenmesi, sigara dumani igeren medyum eklenmesinden 30 d once

yapilarak, 3 saat siireli inkiibasyon periyodu bundan sonra baslatildi.
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3.3.2. Medyumun Sigara Dumani ile Doyurulmasi

Laboratuvar kosullarinda KOAH modeli olusturmak ve akciger hiicrelerinin sigara
dumaninin bilesenlerine maruz birakilmas1 amagli bir diizenek hazirlandi. Igerisinde
DMEM bulunan 50 ml falkon tiipiin kapagina agilan ¢ift boru sisteminin bir ucuna filtresiz
sigara yerlestirilip, diger ucuna ise vakum pompasi baglandi. Tiip icerisinde bulunan
serumsuz medyum (20 ml sivi i¢in 1 adet 10 mm sigara) ticari sigara (Marlboro, Philips
Morris, Inc., Richmond, VA; her sigara 12 mg zifir ve 0.9 mg nikotin igerir) dumani ile
doyuruldu. Daha sonra, pH’st 7,4’¢ ayarlanip 0.22 pm gozenekli enjektdr filtreden
(Millipore) gegirilip hiicrelerin bulundugu kiiltiir kaplarma eklendi. Bu islemler

uygulanmis medyum her ¢alismada taze olarak hazirlanip, 30 d i¢inde kullanildi.
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Sekil 3.1. Medyumun sigara dumani ile doyurulma diizenegi
3.4. Homojenat Hazirlama

Hiicreleri yapismis olduklart hiicre kiiltiir zemininden kaldirmak i¢in flasklara 1-2
ml tripsin (%0,025) eklenerek 2-3 d beklenildi. Hafif ¢irpma hareketiyle flask tabanindan
kalkmalar1 saglandi. Kiiltiir kab1 tabanindan kalkan hiicreler pipet ile toplanarak 1,5 ml’lik
ependorf tiiplere aktarildi ve daha sonra oda 1sisinda 400 g 5 d siireyle santrifiij edilerek
hiicre peletleri elde edildi. Homojenatlar hazirlanmadan o6nce hiicreler PBS (KH3POq,
Na;HPO4- pH:7) ile iki kez yikandiktan sonra tekrar santrifiij edildi ve lizerlerine igerisinde
%1 triton X-100 (Merck), 50 mM HEPES pH 7,2 10 mM EDTA, 100 mM Na,HPO42H,0
ve %0,5 oraninda proteaz inhibitor kokteyli [(aprotinin, fenilmetansiilfonilflorid (PMSF),
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leupeptin, sodyum florid)] bulunan lizis bafir eklendi. Deterjanla ¢dziinmeyen hiicresel
proteinler 12000 g, 4° C de 10 d siireyle santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi.
Siipernatanlarin protein diizeyleri Bradford yontemiyle tespit edilerek kaydedildi.

3.5. Biyokimyasal Analizler

3.5.1. Bradford Protein Analizi

Bu yontemin prensibi, boya olarak kullanilan Comassie Brillant Blue G-250’nin
negatif yiike sahip olmasi nedeniyle protein {lizerindeki pozitif yiike baglanmasidir. Bu
boyanin kirmizi (Apex = 465 nm) ve mavi (Anx = 595 nm) olmak iizere iki formu
bulunmaktadir. Protein baglanmasinin gostergesi, kirmizi formun mavi forma dontistidiir.
Homojenat drneklerinden 20 pl alinarak tizerine 200 ul Bradfort ayiract ve 580 pl distile su
ilave edilerek test tliplerinin hazirlandi. Tipler oda 1sisinda 10 d bekletildikten sonra,
spektrofotometre’nin (Shimadzu, UVmini-1240) 595 nm 151k dalga boyunda absorbans
degeri 6l¢iildi. S1g1r serum alblimininin farkli standart konsantrasyonlar1 hazirlanarak elde
edilen standart egriden 6rneklerin absorbans deger verileri yerlestirilerek protein diizeyleri

hesaplandi (Bradford 1976).
3.5.2. Nitrik Oksit (NO) Analizi

Deneylerde hiicrelerin bulundugu flasklardan 3 saat inkiibasyon sonrasi alinan
medyumlardaki NO seviyeleri olgiildii. NO iiretimi nitrit (NOz 7) ve nitrat (NO3 ")
diizeylerinin saptanmasiyla hesaplanmaktadir. Bu amacgla calismada, Costas ve Wakid
(1990) tarafindan gelistirilen Griess metodu uygulama i¢in kullanildi. Bu metoda gore;
kadmiyum graniilleri (2-25 g), siizge¢ kagidindan siizdiiriilerek 3 kez deiyonize su ile
yikandi. Daha sonra graniiller glisin-NaOH tampon II (15 g/L pH 9,7) i¢inde 5 mmol/L
CuSOq solusyonunda 5 d karistirilarak aktiflestirildi. Her test grubundan 300 pl miktarinda
alinarak, tizerlerine 250 pl 75mmol/L ZnSO4 ve 350 pl 55 mmol NaOH eklendi. Bu
karisggtm 10000 g rotor hizinda 4 °C de 3 d slireyle santrifiij edildi. Elde edilen
siipernatantlardan 750 pl pipetlenerek farkli ependorflara alindi ve tizerlerine 250 pl glisin
tampon | (45 g/L pH 9,7) ilave edildi. Bu tiiplere yukarida belirtildigi gibi aktiflestirilen
kadmiyum graniillerinden her tiipe birer taneolacak sekilde eklendi. 10 d karistirildiktan
sonra hazir hale gelen 6rneklerden 300 pl alinip tizerlerine 1125 pl ayirag 1 (N-naftil etilen
diamin) ve 1200 ul ayrrag 2 (siilfanilik asit, 3mmol/L HCI) eklendi. Ornekler,
spektrofotometrenin 546 nm dalga boyunda kore karsi okutularak olgiildii. Elde edilen

veriler umol/ml cinsinden hesaplanip kaydedildi.
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3.5.3 Glutatyon (GSH) Diizeyinin Belirlenmesi

Indirgenmis glutatyon diizeylerinin &l¢iimii, Sedlak ve Lindsay (1968) tarafindan
gelistirilen metoda gore yapildi. Bu yontemin prensibi, reaksiyona ilave edilen DTNB
(Merck)’in ortamda bulunan siilfidril gruplar1 tarafindan indirgenmesi sonucu, 1 mol
siilfidrile karsilik 1 mol 2-nitro-5-merkaptobenzoik asit olusumuna dayanmaktadir. Ozetle,
elde edilen hiicre siipernatantlarindan 250 pl alinip ayn1 miktarda %10 triklor asetik asit
(TCAA-Sigma) ile karigtirilarak 8600 rpm rotor hizinda 15 d santrifiij edildi. Deproteinize
edilen 6rneklerden 250 pl alinip temiz tiiplere aktarilarak tizerlerine 2 ml 0,3 M Na,HPO,
ilave edildi. Karisimlarin tizerine DTNB [5,5-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit)] eklenip
vorteksle karigmalari saglandiktan sonra 5 d oda 1sisinda bekletildi ve spektrofotometrede
410 nm dalga boyunda distile suya karsi okunarak pmol /ml protein olarak hesaplandi ve
kaydedildi.

3.5.4. Katalaz Aktivitesi Analizi

Farkl1 test gruplarindan inkiibasyonlar sonrasi elde edilen hiicre homojenatlarinda
katalaz aktivite analizi Luck (1965) tarafindan gelistirilen metoda gore yapildi. Bu
yontemin prensibi HyOz’nin 151k spektrumunun ultraviyole dalga boyunun azalmasiyla
artan bir absorbans vermesine dayanir. Uygun bir tampon igerisinde (PBS gibi) bulunan
H,0,’nin 6rnekte bulunan katalaz aktivitesi ile suya yikilmasi sonucu 240 nm absorbansta
azalma goriiliir. Absorbansta gézlenen azalma hiz1 katalaz aktivitesi ile dogru orantili
olarak degisir.

Bu amagla fosfat tamponu (1/15 mmol/L; pH 7) i¢in 3,522 g KH,PO,4 ve 14,61 g
Na,HPO, distile suda ¢oziildii ve 1 L’ye tamamlanarak pH 7’ye ayarlandi. Fosfat
tamponunda H,0; ¢ozeltisi (10 mM, %30)’nden 0,16 ml alinarak fosfat tamponunun 100
ml’sinde seyreltildi. Her 6rnegin analizinden 6nce 6rnekte bulunabilecek maddelerin neden
olabilecegi absorbans ylikselmesini saptamak ve sadece Ornekten kaynakli farkin elde
edilmesi amaciyla kor deney tiipleri hazirlandi. Kor deney tiipii i¢in quartz kiivete 2,95 ml
fosfat tamponu tizerine 50 pl numune eklendi. Spektrofotometre her 6rnegin kendisine ait
kor deney olarak kabul edilen bu kiivete gore sifirlandi. Test isaretli quartz kiivetlere ise
2,95 ml fosfat tampon iginde hazirlanmig H,O, ¢6zeltisi kondu ve iizerlerine 50 pl 6rnek
eklenerek tam karisim saglanmasi icin kiivetler alt {ist edilerek spektrofotometreye

yerlestirildi. 240 nm 151k dalga boyunda 30 s i¢inde absorbanslarda meydana gelen
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azalmalar takip edilerek “k” hiz sabiti elde edildi. Okunan degerler metoddaki formiile

yerlestirilerek umol/ml protein cinsinden hesaplanarak kaydedildi.
3.5.5. Tiazol Mavisi Tetrazolyum Bromid (MTT) ile Canlilik Testi

Tiazol mavisi tetrazolyum bromid kullanilarak hiicrelerdeki canlilik orani
kolorimetrik yontemle nicel olarak saptanabilmektedir. Bu ydntem canli hiicrelerde,
mitokondrial rediiktazlar tarafindan MTT’nin tetrazolyum halkasin1 pargalayabilmesi
ilkesine dayanir. Bu reaksiyon mitokondrial bir enzim olan siiksinat dehidrogenaz
aktivitesine baglidir. Tetrazolyum halkasinin par¢alanmasi sonucu soluk sar1 renkli MTT
boyasi koyu mavi-mor formazan iriiniine doniismektedir (McGahon ve ark. 1995). Bu
amagla 24 kuyucuklukiiltiir kaplarinda deneme gruplar1 olusturuldu. Inkubasyonlar sonrasi
kuyucuklardan siipernatantlar alinarak yerlerine PBS’de c¢ozdiiriilmiis MTT ayiraci
eklendi. Inkiibatérde %5 CO, ve 37 °Cn sartlarinda 90 d beklenildi. Daha sonra her bir
kuyucuga 1 ml izopropil alkol/HCIl ayiracindan eklenerek ve 5 d bekletildi ve olusan
formazan friinlerinin ¢ozdiiriilmesi saglandi. Kuyucuklardaki siipernatant ependorflara

aliarak 570 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunarak kaydedildi.
3.5.6. Tripan mavisi boyama metodu ile canh 6lii hiicre sayim

Tripan mavisiyle 6lii hiicreler boyanirken canli hiicreler boyanmaz. Ciinkii canlt
hiicrelerde membran biitiinliigli bozulmadigindan boya sitoplazmaya gecemez
(Leszczynski ve ark. 2001). Seyreltilmis hiicre siispansiyonundan 20 ul alinarak, {izerine
ayni miktarda tripan mavisi soliisyonu eklendi. Al-ver yontemiyle pipet yardimiyla
homojen olarak karigmalari saglandi. Hemositometre laminin (Neubauer Assistent-
Germany) her iki boliimiine, hiicre- tripan mavisi karisimindan 1’er damla damlatildi ve bir
lamelle yayilmasi saglandi. Lam iizerindeki bulunan dort karedeki hiicreler invert
mikroskop altinda sayildi ve ortalama sayiy1 belirlemek i¢in dorde boliindi. Elde edilen
hiicre sayilar1 ‘5x10% olarak ifade edildi. Goriintiiler 6zel atagmanl bir aparata sahip dijital

fotograf makinesi (Olympus C-7070) ile fotograflandi.
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3.5.7. Malondialdehit konsantrasyonunun tespiti

Aerobik sartlarda pH 3,4’te tiyobarbitlirik asit (TBA) ile serumun 95 °C’de
inkubasyonu sonucu, ortamda lipid peroksidasyonu varsa sekonder bir iirlin olarak olusan
MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks yapar. Bu kompleks spektrofotometrede 532
nm dalga boyunda 6l¢iiliir (Ohkawa ve ark. 1979). Elde edilen hiicre homojenatindan 10
ml’lik cam tiiplere 0,5 ml ilave edildi. Uzerlerine 2,5 ml TCAA ve birer ml TBA eklendi
(kor deney tiipiine hiicre homojenati yerine 0,5 ml TCAA eklendi). Test tiipleri su
banyosunda 30 d 95 °C’de inkiibe edildikten sonra hizli bir sekilde buz igerisinde
sogutuldu ve tizerlerine ikiser ml n-biitanol eklendi. Daha sonra tiipler 3000 rpm‘de 10 d
santrifij edildi. N-biitanol tabakasi spektrofotometre kiivetlerine pipetlenerek 535 nm de

absorbanslari elde edildi.

3.5.8. Total Oksidan Kapasite (TOK) Analizi

Bu yontemin prensibi oOrneklerde bulunan oksidanlarin ferréz iyon selator
kompleksini ferrik iyona okside etmesidir. Ferrik iyon kromojen ile renkli bir kompleks
olusturur. Spektrofotometrik olarak olgiilen renk yogunlugu ornekte var olan oksidan
molekiiliin total miktartyla iliskilidir. Bu testte kalibrator olarak hidrojen peroksit
kullanilir. Sonuglar her litredeki esdeger mikromolar hidrojen peroksite gore belirlenir
(Erel 2005). Orneklerdeki TOK diizeyleri yukarida belirtilen prensibe dayanan ticari kitler
(Rel Assay Diagnostics, Tirkiye) kullanilarak analiz edildi. Bu amagla ependorflara 500 pl
ayirag-1, 75 ul hazirlanan soliisyon ya da drnekler eklendi. Ilk absorbans i¢in 530 nm de
Olctim yapildi. Daha sonra ependorflara 25 pl ayirag 2 eklendi ve 10 d oda 1sisinda ya da
37 °C 5 d inkiibe edildikten sonra 530 nm de ikinci 6l¢iim yapildi.

3.5.9. Total Antioksidan Kapasite (TAK) Analizi

Oksidatif stres gibi zorlanimlar altinda oksidan kapasitede artma ya da antioksidan
kapasitede azalma gerceklesebilir. Antioksidan molekiiller bu zararli reaksiyonlar1 inhibe
edebilir ya da dnleyebilir. Demir-2-0-dianisidine kompleksi, H,O- ile Fenton tipi reaksiyon
ile OH radikalini olusturur. Bu gii¢lii reaktif oksijen tiirli diisik pH’da renksiz o-
dianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidil radikallerini
meydana getirirler. Dianisidil radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk
olusumunu arttirmaktadir (Halliwell ve Gutteridge 2000). Arastirmada TAK kapasitesi
yukarida belirtilen prensiplere dayanan ticari kitler (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye)
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kullanilarak analiz edildi. Total antioksidan kapasiteyi belirlemek i¢in kullanilan yontem:
Ependorflara énce 500 pl ayirag 1, 30 ul 6rnek ya da standart konuldu. Ilk absorbans i¢in
660 nm de baslangi¢ absorbansi 6l¢iildii. Daha sonra 75 pul ayirag 2 eklendi ve oda 1sisinda
10 d ya da 37 °C de 5 d inkiibe edildi ve 660 nm de ikinci absorbans 6l¢iimii yapildi.

3.6. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin yapilan deneysel inkubasyonlar sonucu test gruplarinin
bulundugu 25 cm? flasklardaki medyumlar atildi ve hiicreler steril bir kaziyici yardimiyla
kaldirilarak steril ependorf tiiplere alind1. Uzerlerine 1 ml RNA izolasyon reaktifi (Tiazol
Reagent, Sigma) eklendi ve vorteksle karistirildi. Tiipler oda 1sisinda 5 d bekledikten sonra
12000 g de 4 °C de 10 d santrifiij edildi. Siipernatantlar yeni ependorf tiiplere aktarilarak
oda 1sisinda 5 d bekletildi. Sonra tiiplere 0,2 ml kloroform ilave edilip, 15 saniye vortekste
karistirildi. Daha sonra oda 1sisinda 15 d bekletilen 6rnekler 12000 g ve 4° C’de 15 d
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi meydana gelen ii¢ fazdan Ustteki renksiz fazlar (RNA
icerir) yeni ependorflara alinip, {izerlerine 0,5 ml izopropanol (Merck) ilave edildi. Tiipler
oda 1s1sinda 5-10 d tutulduktan sonra 12000 g de 10 d santrifiij edilerek RNA peletlerinin
olugmasi saglandi. Peletler iizerindeki siipernatanlar alinip RNA % 75 etil alkol (Merck) ile
yikandiktan sonra 7500 g’de 5 d tekrar santrifiij edildi. Santrifiij sonrast alkol atildiktan
sonra RNA’lar 10-15 d siireyle hava ile kurutulmaya birakildi. Her tiipteki RNA peletleri
tizerine 25-30 pl su (DEPC su - dietilpirokarbonatli su) ilave edilip, birka¢ kez al-ver
yontemiyle pipetle ¢oziinmeleri saglandi.

Total RNA miktarlar1 ve safliklar1 spektrofotometrede 260 nm (ODyg) Ve 280 nm
(OD2gp) 151k dalga boylarinda absorbanslar alinarak belirlendi. RNA/DNA oranlari 1,7-2.0
araliginda olan 6rneklerin saflig1 yiiksek kabul edilip cDNA (komplementer/tamamlayici)

sentezinde kullanildi.
3.7. cDNA Sentezi ve Reverz Transkripsiyon (RT)

Elde edilen total RNA’lardan tamamlayici DNA (cDNA) sentezi i¢in otoklav
edilmis 0,2 ml ependorf tiiplere her bir 6rnekten 1 pg total RNA alinip tizerlerine 1 pl
oligo (dT-18) (Fermentas/Germany) primer eklendi. Daha sonra bu tiipler DEPC su ile 12
ul’ye tamamlandi. Karisim 3-5 saniye 13000 g’de santrifiij edilip termal sayklirda
(Toshiba) 70 °C’de 5 d reaksiyona tabi tutuldu. Siire sonunda karisim buz i¢inde sogutuldu

ve santrifiij edilerek tiiplin dibinde toplanmasi saglandi. Tiipiin iizerine 4 pl 5x reaksiyon
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tamponu, 1 pl revert Aid m-multi-v transkriptaz, 1 ul ribolock riboniikleaz inhibit6r (20 U/
ul) ile 2 ul ANTP (2mM) karisimi konulup karistirildi (Fermentas, Germany). Kisa siireli
santrifiij sonrasi test tiipleri termal sayklira yerlestirilerek 42° C’de 60 d siireyle RNA’lar
cDNA’lara doniistiiriildii. cDNA sentezinin tamamlanmasi i¢in tiipler ilave olarak 70 °C’de
10 d inkiibe edildikten sonra PCR kullanimina hazir hale getirildi ve kullanilincaya kadar -

20 °C’de muhafaza edildi.
3.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) i¢in 6rneklerden elde edilen cDNA’lardan 1’er
ul almarak, iizerine 0.5 U DNA Taq polimeraz iceren Syber Green PCR mastermiks
(Fermentas, Germany) ve mRNA {izerinde ¢ogaltilmak istenen genlere spesifik bir gift
primer (oligoniikleotid) ilave edildi. Reaksiyonda 100 ng diizeyinde TNF-a, IL-1B, COX-2
IL-1B ve TNF-a spesifik primerleri literatiirde belirtilen baz dizgeleri sentezi yaptirilarak
kullanildi (Tablo 1). DNA amplifikasyonu PCR yontemiyle anlik PCR sistemi (Real-Time
PCR, Stratagene, USA) kullanilarak yapildi. Amplifikasyon isleminden sonra elde edilen
amplifikasyon egrilerine ait kopya esigi (Ct) degerleri karsilastirilarak, hedef genlerin

2 PP metodu ile hesaplandi (Paffl,

mRNA transkripsiyon diizeylerinin nisbi degisimleri
2001). Bu hesaplamada; DDCt = (Cthedef gen-CtcappH)denek grubu=(Clhedef gen-ClaappH)kontrol grubu
formiilii uygulandi; hesaplanan deger her bir gen i¢in 2°°°“ formiiliinde yerine konularak
mRNA transkripsiyon diizeyi misli olarak down- ya da up-regiile seklinde belirlendi. Her
ornek i¢in kontrol gen olarak kabul edilen GAPDH geni (housekeeping gen) diizeltme
faktori amaghi her RNA 6rnegi igin reaksiyona tabi tutuldu. Real Time-PCR sisteminde
Syber Green (Fermentas, Germany) boyasi ¢ift ilik¢ikli DNA parcasina baglanarak
elektriksel impuls ile birlikte floresan 1s1ma yapar ve bu 1s1ma sistemin lazer dedektorii
tarafindan alinarak bilgisayar ortaminda grafik formatima cevirilir. Olgiilen floresan siddeti

PCR firiiniin miktar1 ile dogru orantilidir. Daha sonra gruplar arasindaki farklar misli

cinsinden grafiklerde verildi.
3.9. Istatistiksel Metod

Arastirmada elde edilen veriler SPSS 20 (Statistical Package for Social Sciences)
programinda, One-way Anova varyans analizi yontemi kullanilarak yapildi. Gruplar
arasindaki istatistiksel farklar Duncan testi ile belirlendi. Istatistiksel olarak p<0.05 ve alt:

onemli kabul edildi. Degerler ortalama + standart hata (S.E) seklinde belirtildi.
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Cizelge 1. RT-PCR analizlerinde kullanilan primer baz dizgeleri ve PCR kosullar

Transkript Primer sekanslari PCR programlari
TNF-a R 5> CCT TGG TCT GGT AGG AGA CG ¥ Baglangi¢ 95°C 10d
F 5’ CAG AGG GAA CAGTTCCCCAG ¥ 95°C 45sr .
60°C 1d 35 siklus
72°C 45sn
IFN-y R 5> GGG TTG GGG GTG TGG TGA TGT 3° Baglangi¢ 95°C 10d
F 5’ TCC GAG GCA AACAGCACATTICAZ 95°C 15sr1 .
589G 14 35 siklus
72°C 30sn
iINOS R 5’TCC ATG CAG ACA ACCTT 3’ Baglangi¢ 95°C 10d
F 5" GGC CTC GCT CTG GAA AGA ¥ 95°C 45sn
56°C 1d | 35 siklus
72°C 45s
- 1p R 5°GGT CAT TCT CCT GGA AGG TCT GTG GGC | Baslangig 95°C 10d
F |3 95°C 45sn
5> GCA AGC GCTTCA GGC AGG CcGG Cca 3 55°C 1d | 35 siklus
72°C 45s
COX-2 R 5> TCA TCA GGC ACA GGA GGA AG ¥ Baslangi¢ 95°C 10d
F 5" TGA AAC CCA CTC CAA ACA CACAGY 95°C 45s -
0 35 siklus
54°C 1d
72°C 45sn
GAPDH R 5> TCC ACCACCCTGTTGCTGTA 3 Baslangi¢ 95°C 10d
F 5" ACC ACA GTC CAT GCCATCAC3 95°C 4551 .
60°C 1d 35siklus

72°C 90sn
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4 BULGULAR

4.1. Spektrofotometrik analizler
4.1.1. Farkh konsantrasyonlardaki sigara dumaninin hiicre viabilitesi iizerine

etkisi

Bir gece 6nceden 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina eklenen akciger epitel hiicrelerine
(A549) sigara duman igerigi ile doyurulan medyumun farkli konsantrasyonlar1 (%10-100)
uygulandi ve 3 saat inkiibasyona birakildi. Hiicrelerde siire sonunda MTT metoduyla
canlilik kontrolleri yapildi. Buna goére %100 (1 adet 10 mm sigara dumani ile doyurulmus
20 ml medyum) eklenen grupta, canli hiicre sayisinin kontrol grubuna gore anlamli bir

diizeyde azaldigi tespit edildi (Sekil 4.1).

»
N
)

[any
1

o
(o]
1

o
D
1

Hiicre viabilitesi
(OD 570 nm)
o
(o))

o
N
1

KONT SGR % 10 SGR % 25 SGR % 50 SGR %100

Sekil 4.1. Sigara dumaninin farkli konsantrasyonlarinin hiicre viabilitesi {izerine etkileri

Inkiibasyon sonras1 % 100 sigara duman icerigi (SGR) eklenen gruptaki (0,478 +
0,008) hiicre kayiplar1 kontrol grubuna (1,030 + 0,02) gore yaklasik % 46,4 oraninda
azalma gosterdigi tespit edildi (p<0,001). SGR’nin %100 konsantrasyonu arastirma
stiresince caligsmalarda kullanildi (KONT: kontrol grubu, SGR: sigara igerigi bulunan

medyum ile muamele edilen hiicreler).
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4.1.2. Farkh konsantrasyonlardaki likopenin hiicre viabilitesine etkileri

Hiicre Kkiiltiir kaplarinda (24 kuyucuklu) ¢alisma gruplart olusturulan hiicrelere
farkli konsantrasyonlarda (40-400 ng/ml) likopen eklenip ¢alisma siiresinde kullanilacak
etkili konsantrasyonunu belirlemek i¢in MTT testi yapildi.

1,2
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o
o

o
N

KONT 40 ng lik 100 nglik 200 ng lik 400 ng lik

Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan likopenin hiicre viabilitesi {izerine etkisi

Ug saat inkiibasyon sonrast 100 ng/ml likopen uygulanan grupta (1,04+0,051)
kontrol grubuna gore (1,064+0,011) hiicre viabilitesinde istatistiksel bir farkin olmadigi

(p>0,005) ancak likopenin artan konsantrasyonlarinin toksik etki yaptigi tespit edildi. Sekil
4.2.) (Lik: Likopen)

4.1.3. Sigara duman iceriginin neden oldugu hiicresel kayiplar iizerine likopen

uygulanmasinin etkisi

Hiicre kiiltiir kaplarinda (24 kuyucuklu) bulunan A549 hiicreleri {izerine likopenin
farkli konsantrasyonlar1 yarim saatlik 6n muameleyle uygulandi. Daha sonra ilgili kiiltiir
kaplarina sigara duman igerigi ile doyurulmus medyum eklenerek 3 saat inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda likopenin etkin dozu MTT (viabilite) yontemi ve tripan mavisi

(canlt hiicre boyama) metodu ile tespit edildi.
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Sekil 4.3. Sigara duman igeriginin neden oldugu hiicre 6liimleri iizerine likopen uygulanmasinin etkileri

Inkiibasyon sonrasi kontrol grubuna gére (1,06+0,011) SGR grubunda meydana
gelen yaklasik %30 diizeyindeki hiicre kayiplarinin (0,48+0,007) likopen uygulanmasiyla
(0,87+0,022) %32 oraninda iyilestirdigi saptandi (p<0,005)(Sekil 4.3.).
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Sekil 4.4 Canli hiicre sayisina likopen uygulamasi ve sigara igeriginin etkisi

Sigara dumaninin 6nemli derecede azalttigi (27x10%£1,45) hiicre sayisini, likopen

uygulanmasinin anlamh diizeyde arttirdig1 (65x10%+4,36) tespit edildi.
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4.1.5. Glutatyon diizeyi iizerine likopen ve sigara dumaninin etkisi

A549 hiicreleri bulunan ilgili kiiltir kaplarma 100 ng likopen ilave edilerek yarim
saat On isleme tabi tutuldu. Daha sonra ilgili hiicrelere sigara duman igerigi ile doyurulmus
medyum (SGR) eklenerek inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi elde edilen

homojenatlardan glutatyon analizi yapildu.

Glutatyon dlzeyi
(umol/ml protein)

O R N W b U1 OO N 0 ©
1

KONT SGR

Sekil 4.5. Hiicre i¢i glutatyon diizeyi ilizerine sigara dumani ve likopen muamelesinin etkileri

Buna gore; sigara dumani igerigi eklenen hiicrelerde glutatyon diizeyi (5,06+0,24)
kontrol grubuna (8,15+0,12) gbre anlamhi derecede azaldi (p<0,001). Likopen
muamelesinden sonra sigara dumani1 (SGR) maruziyetine birakilan grupta (7,95+0,18) ise

GSH seviyesinin anlamli derecede arttidigi saptandi (p<0,001)(Sekil 4.5.)

4.1.6. Malondialdehit (MDA) diizeyi iizerine sigara duman icerigi ve likopen

uygulanmasinin etkileri

Ekimi yapilan flasklardaki A549 hiicreleri tizerine 100 ng/ml likopen ilave edildi ve
yarim saat inkiibasyona tabi tutuldu. Daha sonra hiicreler sigara duman igerigi ile
doyurulan medyum ile 3 saat siiresince muamele edildi. Elde edilen homojenatlarda test

gruplarindaki MDA seviyeleri 6l¢iildii.
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Sekil 4.6. Sigara dumani maruziyeti ve likopen kullaniminin MDA diizeyleri iizerine etkileri

Sigara duman igerigi (SGR) eklenen hiicrelerde ii¢ saatlik inkiibasyon sonras1 MDA
diizeyi (1,1£0,109) kontrol grubuna gore (0,09+0,017) anlamli derecede artig gosterirken
(p<0,001); likopen muamelesinden sonra sigara (SGR) maruziyetine birakilan grupta

(0,09+0,023) ise MDA diizeyinin anlamli derecede azaldig1 saptandi (p<0,001)(Sekil 4.5.).

4.1.7. Sigara dumam ve likopenin nitrik oksit iiretimi iizerine etkisi

Akciger epitel hiicrelerine 100 ng/ml konsantrasyonunda likopen yarim saat siireyle
uygulandi. Sonra sigara duman igerigi bulunan medyum (SGR) eklenerek 3 saat

inkiibasyona birakildi. Alinan medyum 6rneklerinde nitrik oksit (NO) diizeyi 6l¢iildii.
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Sekil 4.7. Sigara dumanimin neden oldugu nitrik oksit {iretimi {izerine likopenin etkisi

Buna gore SGR grubunda meydana gelen (7,84+1,05) NO iiretiminin likopenin
etkisiyle (4,76+0,5) azaltildig1 saptand1 (p<0,001)(sekil 4.7.).
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4.1.8. Sigara dumani maruziyeti ve likopenin katalaz aktivitesi iizerine etKkisi

Flasklardaki (25 cm?) A549 hiicrelerine likopenin yarim saatlik muamelesi sonrasi
sigara duman icerigi eklenerek 3 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra elde edilen

homojenatlardan katalaz aktivitesi 6l¢iildii.
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Sekil 4.8. Sigara igerigi (SGR) ile likopen (lik) uygulamasinin katalaz aktivitesi tizerine etkisi

Ug saatlik inkiibasyon sonrasi likopen eklenen grupta (2,36+0,175) kontrol grubuna
gore (2,23+0,127) anlamli derecede arttig1 tespit edildi (p<0,001). Sigara dumani igerikli
medyum (SGR) eklenen grupta katalaz aktivitesi (0,41+0,125) kontrol grubuna gore
anlamli derecede azalirken (p<0,001), likopenin SGR grubuna gore katalaz aktivitesini
anlaml1 derecede arttirdigi (1,92+0,119) saptandi (p<0,005).

4.1.9. Sigaranin azalttig1 antioksidan kapasite (TAK) iizerine likopenin etkisi

Akciger epitel hiicreleri bulunan ilgili kiiltiir kaplarina likopenin yarim saatlik
muamelesini takiben sigara igerigi (SGR) eklenerek 3 saat inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda alinan oOrneklerden elde edilen homojenatlardan TAK seviyeleri ticari kit

kullanilarak tespit edildi.
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Sekil 4.9. A549 hiicrelerine likopen ve SGR uygulamasinin TAK {izerine etkisi

Sigara duman igerigi eklenen grupta (0,53+0,04) TAK kontrol grubuna gore
(0,81+0,068) azaldigr (p<0,005), ancak likopen uygulamasmin sigara dumaninin neden
oldugu bu azalmay1 (0,75+£0,046) anlamli derecede arttirdig1 tespit edildi (p<0,05)(Sekil
4.9.).

4.1.10. Total oksidan kapasite (TOK) iizerine likopen ve sigaranin etkisi

Arastirmada kullanilan akciger epitel hiicreleri lizerine likopen eklenerek yarim
saatlik muamelesi saglandi. Daha sonra sigara duman igerigi i¢eren medyum (SGR)
eklenerek 3 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi elde edilen homojenatlardan

TOS seviyeleri aragtirildi.
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Sekil 4.10. Akciger epitel hiicrelerinde TOK {izerine sigara duman igerigi ve likopen uygulanmasinin etkisi
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Total oksidan kapasite SGR eklenen grupta (238,47+5,92) kontrol grubuna
(38,03+6,49) gore 6nemli diizeyde arttigi saptandi (p<0,001). Ancak ilgili gruba likopen
muamelesinden sonra SGR eklenen grupta (37,66+£7,53) bu artisin likopen tarafindan
anlamli derecede iyilestirildigi tespit edildi (p<0,001) (Sekil 4.9).

4.2. Sigara dumani icerigi ve likopenin hiicre morfolojisi ve sayilarina etkisi

Skuamoz tipteki akciger epitel hiicrelerine likopen muamelesinin ardindan sigara
dumani ile doyurulan medyum (SGR) eklenerek 3 saat inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda elde edilen hiicre drneklerinden 40 X biiyiitmeli mikroskopta cekilen fotograflar
incelendiginde hiicre 6liimlerinin SGR eklenen grupta (Sekil 4.11), kontrol grubuna gore
(Sekil 4.10) onemli miktrarda arttigi ancak likopen tedavisinin (Sekil 4.13) bu hiicre

oliimlerini anlamli derecede azalttig1 gézlemlendi.

Sekil 4.11 Kontrol grubu A 549 hiicreleri (3 saat inkiibasyon ) mikroskop goriintiileri (40X biiyiitme)
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Sekil 4.12. Sigara duman igerigi ile doyurulan medyum eklenen A 549 hiicreleri(40X biiyiitme)
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Sekil 4.13. A 549 hiicrelerine 100 ng likopen eklenen grupta mikroskop gériintiileri (40 X biiyiitme)
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Sekil 4.14. Likopen ve sigara duman igerigi eklenen grup mikroskop goriintiisii (40 Xbiiylitme)
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4.3. RT-PCR Sonugclari

Akciger alveoler hiicreleri 25 cm? lik flasklara bir gece onceden ekildi. Likopen 100
ng/ml 6n muamelesinin ardindan sigara dumani ile doyurulmus medyum (SGR) hiicrelere
uygulandi. Inkiibasyon sonunda elde edilen RNA 6rneklerinden cDNA sentezi yapilarak
TNF-0, COX-2, IFN-y, iNOS ve IL-1B gibi yangisal sitokinlerin spesifik primerler
kullanilarak mRNA transkripsiyon seviyeleri RT-PCR yontemiyle arastirildi.

4.3.1. COX-2 mRNA Transkripsiyonu

Bir gece onceden flasklara konulan A549 hiicrelerine 100 ng likopen eklendikten
sonra (yarim saat inkiibasyon) sigara dumani ile doyurulmus medyum eklenerek 3 saat
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda elde edilen RNA Orneklerinden COX-2 mRNA

transkripsiyon seviyeleri RT-PCR yontemiyle analiz edildi.

15

10
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o
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COX-2 relatif mRNA transkripsiyonu

-15 -

Sekil 4.15 COX-2 mRNA transkripsiyonu

Buna gore COX-2 mRNA gen transkripsiyon seviyeleri, SGR eklenen grupta
kontrol grubuna goére (11,51 misli) uyarildigi, ancak likopen muamelesinin bu artist

tamamen 1iyilestirdigi saptandi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.16 COX-2 mRNA transkripsiyon amplifikasyon egrisi
4.3.2 IFN- y mRNA Transkripsiyonu

Akciger epitel hiicrelerine likopenin yarim saatlik muamelesi sonrast SGR eklendi.
Ug saat inkiibasyon sonrasi elde edilen RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi yapildi.
Yanginin baslamasi ve devamindan sorumlu olan IFN- y geni mRNA transkripsiyon

seviyeleri ger¢ek zamanlt PCR yontemiyle analiz edildi.
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Sekil 4.17 IFN- y mRNA transkripsiyonu

Buna gore IFN-y geni mRNA transkripsiyon seviyeleri sigara dumani eklenen
grupta kontrol grubuna gore (3,51 misli) uyarildigi, likopen muamelesi sonrast SGR

eklenen grupta bu artisin tamamen baskilandigi goriildii (sekil 4.17).
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4.3.3. INOS mRNA transkripsiyonu

Akciger epitel hiicrelerine 100 ng/ml likopen muamelesinin ardindan SGR ile 3 saat
inkiibasyona birakildi. Nitrik oksit liretiminden sorumlu enzimlerden biri olan INOS

geninin mRNA transkripsiyon seviyeleri RT-PCR yo6ntemiyle analiz edildi.

KONT SGR

iNOS relatif mRNA
transkripsiyonu
(misli deegisim)
N

-4

-6

Sekil 4.18 iNOS mRNA transkripsiyonu

Buna gore; iNOS mRNA transkripsiyon seviyesi SGR eklenen grupta kontrol
grubuna gore (yaklasik 5,69 misli) uyarildigi, ancak likopen uygulamasinin bu uyarilmay1
tamamen iyilestirdigi saptandi (Sekil 4.18)(KONT: kontrol hiicreleri, SGR: sigara dumani

icirilmis medyumlu hiicreler +Lik:sigara dumani ile birlikte likopen eklenen hiicreler).
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Sekil 4.19 iINOS mRNA transkripsiyon amplifikasyon egrisi
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4.3.4. TNF-0 mRNA Transkripsiyonu

Alveoler hiicreler sigara dumanina maruz birakilmadan 30 d 6nce 100 ng likopen
tedavisi uygulandi. Daha sonra kiiltiir kaplarna sigara icerigi bulunan medyum ilave
edilerek 3 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda elde edilen RNA 6rneklerinden TNF-a

MRNA transkripsiyon seviyeleri RT-PCR yontemiyle arastirildi.

12
10

<

z27 ¢

ESZ s

T g%

==3 4

Q - p—

uﬁzj 5

38 E

L =< e

= = 0

= 5 KONT SGR
-4

Sekil 4.20 TNF-a mRNA transkripsiyonu

Buna gore TNF-o mRNA transkripsiyon diizeyinin SGR eklenen hiicrelerde kontrol
grubuna gore uyaridigr (yaklasik 9,71 misli), ancak likopen tedavisinin bu uyarilmay1

durdurdugu saptandi (Sekil 4.20)
4.3.5 IL-1p mRNA transkripsiyonu

Epitel hiicreleri SGR’ye maruz birakilmadan 30 d 6nce 100 ng likopen tedavisine
birakildi. Daha sonra kiiltiir kaplarina SGR ilave edilerek 3 saat inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda elde edilen RNA o6rneklerinden IL-f mRNA transkripsiyon seviyeleri RT-
PCR yontemiyle aragtirildi.
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Sekil 4.21 IL-1p mRNA transkripsiyonu

Buna gore; IL-1f geni mRNA transkripsiyon seviyesi sigara dumani ile
doyurulmus medyumda kontrol grubuna gore uyarildigr (yaklasik 6,96 misli), likopen

tedavisi sonrasi sigara igerigi eklenen grupta bu artigin baskilandigi belirlendi (Sekil 4.21).

36



5. TARTISMA

Sigara igiciligi KOAH gelisiminde en onemli risk faktoriidiir. Sigara dumani
4000°den fazla kimyasal1 iginde bulundurdugu gibi O,” ve OH" gibi reaktif oksijen tiirlerini
de gaz fazinda barindirir. Sigara dumani zararlilart viicut hiicrelerine kanserojenik,
mutajenik ve toksik etkili olup; reaktif oksijen ve azot tiirleri ise antioksian sistemi
zayiflatir, ¢esitli molekiilleri okside ederek basta akcigerlerde kalic1 ve ilerleyici hasarlar
verir (Hoshino ve ark. 2001). Yiiriitiilen bu ¢alismada akciger epitel hiicrelerinin {i¢ saat
stiresince sigara duman igerigi bulunduran medyum ile inkiibe edilmesinin hiicrelerde
Oldiirticii etkiye neden oldugu tespit edildi. Literatiirde sigaranin hiicre viyabilitesini
mitokindrial hasar sonucu oldiiriicii etkide olduguna dair benzer ¢aligmalar bulunmaktadir
(Ramage ve ark. 2006). Bununla birlikte, tedavi amacgl kullanilan likopenin sigaranin
neden oldugu hiicre 6liimlerini belirgin diizeyde (6liimlerin %30°u) engelledigi saptandi.
Likopenin diisiik diizeylerinin anti-oksidan sistemi destekleyerek hiicreleri koruyucu
etkileri Di Tomo ve ark. (2011) ve Qu ve ark. (2011) arastirmacilarin daha 6nce elde
ettikleri veriler ile uyumludur.

Vitaminler hiicre ve doku koruyucu etkilerini genelde antioksidan ozellikleri ile
ortaya koyar. Bu arastirmada, sigara dumani ile doyurulmus besi sivisi ile muamele edilen
akciger epitel hiicrelerinde hiicre i¢i antioksidan molekiil olan indirgenmis GSH diizeyinin
belirgin diizeyde azaltildigi saptandi. Buna benzer olarak toplam antioksidan kapasite
diizeyinin de diisiiriildiigii tespit edildi. Bu sonug¢ sigaranin hiicresel antioksidan giicii
zayiflattigina isarettir. Van der Toorn ve ark. (2007) A549 epitel hiicrelerinde sigara
duman igeriginin GSH diizeyini geri doniisiimsiiz olarak azaltarak oksidatif stresin
gelistigini  rapor etmislerdir. Bu sonucun KOAH gelisiminin  biyokimyasal
mekanizmasindan biri olabilece§i sonucunu ortaya atmislardir. GSH diizeyindeki azalma
ile birlikte epitel hiicrelerinin bariyer fonksiyonlarini kaybederek permeabilitenin arttig1 da
varilan sonuglar arasindadir (Morrison ve ark. 1999). Antioksidan enzimlerden biri olan
katalaz aktivitesi sigara duman etkisiyle inhibe edilirken, likopen kaybolan aktiviteyi
kontrol grubu seviyesine kadar geri kazandirabilmektedir. Bu sonug¢ da likopenin giiclii bir
antioksidan etkiye sahip olduguna isarettir.

Kronik obstriiktif akciger hastaligt olan hastalarin plazma GSH ve vitamin C

diizeyleri saglikli sigara kullananlara gére daha diisiik iken, lipid peroksidasyon iiriinii

37



MDA seviyesinin yiiksek olusu sigaranin sistemik etkilerini de ortaya koymaktadir
(Calikoglu ve ark. 2002; Tkacova ve ark. 2007).

Bu sistemik oksidatif stres akcigerlerde oldugu kadar diger dokularda da apoptoz ve nekroz
yoluyla doku hasarina, organ yetmezligine, yangi ve KOAH hastaligina neden olabilir.
Yiirlitlen mevcut aragtirmamizda sigara duman igeriginin akciger epitel hiicrelerinde
siddetli diizeyde lipid peroksidasyonuna neden oldugu saptandi. Tedavi amacl kullanilan
100 ng likopen ise 3 saatlik inkiibasyon sonras1i gelisen sigara kaynakli lipid
peroksidasyonu engelledigi tespit edildi. Leal ve ark. (1999)’nin kanatlilarda yaptiklart bir
arastirmada mikotoksinin neden oldugu lipid peroksidasyonu sonug¢larimiza benzer olarak
azalttigi, diisen plazma GSH diizeyini ise arttirdig1 tespit edilmistir. Hidrojen peroksit ile
endotel hiicrelerinde oksidatif sresin gelistirildigi bir baska arastirmada da (Tang ve ark.
2009) hiicrelerdeki lipid peroksidasyonu 0,2 uM likopen tedavisi istatistiksel olarak énemli
diizeyde engelleyebildigi rapor edilmistir. Ayn1 arastirmacilar, sonuglarimiza benzer olarak
oksidatif stres sonucu gelisen hiicresel Oliimlerin likopen tarafindan belirgin oranda
azaltilabildigini saptamislardir.

Nitrik oksit (NO) aktive edilen yangisal ve epitel hiicreler dahil bir¢ok hiicreden
sentez edilen, akut ve kronik enflamatuvar hastaliklarin patogenezine karisan gaz yapisinda
onemli bir molekiildiir. Biyolojik sistemlerde fonksiyonlar1 bulunan bu molekiiliin yiiksek
diizeyleri ise zararhidir. Sigara duman icerigi ile muamele edilen epitel hiicrelerinde NO
diizeyinin kontrol grubuna gore belirgin diizeyde arttigi, bu artista iINOS enzim
ekspresyonun da rolii bulundugu tespit edildi. Yukihiro ve ark. (2011) yaptiklart bir
aragtirmada sigara etkisiyle {iretilen NO’in hiicre 6liimlerine neden oldugunu ortama ilave
ettikleri NO temizleyici kimyasal bir ajanla gostermislerdir. Nitrik oksitin ortamdan
uzaklastirilmasi ile sigaranin hiicre oldiiriicii etkisini biiyiilk oranda kaybettii ortaya
konulmustur. Edirisinghe ve ark. (2010) endotel hiicrelerde yiiriittiikleri bir arastirmada,
ortama katilan spesifik inhibitorlerin oksijen ve NO radikalleri iiretimini durdurmasiyla
sigaranin neden oldugu fonksiyon bozukluklarin1 biiyiik oranda azalttigini tespit
etmislerdir. Bu sonug, sigaranin sebep oldugu hiicresel hasarda NO ve diger oksijen
kokenli serbest radikallerin onemini ortaya koymaktadir. Bu tez calismasinda sigaranin
neden oldugu NO f{iretimi ve reaktif oksijen molekiilleri (total oksidan kapasite-TOK-
artis1) likopen tedavisi ile geriletilebilmisti. NO {iretimin azaltilmasi, iNOS
ekspresyonunun baskilanmasi, TOK diizeyinin disiiriilmesi ve total antioksidan
kapasitenin (TAK) ise likopen etkisi ile gili¢lendirilmesi bu karotenin KOAH modelinde

etkili bir molekiil olabilecegine isarettir.
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Oksidatif stres ile enflamasyon arasinda bir etkilesim bulundugu bilinmektedir.
Sigara kullanimina bagli olarak reaktif oksijen ve azot tilirlerinin iiretiminin artmasi
akcigerlerde NF-kB ve AP-1 transkripsiyon araciligi ile sinyal iletimi ve yangi onciili
enflamatuvar ajanlarin sentezi sonucu enflamasyon gelisir (Hesslinger ve ark. 2009; Faux
ve ark. 2009). NK-kB ise redoks-duyarli bir niikleer faktor olup, sigara dumanina
maruziyet sonucu akcigerlerde enflamatuvarik olaylarin basglamasindan birinci derecede
sorumludur (Sizemore ve ark. 2002). Bu arastirmada da sigara duman igerigine maruz
birakilan akciger epitel hiicrelerinde ortaya ¢ikan oksidatif stres sonucu yangi baslatici
mediyatorlerden IL-1B ve IFN-y ekspresyonlarinda énemli diizeylerde artis oldugu yapilan
gPCR analizlerinde saptandi. Bu sonug¢ yukarida verilen arastirma sonuglarina benzerlik
gostermektedir. Ayrica, tedavi amagh kullanilan likopen, yangi mediyatorlerinin tiretimini
baskilayarak anti-enflamatuvar bir molekiil olabilecegini ortaya koydu. Yapilan
aragtirmalarda sigara kullanicilarinin tkriik ve balgamlarinda sigara kullanimimin IL-1B
diizeyini arttirdig: tespit edilmistir (Chung ve ark. 2006) Elde edilen bu sonug, Simone ve
ark. (2011) makrofajlarda sigara duman igerigi ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda, ROS iiretimi
ve IL-8 sentezindeki artisin 2 uM likopen ile 3 saatlik tedavi sonras1 kontrol grubuna yakin
bir sonug¢ elde edilmesi ile benzerlik gostermektedir. Ayn1 arastirmacilar, sigara duman
icerigi ile aktive edilen MAPK sinyal iletim yolunun likopen tedavisiyle inhibisyonu
sonucu oksidatif stres ve yanginin baskilandigini tespit etmislerdir.

Siklooksijenazlar (6rn. COX-2) arasidonik asitten prostaglandinleri (PGE)
sentezleyerek akut ve kronik enflamasyonun gelismesine katkida bulunan enzimlerdir.
Ozellikle KOAH hastalarinda sigara dumani igerigi notrofil ve makrofajlarda COX-2 gen
ekspresyonu ve PGE sentezini uyardig: bilinmektedir (Profita ve ark. 2010). Talbot ve ark.
(2011) A549 epitel hiicrelerinde sigara duman icerigi ile yaptiklart calismada, bu
arastirmada elde edilen bulgulara benzer olarak siiperoksit anyon iiretimi ile IL-1f
ekspresyonundaki artisa ragmen TNF-a ve COX-2’da degisim saptanmamistir. Ancak,
Ratovitski (2010) diisiik diizeyde sigara duman igerigi ile muamele edilen saglikli ve
kanser akciger hiicre hattinda COX-2 gen ekspresyonun uyarildigini rapor etmistir.
Yiriitilen bu aragtirmada ise sigara dumani akciger epitel hiicrelerinde COX-2 gen
expresyonunu uyarirken likopen bu artisgi inhibe ederek anti-enflamatuvar etkisini bu yolla

da gostermistir.
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6. SONUC

Glutatyon ve N-asetil sistein gibi tiyol molekiilleri ile ergotiyonin ve bu
arastirmadan elde edilen sonuglara gore likopen gibi 6nemli antioksidan molekiiller KOAH
hastaliginin ¢esitli hiicresel ve biyokimyasal 6zelliklerini diizenleyebilir. Bu antioksidan
molekiiller organizmaya zarar verebilen sigara kokenli serbest radikal ve oksidan
molekiilleri ortamdan temizleyebilir, glutatyon biyosentezini diizenleyebilir veya hiicre igi
konsantrasyonunun  korunmasina  katkida  bulunabilir, lipid peroksidasyonunu
engelleyebilir ve NF-kB’yi kontrol altina alarak enflamatuvar olusturucu gen
ekspresyonunu durdurabilirler. Bu sebeple, KOAH tedavisinde likopen gibi antioksidan
molekiillerden destek alinabilir. Likopenin etki mekanizmalari ile insanlardaki etkilerinin
tam olarak ortaya konulabilmesi i¢in kapsamli in vivo arastirmalarin yapilmasina ihtiyag

vardir.
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