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1. GIRIS

Akciger epitel hiicreleri solunum yollar1 ve alveollerin i¢ yiizeylerini kaplayarak
gaz alis verisi ve dogal bagisiklikta rol oynar. Akciger epitel hiicreleri fizikokimyasal
bariyer olusturmanin yani sira mikroorganizmalar ve irritanlarla karsilastiklarinda birgok
proenflamatuar sitokinin sentezini gerceklestirir (Schulz ve ark. 2002; Reddi ve ark. 2003;
Bals ve ark. 2004; Skerrett ve ark. 2004). Solunum sistemi epitellerinin patojen veya irritan
molekiillere karsi gelistirdigi immun yanitlar astim, kronik obstriiktif akciger hastaligi
(KOAH), kistik fibrozis gibi bir¢ok solunum yollariyla ilgili hastaliklarinin gelismesinde
onemli rol oynar (Diamond ve ark. 2000; Fehrenbach 2001; Pettersen ve ark. 2002; Bals ve
ark. 2004). Ayrica Gram (-) bakterilerin de kronik akciger hastaliklarinin patogenezinde
etkin rol oynadigi gosterilmistir (Sethi ve ark. 2000; White ve ark. 2003). Epitel
hiicrelerden kemokin salmiminin kontrolii ve dolayisiyla yanginin kontrol altina alinmasi,
kronik hastaliklarda akcigerlerin zarar gormesini Onleme agisindan c¢ok Onemlidir.
Arastirmalar solunum sisteminde yanginin kroniklesmeden bertaraf edilmesi i¢cin yeni
farmakolojik tedavi ajanlarmin gelistirilmesi tizerinde yogunlasmistir. Hastaligin siddetli

tekrar1 ve ilag tedavisinin yetersiz olmasi sebebiyle ¢oklu ilag tedavileri yapilmaktadir.

Enflamasyonda rol oynayan hiicrelerden agiga ¢ikan serbest oksijen radikallerinin
neden oldugu oksidatif stres de solunum yollar1 hastaliklarinin patogenezinde 6nemli rol
oynamaktadir. Gelisen enflamatuar yanitin kontrolii tedavide 6nem tasimaktadir. Bu
amagcla steroidler ve non steroid antienflamatuar (NSAI) ajanlar kullanilmasina ragmen bu
etken maddelerin gastrointestinal, renal, hepatik, hematolojik, ndropsikiyatrik yan
etkilerinin yanisira pulmoner, dermatolojik, okiiler toksisite gibi pek ¢ok istenmeyen yan
etkilerinin varligi da bilinmektedir (Sager ve Bennett 1992; Korkut ve ark. 2008).
Endoskopik taramalarda, NSAI ajanlarin kullanildig1 vakalarm %35-60’inda midede
erozyonlar ve submukozal kanamalar ile %10-25’inde mide ve duodenumda iilserler
oldugu tespit edilmistir. Ozellikle yaslilarda bu oranlarda ve komplikasyon riskinde daha
fazla artis oldugu bildirilmistir. Gastrointestinal kanalda olusan iilserlerin en sik gelisen ve
korkulan komplikasyonu akut kanamadir. Bu lezyonlarm sikligma ragmen iilseratif
kanama ancak her 1000 olguda 7.3-13 arasindadir. Kanamali olgularda 6liim orani ise % 5-

10 olarak bildirilmektedir. Oranlar kiigiik gibi gelse de, diinyada en fazla kullanilan ilaclar
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oldugu goz oniine alinirsa, NSAI ajanlara bagh iilseratif kanama sonucu Sliimlerin, ilk

siralarinda yer almasi dogaldir (Uzunismail, 2003; Korkut ve ark. 2008).

Siklooksijenaz enzim (COX) inhibitorii olarak etki eden bu ilaglar organizmada
hiicre ve doku koruyucu olarak yararl etkileri goriilen prostaglandin sentezini baskilayarak
etkilerini gdstermektedir. Bu nedenle farkli hiicresel sinyal yolaklarmin hedef olarak
secilmesiyle yangimin baskilanmasint saglayacak mekanizma ve tedavi ajanlarmin

kullanim1 yararhilik bakimimdan daha elverisli secenekler sunmaktadir.

Yangi inhibisyonunda fosfodiesteraz enzim aktivitelerinin baskilanmasi siklik
adenozin monofosfat (CAMP)’nin hiicre i¢i seviyelerinde artis ve bunun sonucu olarak
antienflamatuar etkinlige neden olmaktadir. Hiicre ici cAMP miktarmin artisi, kemotaksis,
hiicre proliferasyonu, agregasyonu ve superoksit anyon sentezini inhibe ettigi gibi,
proenflamatuar ajanlarin sentezinin yanida yangisal hiicre fonksiyonlarini da baskilayarak

yangiy1 Onlemektedir (Piaz and Giovannoni, 2000; Jacob ve ark. 2002).

Kronik akciger hastaliklariin patogenezinde etkin rol oynayan Gram (-)
bakterilerin hiicre duvari; yiizey lipopolisakkaritleri (LPS) ve protein kalintilar1 olmak
iizere iki yapidan olusmaktadwr. LPS, Gram (-) bakterilerin yangidan sorumlu
endotoksinidir (Dunn, 1994). LPS etkiledigi konak hiicrede TNF-a, IL-1, IL-6 gibi
proenflamatuar sitokinlerin gen ekspresyonunu uyarir (Souness ve ark. 1996; Houslay ve

Kolch, 2000).

Prostasiklinler (PGI,) ve analoglar1 vazodilatator, antitrombotik, antiproliferatif ve
antienflamatuvar etkilere sahiptirler. Prostanoidlerin hedefi bazi hiicrelerde eksprese olan
prostasiklin reseptorleridir (IP). IP reseptorii, agonistleri olan PGI, ve analoglar1 tarafindan
hizla aktive edilir. IP reseptorii Gy proteinleri ile birleserek adenilat siklaz aktivasyonu
iizerinden cAMP seviyelerinde artisa yol acar. Beraprost sodyum (BPS) bir prostasiklin
analogudur. Beraprost, PGl,’ye gore organizmada daha dayanikli ve uzun Omiirlii bir

molekiildiir (Chen ve ark. 2009; Wall ve ark. 2009).

Bu tez calismasinda Gram (-) bakterilerin endotoksini ile olusturulmus oksidatif
stres ve yangi lizerine prostasiklin analogu olan beraprost sodyumun etkinligi hiicre kiiltiiri

ortaminda arastirilmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Solunum Sistemi Enflamasyonu ve Savunma Sistemleri

Solunum sisteminde gelisen astim, kistik fibroz (KF) ile kronik obstriiktif akciger
hastaligi (KOAH) gibi kronik yangisal hastaliklar, kalp hastaliklari, kanser ve
serebrovaskiiler hastaliklardan sonra insanlarda baslica 6liim sebeplerindendir (Pauwels ve
Rabe 2004). Bu hastaliklarin lokosit infiltrasyonu ve ¢esitli enflamatuar mediyatorlerin
salmimi ile karakterize olan kronik mukozal ve havayolu enflamasyonlar1 gibi birgok
klinik  belirtileri ~ benzerdir.  Ancak  patofizyolojileri henliz tam anlamiyla
aydinlatilamamistir. Ozellikle KOAH 1n patofizyolojisi giincelligi ve insidensinden dolay1
glinimiizde yogun olarak arastirilmaktadir. Bilinen bu hastaliklar ile ilgili temel
mekanizmalarin kaynagmi enflamasyon olusturmaktadir. Akciger enflamasyonuna karsi
gelisen immun yanitta epitel hiicreleri ve monositler, nétrofiller, eosinofil, lenfosit ve
makrofajlar rol oynamaktadir (Kelsen ve ark. 2009). Havayolu epitelleri patojen ve
irritanlarla ilk karsilasan hiicreler olduklar1 i¢in solunum yollarinda enflamasyonun
baslamasinda kilit rolii oynamaktadirlar. Bu hastaliklarin temelinde, enflamatuar siireglerin
kontroliine dair olan yeni tedavi yollar1 patogenezin olusum mekanizmalarinin tam olarak
anlasilmasi ile miimkiin olabilir.

Akcigerler genis bir yiizey alanma sahip olup, gilinliik yaklasik yirmi bin litre
havanm ventilasyonunu gerceklestirmektedir. Olduk¢a yogun calisan bu sistem alerjen
etkenlere ve enfeksiyoz ajanlara yogun olarak maruz kalmaktadir (Chen ve Goldberg,
2009). Solunum sisteminin dogal savunmasi fiziksel, hiicresel ve antimikrobiyal {iyelerden
olusur. Bu savunma immiin sistemin (makrofaj, T ve B hiicreleri) koordinasyonunu
gerektirmektedir. Koordinasyonu saglamada epitel hiicreleri onemli rollere sahiptir.
Viicudun epitel yiizeyleri enfeksiyona karsi ilk savunma hattin1 olusturur. Deri,
gastrointestinal mukoza ve solunum yollar1 mukozasi, dis ¢evreye karsi fiziksel bariyer
olarak gorev yapmaktadir. Bu lic doku fiziksel niteliginin yaninda zararli patojenleri
tanimasi ile de enflamasyon siirecinde 6nemli gorev iistlenirler (Kelsen ve ark. 2009;
Giilay, 2007).

Epitel hiicreleri, akut faz proteinleri, biiyiime faktorleri, lipid mediyatorleri, ¢esitli

sitokin ve kemokinler gibi havayolu hastaliklarinin patogenezinde dnemli bir¢ok biyolojik
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aktif bilesenle enflamasyona katilir. Bu hiicrelerin salgilari, adaptif immun yaniti
sekillendiren enflamatuar hiicrelerin bir¢ok yangisal mediyatoriin iiretilmesini de diizenler.
Alveoler epiteller salgiladiklar1 kimyasal molekiiller araciligiyla patojen etkenleri
oldirmek ya da genetik materyal replikasyonlarini inhibe ederek kimyasal bariyer
fonksiyonunu gerceklestirmektedir (Bismarck ve ark. 2012, Skerrett ve ark. 2007).

Solunum yollar1 epitel katmani sadece fiziksel bariyer degildir. Epitel hiicreleri
sinirsel uyarilar, sinyal iletim mekanizmalar1 ve patojenlere kars1 etkili efektor molekiiller
ile dinamik bir konak savunma mekanizmasi sergilemektedir. Epitel hiicresi; mikrobiyal
hiicre duvarlarina 6zgii yapilar1 (patojen iligkili molekiiler paternler-PAMP) taniyici birgok
reseptorlere sahiptirler. Epitel hiicrelerinin enflamatur ve dogal bagisiklik yanitlari,
patojenlerin, hiicre yiizeyinde ya da sitozollerinde bulunan patern taniyan reseptorlerle
(PRR) temasima baglidir (Muir ve ark. 2004; Kunzelmann ve McMorran, 2004). PRR’lerin
PAMP’lar ile uyarimi sonucunda kompleman ve koagiilasyon kaskadlarinin aktivasyonu,
fagositoz, proenflamatuvar sinyal yolaklarmin aktivasyonu ve apoptozun uyarilmasi
gergeklesir (Ozenci, 2003).

En karakteristik PRR’ler arasinda “Toll Like Receptors-Toll Benzeri Reseptorler”
(TLR) bulunur. TLR reseptorleri havayolu epitelleri tarafindan ekspresyonu gergeklesen
onemli bir PRR smifidir. Solunum sisteminin immun ve enflamatuar yanitlarinda TLR
reseptorlerinin merkez rollere sahip oldugu bilinmektedir (Wondwossen, 2010, Melkamu,
2010). Gram (-) bakterilerin lipopolisakkariti ve Gram (+) bakterilerin peptidoglikan ve
teikoik asit yapilar1 patojenle iliskili molekiiler paternlerdir. Epitel, TLR yolu ile birgok
mikrobiyal yapiy1 tanir ve hiicresel sinyal yanitlarini baslatir (Atsushi, 2007).

Epitel hiicresi dogal immiinitede gorevli cesitli sitokinleri liretip hiicre digina
salarak mikroorganizmalara karsi konak savunmasinda 6nemli fonksiyonlar iistlenirler.
Epitel hiicrelerinin salgiladig1 sitokinler; IL-1p, IL-3, IL-6, IL-8, IL-10 (IL; interldkin),
TNF-a (tiimor nekroz faktor), TGF-o (tiimor bityiime faktor), TGF-p ve IFN-y (interferon)’ dir.
Mukozal yiizeylerden bakterinin invazyonu ve epitel hiicrelerin iirettigi kemotaktik
molekiiller, enflamasyon bolgesine polimorfoniikleer 16kositlerin hizli akismna neden olur

(Ozenci, 2003; Atsushi, 2007).
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2.2. Lipopolisakkarid (LPS)

Lipopolisakkarid (LPS) heterojen molekiiler
bilinmektedir. Gram (-) mikroorganizmalarm hiicre duvari dis yiizeyinde bulunur. Cogu
Gram (-) bakterilerin lipopolisakkariti, lipid A, kor ya da oligosakkarit kisim ve O-
polisakkarit zinciri olmak {izere li¢ ana kisimdan olugur. Gram (-) bakteriler, deterjanlar,
safra tuzlari, antibiyotik ya da antimikrobiyal peptitler gibi bir ¢ok toksik maddeden hiicre
duvarinda bulunan LPS ile korunmaktadir (Shnyra ve ark.1999; Sperandeo ve ark, 2009;

Yazgan, 2010).
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Sekil 2.1. Gram (-) bakterilerde hiicre duvari yapist ve LPS (Sperandeo ve ark. 2009)
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2.3. Lipopolisakkaridin Yapisi

Gram (-) mikroorganizmalarin endotoksinlerinin genel yapisi li¢ ayrt kisimdan
olugsmaktadir. Lipid A yiiksek derecede hidrofobik ve molekiiliin endotoksik olarak aktif
kismidir. Kovalent olarak kendi i¢cinde “i¢ kor” ve “dis kor” olarak ayrilan bolgelere
baglanmaktadir. i¢ kor, lipid A’ya baghidir ve 3-deoksi-D-manno-oktulosonik asit (Kdo) ile
L-glisero-D-Manno heptoz (Hep) gibi yiiksek oranda karbonhidratlardan olugsmaktadir. D1g
kor, heksoz ve hekzoaminler gibi karbonhidratlar1 yapilarinda bulundururlar (Sekil 2.1).
Buna O-polisakkarit ya da O-zincir adindaki tekrarl sakkarit alt tiniteleri baglanmaktadir

(Erridge ve ark. 2002).

2.4. LPS’in Hiicresel Taninma Mekanizmasi ve Hiicre I¢i Sinyal Tletimi

Endotoksin, Gram (-) mikroorganizma kaynakli enfeksiyon, travma ve sokun
olusmasinda anahtar rol oynamaktadir. LPS ates, 10kopeni, tasikardi, solunum artisi,
hipotansiyon, intravaskiiler koagulasyon ve ¢oklu organ yetmezligini de kapsayan ¢esitli
patofizyolojik reaksiyonlara sebep olmaktadir (El-Samalouti ve ark. 2000). insanlar LPS
gibi endotoksinlere olduk¢a duyarhidirlar. LBP’nin (lipopolisakkarit baglayici protein)
katalitik etkisiyle iliskili olarak pikogram miktarindaki LPS bile anafilaktik soku
tetikleyebilir (Hodgson, 2006). Astim ve KOAH hastalarinda da hastalik basladiktan sonra
endotoksinin hastali§1 daha da ilerletebilecegi bir ¢ok arastirmada rapor edilmistir (Koch
ve ark. 2007). Septisemi vakalarinda da 6liim oran1 oldukca yliksektir ve bu artisin sebebi
olarak kazanilmis bagisiklik yetersizligi sendromu 6ne ¢ikmaktadir. LPS’in etkisi ile ilgili
calismalarin ¢cogu beslenme, istemli hareket, hafiza kayb1 gibi fizyolojik ya da davranigsal
yanitlar iizerinde yogunlasmaktadir. Literatiiriin biiyiik bir kisminda belirtildigi gibi LPS
uyarist ile harekete bagimli aktivite ve davranis azalmaktadir (Lockey ve ark. 2009).
Monosit veya makrofajlarin toksik dozun altinda LPS ile muamelesi, hiicreleri bir sonraki
daha yiiksek doza dayanikli hale getirmektedir. Bu degisim endotoksin toleransi olarak
tanimlanmaktadir (Fujihara ve ark. 2003).

Gram (-) bakterilerin LPS’leri, molekiiliin ampifilik yapisindan dolayr misel
formdadir. LPS monomerlerinin CD14 yiizey taninma reseptdriine diflizyonu ¢ok diisiik

oranda olmaktadir.
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LPS plazmik LBP’nin hareketi ile monomerlerine parcalanmaktadir (Heumann ve Roger,
2002). LBP genel olarak 58-60 kDa molekiiller agirliginda ve 452 aminoasit dizilimine
sahip bir glikoproteindir. Dordiinciil yapiya sahip aktif protein akut faz proteinleri sinifinda
yer alir. Baslica hepatositler olmak iizere, epitel ve kas hiicrelerinden de
sentezlenebilmektedir (Jerala, 2007). LPS monomerlerini mCD14 (membrana bagli),
sCD14 (¢oziinebilir CD14) ve fosfolipidlere (6zellikle HDL) transfer etmektedir. Bu siire¢
CD14 ile hiicre aktivasyonu ya da HDL ile LPS nétralizasyonu ile sonu¢lanmaktadir
LPS/LBP kompleksinin LPS/HDL’ye transfer edilmeden ©6nce CD14’e baglanmasi
LPS’nin noétralize edilmeden immun hiicreleri aktive ettigini gostermektedir (Heumann ve
Roger, 2002).

Membrana bagli CD14 (mCD14), miyelomonositik hiicrelerin yiizeyinde bulunan
53 kDa biiyiikligiinde bir glikoproteindir. Gliserofosfat inositol (GPI) kismi ile plazma
membranma baglanmaktadir. mCD14’lin iki farkli fonksiyonu vardir. Birincisi mCD14,
LPS’ nin fonksiyonel bir reseptdrii olmasidir. lIkincisi ise mCD14, LPS ortadan
kaldirmasidir. LPS sinyal transdiiksiyonu LBP ve mCDI14’lin ikisinden de yararlanir.
Coziinebilir CD14/LPS kompleksi, sitokin {iretimini uyarmak i¢in endotel hiicreler veya
baz1 epitel hiicrelere baglanabilir. LBP gibi sCD14, HDL’ye LPS’nin transferini de
kolaylastirir. Bu da LPS’nin nétralizasyonu ile sonuglanmaktadir (Heumann ve Roger,
2002). sCD14, LBP tarafindan katalizlenen bir siiregle LPS ile direkt olarak etkilesime
girerek bir kompleks olusturmaktadir. Bu kompleks, sitokin tiretimini uyarmak i¢in endotel
hiicreler veya bazi epitel hiicrelere baglanabilmektedir. LBP gibi sCD14, HDL’ye LPS’nin
transferini kolaylastirabilmektedir (Heumann ve Roger, 2002). Immun hiicrelerdeki 6rnek
tanima reseptorleri mikrobiyal patojenlerin korunmus yapilaria baglanirlar ve onlar1 ayirt
ederler. CD14 ve TLR boyle 6rnek tanima reseptdrlerinin prototipleridir. CD14 ve TLR
tanima reseptorleri ekstraselliiler kisimlarinda l6since zengin tekrarli aminoasit kalintilarini
bulundururlar. TLR’ler transmembran proteinler iken, CD14’lerde transmembran ve
intraselliiler kisim bulunmamaktadir (Triantafilou ve Triantafilou, 2002). MyD88
transmembran kismi bulunmayan bir sitoplazmik Toll benzeri reseptor ailesinin bir

iiyesidir (Heumann ve Roger, 2002).
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Sekil 2.2. LPS ve hiicre igi sinyal iletimi mekanizmasi (Villar ve ark. 2004)

Lipopolissakkarit sinyalinin hiicre i¢ine iletiminden sorumlu transmembran
proteinin TLR ailesine ait oldugu bilinmektedir. TLR’ler (6zellikle TLR4), LPS sinyalini
membrana bagli CDl14’ten sitoplazmaya aktardigini gostermektedir (Triantafilou ve
Triantafilou, 2002) MD-2’nin de LPS sinyalinde 6nemli bir rol oynadig1 goriilmektedir.
MD-2’nin transmembran kismi bulunmamaktadir (Heumann ve Roger, 2002). LPS direkt
olarak MD-2’ye CD-14 varliginda baglanarak TLR4 ve MD-2 ile temas kurmaktadir.
TLR4 ile sinyal, adaptor molekiil MyD88 ve interlokin-1 (IL-1) reseptor iliskili kinazin
(IRAK) ardi ardma etkilesimi ile meydana gelmektedir. LPS sinyali IL-1’inkine ¢ok
benzerdir. IL-1 sinyali, IL-1, IL-1 reseptor 1 ve IL-1 reseptor iliskili yardimer proteinden
(IL-1R-AcP) olusan bir kompleks ile baglatilir. Sitoplazmik adaptéor MyDS88 bir Toll
benzeri molekiil gibi Toll/Toll etkilesimi ile bu molekiile baglanmaktadir. Bunu,
komplekse IRAK’in eklenmesi izlemektedir. Sonra IRAK reseptérden ayrilir ve TNF
reseptor iligkili faktor 6 (TRAF 6) ile etkilesime girmektedir. Daha sonra niikleer faktor—
kappa B (NF-xB) ya da Jun N-terminal kinaz/stresin aktive ettigi protein kinaz (JNK/SAP)
aracilig1 ile hiicre aktivasyonu baslatilmaktadir. ki sistem ¢ok sayida enflamatuar genin
ekspresyonuna neden olarak proenflamatuvar sitokinlerin {iretimini baslatmaktadirlar

(Sekil 2.3). Sitokinler 6zellikle TNF-a, IL-1 ve IL-6, makrofajlar, kupferr hiicreleri,
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notrofil, monosit, ve epitel hiicreleri gibi ¢ok sayida hiicre tarafindan {iretilmektedir

(Heumann and Roger, 2002; Pier, 2007; Yazgan, 2010).

2.5. Prostasiklin ve Analoglarimin Biyolojik Etkileri

Prostasiklin ve analoglar1 (prostanoidler) vazodilator etkileri olan molekiillerdir.
Ayrica antitrombotik, antiproliferatif ve antienflamatuar etkilere de sahiptirler. Prostasiklin
(PGI,) ilk olarak, Vane ve ark. tarafindan (1976) tavsan ve domuz aortu mikrozomal
fraksiyonunda “trombosit agregasyonunu Onleyici bir madde” olarak tanimlanmiglardir.
PGI,, arasidonik asidin bir metaboliti olup, organizmada depolanmayan, uyaranlara bagl
olarak sentezlenip-yikilan doku hormonu o6zelligine sahip endojen bir maddedir. PGI,
damar diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasmi ve migrasyonunu engeller ayrica vazodilator
etkisini 6zellikle akciger ve sistemik arterler iizerinde gosterir (Maitland ve Olschewski,

2008).

Siklooksijenaz enzimlerinin her ikisi de (COX-1 ve COX-2), arasidonik asidi
prostaglandin prekursorii olan PGH,’ye doniistiiriir ve prostasiklin sentaz katalizorliigiinde
prostasiklinler sentezlenir. Ancak, 6zellikle akciger damarlar1 ve sinovyum gibi dokularda

PGI; sentezinden COX-2 enzimi sorumludur (McAdam ve ark. 1999).

Prostasiklinlerin vaskiiler diiz kas hiicreleri vazodilatator ve trombositler iizerine ise
kiimelesmeyi Onleyici etkileri vardir (Smyth ve ark. 2009). Damar diiz kas hiicre
cogalmasmni ve farklilasmasi da inhibe etmektedir. Endotel hiicreleri endojen
prostasiklinlerin ana kaynagi oldugundan, bu mediatorlerin etkisi hem vaskiiler duvara

hem de endotele yapisan kan hiicrelerini etkilemektedir (Fetalvero ve ark. 2006).

Prostasiklinler akcigerlerde kan basinci ile brons asir1 duyarlihigm azaltic1 etki
gosterir (Idzko ve ark. 2007). PGI,’nin en 6nemli 6zelliklerinden biri de doku koruyucu
etkisidir. Bu etki ozellikle gastrik mukoza, beyin, karaciger, myokard ve trombositler
iizerinedir. Prostasiklinler organa ve kullanilan zararli uyarana 6zgii olmayan bu genis
spektrumlu etkisinden dolay1 organizmada homeostazisin siirdiiriilmesinde 6nemli bir rol

oynamaktadir (Komhoff ve ark. 1998).
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Sekil 2.3. Prostanoidlerin etkileri (Maitland ve Olschewski, 2008)

Prostanoidler hedef hiicre membraninda bulunan kendilerine spesifik reseptorleri
araciligiyla etkilerini gergeklestirirler. Prostanoidlere spesifik dokuz tane ligand reseptorii
bulunmaktadir. Bunlar DP, EP, FP, IP ve TP reseptorleridir. DP reseptorlerinin 1 ve 2, EP
reseptorlerinin ise 1-4 araliginda alt tipleri bulunmaktadir. Bu reseptorler, hiicre
membraninin sitoplazmik kisminda lokalize olmus, yedi transmembranal segmentli G-
proteini ile baglantili (G protein-GPCR) reseptorlerdir (Narumiya ve ark. 1999; Abramovitz
ve ark. 2000). Prostanoid reseptorleri heterotrimetrik G proteini aktivasyonu ve hedefteki
farkli etkileri baz alnarak kendi iclerinde iki grupta degerlendirilebilirler. ilk grubu
relaksan reseptorler olusturur. IP, EP,, EP4 ve DP reseptorleri genel olarak G-protein G;’yi1
aktive ederler. G proteinin aktivasyonu adenilat siklazt uyarir ve siklik adenozin
monofosfat (CAMP) iiretimini uyarr (Sekil 2.4). Artan hiicre ici cAMP protein kinaz-A
(PKA)’y1 aktive eder. PKA’nin katalitik alt birimleri c¢ekirdege dogru hareket ederek
cAMP’ye cevap veren proteini (CREB) fosforiller ve bu sekilde gen transkripsiyonunu
uyarilmas1 ile hiicresel yamt olusur. Ikinci grupta ise kontraktil tip olarak
nitelendirilebilecek olan TP, EP; ve FP reseptorleri yer alir. Bu reseptorlerde G-protein
Gq’yu aktive ederek fosfatidilinositol aracilig ile hiicre igi Ca™ diizeyini etkiler. PGI,’nin
bu etkilerini biiylik o6lciide PGE; ile ortak reseptorler araciligi ile olusturdugu
disiiniilmektedir (Matsuoka ve Narumiya, 2007). Gray ve ark. (2005), prostanoidlerin
kendi reseptorlerinin yani sira hiicre c¢ekirdeginde bulunan PPARS’y1 da aktive ederek

hiicresel sinyal etkilerini gosterdiklerini bildirmislerdir.

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Karbasiklin
Tromboksan PGE PGIZ x\\
TP EP3 [-:P2 Ep1 \
q Gg/Gi Gs \_ Gs Gs (Gq)".l \ AA,
\
V *..\ ¥ cox
CPLe >\ P(;HZ PGD
\\ Yrals Y
Kleva] ". PG|2 PGJ
cGMP €——7—>» cAMP \ * 2
PDE, * \ v
. - O A A S
C D) & ~— a \\x
\_,__I_’ISC_____;_---_ N _PEE - <—\PKi;?;P_PA:R )
Sekil 2.4. Prostasiklin ve cAMP etkilesimi (Maitland ve Olschewski, 2008)

Beraprost sodyum (BPS) bir prostasiklin analogudur. Siklopentan halka yapisinin

yerine bir dizi konformasyonel degisimler ile sentezlenmistir (Ohno ve ark. 1985) (Sekil
2.5). Beraprost, endojen PGI,’ye gore daha dayanikli ve uzun 6miirlii bir molekiildiir. BPS

(Chen ve ark. 2009; Wall ve ark. 2009)

IP ve EP; reseptorleri araciligi ile adenilat siklaz iizerinden hiicre ici cAMP seviyesini
arttirir (Kainoh ve ark. 1993; Mubarak 2010). Yiiksek cAMP molekiilii ise yangiy1 baskilar

Sekil 2.5. Beraprost Sodyumun molekiiler yapisi (Chemvon Biotechnology, 2012)
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2.6. Hiicre ici Siklik Adenozin Monofosfatin Biyolojik Etkileri

Siklik adenozin monofosfat, hiicre membraninda gomiilii adenilat siklaz enziminin
katalizorliigli ile adenozin trifosfattan (ATP) sentezlenen ve fosfodiesterazlar ile
5’adenozin monofosfata doniiserek inaktif hale getirilen 6nemli bir niikleotiddir. 1957
yilinda Earl Sutherland ve Tedd Rall tarafindan kesfedilen cAMP’nin ekzositoz, immun
sistem regiilasyonu, hiicre bdliinmesi ve gen ekspresyonu gibi bir¢ok etkileri vardir.
cAMP, hiicre zarindan gecemeyen amino asit ve protein yapili bazi hormonlarin ve
ekstraseliiler sinyallerin kendilerine spesifik reseptorleriyle birlesmelerinden sonra hiicre

icine aktarilmasina aracilik eden ikincil haberci molekiildiir (Prasad ve ark. 2003).

Hormon etki mekanizmasi calismalariyla 1971 Nobel Fizyoloji ve Tip 6diiliinti
kazanan Sutherland, glikojen yikilmasinin hormonal kontrolii konusunda yaptigi
arastirmalarda, cAMP’yi kesfetti. Daha sonra cAMP’nin sentezi ile yikiminda rol oynayan
enzimlerin biitiin memeli hiicrelerinde, diger organizmalarda ve bakterilerde de bulundugu

tespit edildi (Vane ve Botting, 1995).

HO
N=\ _{ O~pZoH
H N (/-14::: 0—~\-C
N

Sekil 2.6. cAMP’nin molekiiler yapisi (Chemvon Biotechnology, 2012)

Siklik adenozin monofosfat yolu ile etki eden hormonlar, nérotransmitter-reseptor
etkilesmesinde oldugu gibi hedef hiicre membranindaki reseptorlerine baglandiktan sonra,
adenilat siklaz1 enzimini aktive ederler. Adenilat siklazin aktif hale ge¢mesi, sitoplazmada

ATP’den cAMP {iretimini katalize eder (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. Hiicre i¢i cAMP {iretimi

Ikincil haberci bir molekiil olan cAMP, hedef hiicrenin cekirdegine baglanarak
degisik enzimleri aktive edebilir. Kas hiicrelerinde kasilma ya da gevseme, membran
gecirgenliginin degismesi, salgi fonksiyonlari, protein sentezi, hiicrede diger enzimlerin
aktivasyonu gibi bircok Ornek verilebilir. Yine epinefrin veya glukagon, karaciger
hiicrelerinin membranda bulunan spesifik reseptorlerine baglandiktan sonra adenilat siklaz
aktivasyonuna neden olur ve ATP’den cAMP iiretilir. cAMP hiicrede protein kinazi, bu da
fosforilaz b kinazi aktive ederek fosforilaz a’ya ¢evirir ve glikojenolize neden olur.
Glikojen, glikoz-1-fosfata doniisiir. Katekolaminler, glukagon, adrenokortikotropik
hormon, LH, antidiiiretik hormon, vazopressin, TSH, MSH, peptid hormonlar,
parathormon, prostaglandinler, histamin, serotonin ve biyojenik aminler cAMP araciligi ile
etki olusturan hormonlardandir. Yiksek cAMP diizeyleri, kemotaksis, hiicre
proliferasyonu, agregasyonu ve superoksit anyon sentezini inhibe eder. Ayrica
proenflamatuar ajanlarin sentezini ve yangisal hiicre fonksiyonlarini baskilayarak yangiyi

onler (Piaz and Giovannoni, 2000; Jacob ve ark. 2002).

Lipopolisakkaritlerin neden oldugu yangisal olaylarin baskilanmasinda cAMP’ nin
onemli rolleri vardir (Souness ve ark. 1996; Houslay ve Kolch, 2000). cAMP bu etkilerini
protein kinaz A (cAMP tarafindan aktive edilen protein kinaz) aracilig1 ile gerceklestirir.
PKA’ya baglanan cAMP, enzimin Kkatalitik {nitesini regiile edici bdlgesinden
uzaklastirarak aktive eder. Aktif PKA hiicre c¢ekirdeginde transkripsiyonun baslatilmasi

dahil iyon kanallari, baz1 enzim ve hiicre i¢i sinyal iletiminde 6nemli bazi proteinleri
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fosfatlayarak etkisini gosterir. cAMP araciligi ile baslatilan transkripsiyonda cAMP’ye
cevap veren proteinin (CREB) PKA tarafindan fosfatlanmasi ile CRE (cAMP’ye cevap
veren element), CREM (CRE-modiilator) ve ATF-1 (aktive olabilen transkripsiyon
faktorii-1) fosfatlanarak DNA ile dimer olustururlar (Houslay ve Kolch, 2000; Gross ve

ark. 2003). Sonug olarak niikleusta hiicresel yanit gelisir.

Yapilan arastrmalarda cAMP’nin fonksiyonel etkisini gostermede PKA disinda
diger baz1 sinyal iletim yolaklarmni da kullandig1 rapor edilmistir. Ornegin cAMPnin, PI3K
(fosfatidilinozitol-3-kinaz) lizerinden MEK-ERK aracilig1 ve ayrica Rac1/Cdc42 araciligi
ile p38 kinaz (SAPK: stres uyarimli aktive edilen kinaz) iizerinden hedef genlerin
transkripsiyonu iizerine diizenleyici etkinlerinin oldugu tespit edilmistir (Houslay ve
Kolch, 2000; Schulte ve Fredholm, 2003). Hiicre i¢i cAMP diizeyindeki artisin apoptozu
onleyici ve yangiy1 baskilayici etkisinin de oldugu bircok arastirmada rapor edilmistir
(Jimenez de Bagues ve ark. 2005; Mu ve ark. 2005). cAMP’nin sentezi hiicre membrani i¢
yiizeyinde gomiilii olan adenilat siklaz (AC) enzimi tarafindan yapilirken hidrolizi yalnizca
fosfodiesterazlar (PDE) grubu enzimler tarafindan diizenlenir. Fosfodiesterazlar farkl
genlerden transkribe edilen 11 familyadan ve bunlara ait 50°den fazla izoenzimden olusan
genis bir enzim ailesidir (Francis ve ark. 2001). Hepsinin ortak 6zelligi yaklasik 270 amino
asitten olusan katalitik bolgelerinin %20-40 oraninda homoloji gostermesidir. Her bir
familyanin substrat spesifitesi, inhibitdore olan duyarliligi, dokular ve hiicre i¢indeki
lokalizasyonu, kalsiyum ve magnezyum gibi iyonlar tarafindan regiilasyonlar1 farkliliklar

gosterir (Bolger ve ark. 1997; Beavo ve Brunton, 2002).

Fosfodiesteraz enzim smifinda PDE4 enzimlerine spesifik inhibitorlerinin
(rolipram, roflumilast gibi) kullanilmasiyla hiicre ici cAMP konsantrasyonu arttirilabilir.
Artan cAMP’nin immun sistemi ve yang1 hiicre proliferasyonunu baskilayict 6zellikleri

yani sira sitokin sekresyonunu azaltici etkilerinin de oldugu bildirilmistir (Houslay, 2001).

Immun hiicrelerde hiicre ici cAMP artis1 yanginin baskilanmasina neden olur.
Prostaglandin E, gibi endojenik veya izobutil metil ksantin (IBMX-PDE inhibitorii),
rolipram (PDE4 inhibitorii) gibi ekzojenik ajanlar; hiicre ici cAMP seviyelerini arttirirlar.
Bunun sonucunda da yangi baglatic1 faktorlerden IL-1 ve TNF-a (proinflamatuar) gibi
sitokinlerin saliniminda baskilanma ve yangi baskilayici sitokin olan IL-10’un sentez ve

saliniminda artisa neden olur (Kambayashi ve ark. 1995). Ayrica bu artig ile antioksidan
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savunma sistemini uyararak lipid peroksidasyonunun 6nlendigi de belirtilmistir (Erdogan

ve ark. 2008).

Siklik adenozin monofosfat araciligiyla hiicreye ulasan sinyaller cAMP bagiml
PKA veya cAMP tarafindan direk aktive edilebilen degisim proteini (EPAC) ile niikleusa
aktarilir (Wong ve Scott, 2004). EPAC, cAMP tarafindan dogrudan aktive edilebilen
degisim proteinidir. Hiicre-hiicre etkilesimini, ekzositoz ve c¢esitli iyonlarin hiicre igine
girisinin diizenlenmesi gibi mekanizmalarda cAMP yanitlarin1 diizenleyen molekiildiir

(Aronoft ve ark. 2005).

2.7. Serbest Radikaller, Antioksidan Sistem ve Prostasiklin ile Etkilesimleri

Organizmada oksidan-antioksidan dengenin, oksidan sistemin lehine degistigi
durumlarda oksidatif stres gelisir (Henricks ve Nijkamp, 2001; Young ve Woodside, 2001;
Cherubini ve ark. 2004). Baslica serbest radikaller; mitokondriyal elektron transport
zinciri, ksantin oksidaz, sitokrom P450 rediiktaz ve glukoz oksidaz gibi NADPH bagimli
oksidazlarin ve otooksidasyon reaksiyonlarinda, redoks tepkimelerinde ve arasidonik asit
metabolizmas1 sonucunda meydana gelir. Enflamasyonda reaktif oksijen tiirleri (ROS)
fagositik hiicreler tarafindan oksijen molekiillerinin indirgenmesi ile sentezlenir (Seshiah
ve ark. 2002).

Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin yaslanmayla ortaya ¢ikan norodejeneratif
bozukluklar, artrit, ateroskleroz ve kanser gibi hastaliklarin gelisiminde 6nemli rol oynar

(Karan ve Tufan 2010; Saleh ve ark. 2010).
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Glutatyon Peroksidaz

Sekil 2.8. Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik detoksifikasyon (Melo ve ark. 2011)

Serbest radikaller ortaklanmamis elektronlara sahiptirler. Elektronlar atom
cekirdeginin etrafindaki orbital olarak adlandirilan katmanlarda bulunurlar. Her orbital
normal sartlarda birbirine zit yonde hareket eden iki elektron bulundurur (Young ve
Woodside, 2001; Cherubini ve ark. 2004). Serbest radikaller; kovalent bag tasiyan bir
molekiiliin yikimi, bir elektronun eklenmesi, elektron kaybi veya bir molekiiliin
parcalanmas1 sonucu ortaya ¢ikabilir. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri; UV, X-ray ve
gama 1smlarma, metal katalizli reaksiyonlarina, atmosfer kirleticilere maruziyet sonucu,
yangi siirecinde ndtrofil ve makrofajlar basta olmak iizere bir¢ok hiicrede iiretilmektedir
(Cadenas, 1989).

Oksijen, iki elektronu eslesmemis reaktif potansiyeli yiiksek elektron dagilimina
sahip bir molekiildiir. Reaktif bir 6zelligi olmamasina ragmen diger radikallerle reaksiyona
girerek niikleik asitler, proteinler ve lipidler gibi hiicresel makromolekiillerde yapisal
bozukluklar yaparak doku hasar1 ve hiicre 6liimiine neden olur. Hiicresel makromolekiiller
icin zararh etkileri olan reaktif oksijen tiirlerinin olusmasina zemin hazirlar (Cherubini ve

ark. 2004; Poli ve ark. 2004; Vincent ve ark. 2004).
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2.7.1. Siiperoksit (O, ) Anyonu

Stiperoksit radikali molekiiler oksijenin indirgenmesinde iiriin olarak agiga ¢ikar.

Bu radikalin molekiiler diizeyde 6nemli 6zelligi, sekonder olarak iirettigi radikallerden ileri

gelir. Oksijen molekiiliiniin bagka bir molekiilden elektron almig formu olan O,
mitokondriyal elektron transfer zincirinde rediikte nikotinamid adenin diniikleotid
(NADH)’1n okside olmasi ile iiretilir. Siiperoksit genel olarak anyon oldugu halde, ortamin

pH’sma bagli olarak protonlanarak katyon haline doniisebilir. Bu durumda perhidroksi

radikali (HOz_) formunu alir. Siiperoksit aslinda reaktivitesi diisiik bir serbest radikaldir.
Ancak H»O; kaynagi ve gecis metal iyonlarmin indirgeyicisi olmasi zararl reaktivitede
onemlidir. Siiperoksit anyonu, notrofillerin bakterisidal aktivitesi, apoptoz, enflamasyon ve
vaskiiler fonksiyonlarm diizenlenmesi gibi bir ¢ok yararli etkinlige sahiptir (S6zmen,

2002; Memisogullari ve ark. 2003; Vincent ve ark. 2004; Cherubini ve ark. 2005;).

2.7.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Oksijen baska bir molekiilden iki elektron alarak peroksiti, peroksit ise H' molekiilii
ile birleserek hidrojen peroksiti olusturur Hidrojen peroksit, siiperoksidin SOD ile
dismutasyonu sonucu veya spontan olarak da {retilebilmektedir. Hidrojen peroksit
gergekte radikal bir molekiil olmayip, iiretildigi bolgede kalan siiperoksidin aksine
membranlar1 gegen, sitozole diffiize olan ve uzun Omiirlii bir bilesiktir. Bu nedenle
siiperoksidin ulagamadigi membranla korunan yapilara kolaylikla ulasabilir ve zararh
etkisini gosterir. Burada siiperoksidle reaksiyona girerek daha reaktif ve zarar verici radikal

olan hidroksil radikali olusturmak iizere yikilabilir. Hidrojen peroksit bagka bir sekilde de

Fenton reaksiyonu olarak bilinen yolla serbest Fe*2 ile reaksiyona girer ve demir okside

olurken hidroksil radikali olusur (S6zmen 2002; Vincent ve ark. 2004).
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2.7.3. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil molekiilii, serbest radikaller arasinda en reaktif olamidir. Amino asitler,
niikleik asitler, organik asitler, fosfolipidler ve sakkaritler gibi biyokimyasal maddelerle

reaksiyona girerek bu yapilarda deformasyona neden olur.

Hidroksil tek atom halinde ve bir elektronu eksik olan oksijen ile H™ ‘in birlesmesinden
olusur. Gama radyasyona maruz kalan dokularda da hidroksil radikali olusabilir. Hidrojen
ve oksijen iizerinde dis orbitalde tek elektron kalir ve iki radikal olusur. Hidroksil
radikalinin yarilanma omrii ¢ok kisadir ve pek cok molekiilden H atomu c¢ikarilmasini

tetikler (Young ve Woodside, 2001).

2.7.4. Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz (NOS) adli sitozolik bir enzimin aktivitesi ile {iretilir.
Guanilat siklaz1 aktive eden NO, vaskiiler basincin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar.
Oksijen baglanan bolgeye kompetetif baglanarak direkt olarak sitokrom oksidazin
inhibisyonu ile hiicresel solunumu diizenleyen NO, bazi durumlarda bir antioksidan gibi
davranir ve hiicreleri lipid peroksidasyonuna karsi korur. Bununla birlikte siiperoksid
diizeylerinin arttig1 durumlarda siiperoksidle reaksiyona girerek bir prooksidan olan
peroksinitrit olusturur (Pryor ve Squadrito, 1995). Ayrica nitrik oksit nérotransmitter gibi
hareket eden diffiizyon oOzelligi fazla olan bir molekiildiir. Nitrik oksit etkisini,
norotransmitterlerden farkli olarak, postsinaptik membrandaki spesifik reseptorlere
baglanip, hem pre hem de postsinaptik elementlerin diffiizyonunu artirarak hareketlerini

saglar (Prast ve Philippu, 2001)

2.7.5. Gecis Metalleri

Demir (Fe) ve Bakir (Cu) gibi okside olabilen metaller farkli formlara doniisiirken

olusan redoks tepkimeleri radikal iireten reaksiyonlar1 hizlandirir. Metal iyonlar1 lipid
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peroksidasyonunun  olusmasinda  Onemlidir. Olusmus lipid  hidroperoksitlerin
parcalanmalarmi ve lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu katalize eder. Boylece
zararl olan radikallerin etkilerini daha da arttirirlar. “Fenton reaksiyonu” olarak bilinen
reaksiyonda Fe™ iyonlarmm H,0,’i indirgeyip OH olusturabildikleri bilinmektedir.
Plazmada bulunan bakirin tasiyicis1 olan seruloplazminin antioksidan aktivitesi;
ferroksidaz aktivitesi, askorbat oksidaz aktivitesi, oksijen radikali temizleyici aktivitesi ve
GSH-bagimlh peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi seklinde dort yolla olur. Transferrin de
H,0;’den demir iyonu bagimli hidroksil olusumunu inhibe ederek antioksidan etkinligini

gosterir (Daimon ve ark. 1998; Sekeroglu ve ark. 2000; Memisogullar1 ve Bakan, 2004).

2.7.6. Lipid Peroksidasyonu

Hiicresel membranda bulunan yag asitleri ve kolesteroliin ¢ift baglarina serbest
radikallerin girmesiyle peroksidasyon sekillenebilmektedir. Bu olayda ilk basamakta yag
asidi hidrojen ve kendi iizerinde birer elektron kalacak sekilde parcalanir ve lipid radikalini
olusturur. Lipid radikali de oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksil radikalini meydana
getirir. Bu radikal de diger doymamis yag asitleriyle reaksiyona girerek peroksidasyonu
devam ettirir. Ayrica lipid peroksiller ortamdaki hidrojen atomlar1 ile de reaksiyona girerek
lipid hidroperoksidleri de olusturabilirler (Sekeroglu ve ark. 2000; Niki ve ark. 2005).
Lipid peroksidler daha sonra malondialdehid (MDA) ve 4-hidroksi nonenal gibi yikim
iirtinlerine dontisiirler. Bu yikim {iriinleri de DNA veya proteinlerle reaksiyona girebilirler
ve mutajenik ozellikler gdsterebilirler. Ug veya daha fazla ¢ift baga sahip yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu MDA iiriinii olusmaktadir. Bu da tiyobarbutirik asid reaktif
maddeler olarak isimlendirilir. Malondialdehid, lipid peroksidasyonunun siddetiyle orantilt
olarak artar, ancak spesifik degildir. Ayni zamanda membran bilesenlerinin
polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmasina neden olabilir (Masella ve ark. 2005).
Mitokondri ve endoplazmik retikulum membranlar1 ve plazmada bulunan lipidler,

peroksidasyonun ve ROS saldirilarinin ana hedefidir (Cherubini ve ark. 2004).
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2.7.7. Antioksidan Enzimler

Organizmada serbest radikallerin verecegi hasarin notralize edilebilmesi i¢in bazi
enzimatik ve non-enzimatik antioksidan savunma sistemleri gelistirmistir (Memisogullar1
ve Bakan, 2004). Antioksidanlar, oksidanlar1 tutarak daha zayif bir molekiile doniistiiriir
veya tamamen temizler. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz
(GSH-rediiktaz) ve GSH-peroksidaz enzimatik antioksidanlarken, bazi vitaminler (Vitamin
E, C ve karotenoidler), tiyol antioksidanlar (glutatyon, tiyoredoksin, lipoik asit gibi), dogal
flavonoidler, melatonin gibi molekiiller non-enzimatik antioksidanlar1 olustururlar (Mates
ve ark. 1999).

Antioksidanlar dort farkli mekanizma ile oksidanlar1 etkisizlestirebilirler.

1. Scavenging (temizleme) etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile cevirme seklinde olan bu
etki enzimler tarafindan yapilir.

2. Quencher (baskilama) etkisi: Oksidanlarin yapisina bir hidrojen vererek etkisiz hale
getirme seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan gerceklestirilir.

3. Onarma etkisi: Yapisal bozukluga ugramis yapilarda reaktifitenin ortadan kaldirilarak
rejenere etme Ozelligidir.

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlarla bag kurarak fonksiyonlarini engelleyen agir metaller
seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan gercgeklestirilir
(Taysi ve ark. 2002).

Iyi bir antioksidan serbest radikalleri belirli bir sekilde ortadan kaldirir, redoks
tepkime veren metalleri tutar, diger antioksidanlarin aktivitelerini tetikler, gen
ekspresyonunu pozitif etki eder, organizmada kolay emilir, membran ve sulu ortamlarda da

oldukca fonksiyoneldir (McCall ve Frei 1999).
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Enzimatik Reaksiyonu Fonksiyonu
Antioksidan
Siiperoksit 0, - in H)O5'e
dismutaz 20, +2H —° s 1.0, doniistimiini
(SOD) - - katalizler.
Katalaz (CAT) 2H,0, CAT 5 0,+2 H.O H»>0,°10; ve HyO’ya
o - - metabilize eder.
Glutatyon GSH indirgen esdegeri
pel'oksidaz H,O, +2 GSH GPx > GSSG + 2H,0 kullanarak
(GSH-Px) cT B hidroperoksitleri inaktive
eder.
Glutatyon GSSG’ den GSH' 1
B e GSSG + NADPH + H” — > 2GSH + NADP~ | [ejenere
(GR) eder.
Glutatyon-S- GSH ve alkilleme
transferaz(GST) | ROOH + 2GSH —S5T 3 GSSG + ROH + H-O araclarim ceker.

Sekil 2.9. Antioksidan enzimler, reaksiyonlar1 ve fonksiyonlari

Oksidatif stres ve reaktif oksijen ile nitrojen tiirleri kronik yangisal akciger
hastaliklarinin patogenezinde dnemlidirler (MacNee, 2001). Serbest radikaller akcigerlerde
ilk olarak epitel hiicrelere zarar verir ve bu hiicrelerin gegirgenligi arttirir. Bu hiicrelerde
redoks tepkimelere neden olarak kisa bir siire icerisinde bir¢ok serbest radikalin
olusumunu uyarir (Morrison ve ark. 1999). Solunum yollarindaki en 6nemli antioksidanlar:

katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyondur (Comhair ve Erzurum, 2002).

2.7.7.1. Siiperoksit Dismutaz

Bir metalloprotein olan SOD bir siiperoksit molekiilinii O? molekiiliine

yiikseltgeyip, diger siiperoksit molekiiliinii H202’e indirger. Ug tiir SOD enzimi vardir.

Birincisi mitokondride lokalize Mn-SOD, ikincisi sitozolde lokalize Cu-Zn SOD ve

ticilinciisii de plazmadaki vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’dir (Taysi ve ark. 2002).

SOD

02 +02 +2H > 02+ H202
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Bu dismutasyon reaksiyonu superoksit radikalinin anyon ve katyon formlarinin esit
oranda bulundugu pH 4,8’ de kendiliginden meydana gelebilir. Ancak fizyolojik sartlarda
yani pH'nin 7,35- 7,45 arasinda iken bu reaksiyon ¢ok daha yavas olusur. SOD enzimi
varliginda pH en az 7,4’te bu reaksiyon 4 kat daha hizli olur (Cherubini ve ark. 2005).

2.7.7.2. Katalaz (CAT)

Katalaz bitki ve hayvan hiicreleri ile aerobik bakterilerde bulunan bir enzimdir.
Katalaz esas olarak peroksizomlarda, daha az olarak sitozolde bulunur. SOD’in
olusturdugu H,0,’1 katalaz peroksidazlarla beraber oksijen ve suya parcalar. Her biri bir
prostetik grup olan ve yapisinda Fe™ bulunduran dort hem grubundan olusmus bir
hemoproteindir. Peroksizomlarda lokalizedir. Glutatyon peroksidazin H,O,’e kars1t Km’si
katalaza gore daha diisiiktiir. Yani diisiik konsantrasyonlarda H,O,’1 glutatyon peroksidaz
parcalar, yiiksek konsantrasyonlarda ise katalaz aktivitesi rol alir (Habif ve ark. 1997;

Mates, 1999).

2.7.7.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Peroksidaz)

Glutatyon peroksidaz her birinde selenosistein igeren dort alt birimden olusur.

Rediikte glutatyonu yiikseltgerken H O_’i suya gevirir. Béylece membran lipidlerini ve

hemoglobini oksidan strese kars1 korur (Akkus ve ark. 1996).

GSH-Px

H202+ 2GSH > GSSG + 2H20

Avitaminozis E durumunda glutatyon peroksidaz, hiicresel membranlar1 lipid
peroksidasyonuna karst korur. Eritrositlerde bulunan o6nemli antioksidanlardandir.
Glutatyon peroksidaz yetersizligi selenyum eksikligi sonucu olabilir. Ciinkii selenyum bu

enzimin bir integral pargasidir (Chao ve ark. 2002).
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2.7.7.4. Glutatyon Rediiktaz (GSH- Rediiktaz)

Yikseltgenmis glutatyonu indirgenmis forma doniistiiren bu enzimin hale ¢eviren
iki alt {initesi vardir. Her bir alt {inite NADPH baglayan, FAD baglayan ve ara yiiz alan
olmak iizere ii¢ tane yapisal alan igerir. Glutatyonun indirgenme reaksiyonu sirasinda
siklikla elektronlar NADPH’dan FAD’ye transfer edilir. Daha sonra alt {lnitelerdeki iki
sistein arasinda bulunan disiilfid kopriisiine transfer edilmek siiretiyle okside glutatyona

aktarilmis olur (Cherubini ve ark. 2005).
2.7.7.5. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Toksik metabolitlerle glutatyonun konjugasyonunu katalizleyen GST enzimi de
toksik metabolitlerin detoksifikasyonunda onemli bir antioksidan enzimdir (Van Haaften

ve ark. 2001).

2.7.8. Antioksidan Vitaminler
2.7.8.1. E Vitamini

Yagda ¢6zilinen vitamin oldugu i¢in hem selliiler hem de subselliiler membranlarda
ve lipoproteinlerin yapisina katilan antioksidan bir vitamindir. Membranlarda serbest
oksijen radikallerinin ana temizleyicisidir. En aktif formu a-tokoferoldiir ve zincir kirici
antioksidan fonksiyona sahiptir. Hidrofobik kismina hidrojenini kolaylikla verebilen -OH
grubu baghdir. Bu yiizden lipid peroksidasyonu sirasinda olusan peroksil ve alkoksil
radikalleri yag asidi yerine a-tokoferolle birleserek reaksiyon zinciri kirilmis olur (Van

Haaften ve ark. 2001; Singh ve ark. 2004).
o-tokoferol-OH + COO --nnmmmmmm- > a-tokoferol-O + COOH

Boylece a-tokoferol yeni bir radikal olan a-tokoferol-O e doniistiiriilmiis olur. Bu

radikalin ise bagka bir yag asidiyle birlesebilme aktivitesi diigiiktiir. Olusan bu tokoferoksil
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radikali membran yiizeyinde askorbik asitle (C vitamini) reaksiyona girerek tekrar

tokoferole doniismektedir (Singh ve ark. 2004).

a-tokoferol-O + Askorbik Asit ----------- > a-tokoferol + DH Askorbik Asit

2.7.8.2. A Vitamini (Karotenoid)

Karotenoidler goérme, lireme, biiyiime ve epitel dokusunun rejenerasyonu ig¢in
gerekli olan bilesiklerdir. Diyetteki retinoliin oksidasyonu sonucu olusan retinoik asit,
retinoidlerin gorme disinda diger etkilerinin ¢ofuna aracilik eder. a-tokoferolle

karsilastirildiginda oldukga zayif bir antioksidandir (Cherubini ve ark. 2005).

2.7.8.3. C Vitamini (Askorbik asit)

Askorbik asit; molekiiler oksijen, nitrat, sitokrom a ve c gibi bilesiklerin
indirgenmesine neden olan ve sulu ortamlarda serbest radikallerle reaksiyona girebilme
kabiliyetinde, suda eriyen bir vitamindir. Plazmada oksidan ajanlara kars:1 ilk antioksidan
defans1 olusturur. Diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)’nin oksidasyonunu onleyerek
ateroskleroza kars1 korunmada yardimci olur. Siperoksit ve hidroksil radikalleriyle
reaksiyona girip onlar1 temizleyen bir antioksidan olmasmin yani swra tokoferoksil
radikalinin tekrar tokoferole doniismesini saglar. Bu esnada kendisi de dehidroaskorbata
okside olur. C vitamini yetersizligi durumlarinda olusan tokoferoksil radikalleri tokoferole
dontismesi icin GSH ile reaksiyona girecek ve bdylece hiicredeki GSH miktarini

azaltacaktir (Steinberg ve ark. 1998; Kutlu ve ark. 2005).
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2.7.9. Glutatyon (GSH)

Bir tripeptid olan GSH (L-y-glutamil-L-sisteinglisin); hiicrede ROS’nin ve
elektrofillerin temizlenmesi, tiyol-disiilfid yapilarinin onarimi ve sinyal aktarimi gibi hiicre
icin cok dnemli fonksiyonlara sahip diisitk molekiiler agirlikli bir antioksidandir (Halliwell
ve Gutteridge, 1993). Hiicrelerde indirgenmis formda (GSH) bulunur ve non-enzimatik bir
antioksidandir. Glutatyon peroksidazin katalizliginde GSH, endojen {iretilen peroksidleri
indirgeyerek, kendisi de okside olarak hiicre membranmni lipid peroksitlere karsi korur.
Glutatyon etkin olarak hiicreyi koruyabilmesi i¢in biiyilk kismi glutatyon rediiktaz
katalizorliigiinde rediikte halde tutulur (Memisogullari ve ark. 2005; Vincent ve ark. 2004,
Cherubini ve ark. 2005).

2.7.10. Enflamasyon

Akcigerlerde LPS gibi endotoksinler, irritan molekiiller ve artan reaktif oksijen-
nitrojen tiirlerinin etkisiyle oksidan hasarin yani sira, transkripsiyon faktorleri (niikleer
faktor kappa B, NF-kB ve aktivator protein-1, AP1) araciligiyla enflamasyon da sekillenir.
Yangi baslatici sitokinler arasinda IL-1, IL-12 ve TNF-a 6nemli bir yer tutar (Gazzola ve
ark. 2010).

Enflamasyonun vaskiiler ve hiicresel cevabi, plazma hiicrelerinden c¢ikan ve
yangiya sebep olan bir uyaranla ve kimyasal faktorlerle ortaya c¢ikmaktadir. Bu gibi
kimyasal aracit molekiiller bir arada veya sirayla etki ederek yangisal yanitin gelismesine
neden olurlar (Aghabeigi, 1992). Enflamasyon ve tamir, viicudun Onemli savunma
mekanizmalaridir. Bununla birlikte alerjik reaksiyonlar nedeniyle, artmis reaktif yangisal
yanit enflamasyonun bir komplikasyonu olarak organ fonksiyonlarinda bozulma veya
yetmezlige, hatta dliime bile sebep olabilir. Ornegin, perikarditten sonra, kalbin ¢evresinin
yogun bag doku ile kaplanmas1 fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur (Mullington ve
ark. 2001). Enflamasyon, vaskiiler ve hiicresel olaylar olmak iizere iki ana olay1 igerir.
Vaskiiler olaylar, enflamatuar yanit siiresince vaskiiler akim ve permeabilite degiskenligini
kapsar. Kilcal arterlerde birka¢ saniyelik kisa siireli vazodilatasyon olusur ve erken
donemde 1s1 ile kizarikligin artisina neden olur. Dolasimdan ekstravaskiiler siviya protein
¢ikis1 nedeniyle eritrosit tutulumu ve kiimelesmesi meydana gelir ve nétrofiller endotel hat

boyunca dizilim gosterirler (Sekil 2.10). Daha sonra damar endotel hiicreleri arasma
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sizarak (emigrasyon) intersitisyel dokuya goc¢ (migrasyon) ederler (Sesle ve ark. 2001).
Vaskiiler permeabilite artisi, vazodilatasyon ve artmis kan akimi intravaskiiler hidrostatik
basinci, bu da kapillerden siv1 siiziilimiinii artirir. Bu sivi baslangigta transudat niteliginde
olmakla birlikte, kisa siirede damar duvar gecirgenliginin artmasi ile degisir ve proteinden
zengin sivi yani eksudat halini alir. Sonugta intravaskiiler ozmotik basing azalir ve
intersisyel ozmotik basing artarak intersitisyel sivi birikimine (6dem) neden olur (Kuralay
ve Cavdar 2006).

Enflamasyondaki hiicresel olaylarda lokositlerin yangi bdlgesine gogleri birincil
olarak dikkati ¢ceker. Lokositik olaylar, marjinasyon ve yuvarlanma, adezyon, emigrasyon,

fagositoz ve intravaskiiler yikim, 16kosit tirtinlerinin hiicre digina salinimidar.

Adezyon
3_774“-‘— X Emigrasyon

Endotel x L'
]

Endotel hiicre yiizeyindeki
kemotaktik ajanlar

Dokudaki diger
kemotaktik ajanlar

Sekil 2.10. Enflamasyon siirecinde 16kositlerin rolii (Kuralay ve Cavdar 2006).

Enflamatuar doku yanit1 olusturulmasinda aracilik eden kimyasal mediyatorlerden
ilki histamindir. Mediyatorler, hasarli dokudan, hiicrelerden veya plazmadan kdken alan
cesitli kimyasal maddelerdir. Biyolojik aktivitelerini kazanmak i¢in bir dizi proteolitik
degisiklikler gecirirler. Hiicreden koken alan mediyatorler normalde intraselliiler
graniillerde bulunur; ihtiya¢ oldugunda salgilanir veya bir uyariya kars1 yeniden sentez
edilirler. Aktive edilince ve hiicreden salminca bu mediyatorlerin ¢ogu kimyasal
degisiklige ugrar veya enzimler tarafindan inaktive edilir. Mediyatorlerin tiimii hedef

hiicrelerdeki spesifik reseptorlere baglanarak aktivite gosterirler. Bir kimyasal mediyator
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hedef hiicreyi etkileyerek ikincil mediyator liretimini uyarabilir. Bu ikincil mediyatorler
baslangictaki mediyatorlere benzeyebilir veya aynisit olabilir. Bununla birlikte karsit
aktivite gosterebilirler (Bienvenu, 1995; Kuralay ve Cavdar, 2006)

Vazoaktif aminler, histamin ve serotonin, akut enflamasyonun baslangicinda artmis
permeabiliteden sorumlu spesifik kimyasal mediyatorlerdir (Bienvenu, 1995). Histaminin
kaynagi kan damarlar1 etrafinda toplanmis olan konnektif dokudaki mast hiicreleridir.
Ayrica kan bazofilleri ve trombositleri de histamin sentezleyebilir. Mast hiicrelerinden
histamin salinimi mast hiicre degraniilasyonuna yol acan ¢esitli fiziksel uyarilar, mast
hiicrelerine antikor baglanmasini iceren otoimmiin olaylar, anafilatoksin gibi kimyasal
etkenler ve noétrofillerden salman katyonik lizozomal proteinler etkisiyle salinirlar.
Histamin arteriollerin dilatasyonuna ve veniillerin vaskiiler gecirgenliginin artmasina
neden olur. Histamin, eozinofiller i¢cin de kemotaktik etkiye sahiptir ve bu hiicrelerde
bulunan histaminazla inaktive edilir. Serotonin, trombositlerde ve mast hiicrelerinde
graniillerde granzim kesecikleri icerisinde bulunur. Trombositlerden serotonin ¢ikigini
takiben, kollagenle temas veya antijen-antikor kompleksleri ile temastan sonra uyarilir.
Paraziter ve alerji durumlar olan IgE aracili reaksiyonlarda mast hiicrelerinden
kaynaklanan trombosit aktivator faktor (TAF), trombositlerden histamin ve serotonin
salinimi ile trombosit kiimelesmesine neden olur. Plazma proteazlar1 ise yangisal yanitta
plazmadan bulunan mediyator cesitleridir (Takabayashi ve ark. 1996). Prekallikrein,
hageman faktoriin (Faktor 12) aktive olmasi aktif proteolitik formu olan kallikreine
doniisiir. Kallikrein, yiliksek molekiil agirlikli kininojeni damar gegirgenliginde etkili
bradikinine doniistiiriir. Bradikinin arteriolar dilatasyona, endotelyal diiz kas hiicre
kontraksiyonuna neden olur. Kallikrein kemotaktiktir ve in vitro kosullarda nétrofil
agregasyonuna da neden olur.

Kompleman sistem, bagisiklik ve enflamasyonda goérev alirlar. C3 aktivasyonu
diger kompleman birimleriyle etkilesimde oldugu icin en kritik olaydir. Kompleman
sistemin etkileri C3a ve C5a (anafilatoksinler) mast hiicrelerinden histamin salinimi ile
vaskiiler permiabilite artisina ve C5a kemotaktik faktor araciligiyla basta ndtrofiller olmak
iizere savunma hiicrelerinin endotele adezyonuna neden olurlar. Ayrica C3b bakteriyel
hiicre duvarma baglandiginda opsonin olarak (l6kosit ve makrofaj tizerindeki reseptorleri

tantyan molekiillerdir) hareket eder ve fagositozu saglar. Kompleks lipid cift tabakaya
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tutunarak membran iyon kanallar1 gegirgenligini arttirir ve lizise neden olur (Takabayashi
ve ark. 1996).

Yangida arasidonik asit metabolitleri (AA), enflamatuar uyar1 veya C5a gibi araci
molekiillerle fosfolipaz aktivasyonu sonucu membran fosfolipidlerinden agiga ¢ikan ¢oklu
doymamis yag asitleridir (Cheeseman ve Slater, 1993). Siklooksijenaz enzimi
katalizliginde arasidonik asitten Once prostaglandin G, olusur. Sonra peroksidaz ile
PGH;’ye doniisiir. PGH,’de spesifik enzimlerle daha stabil yapiya sahip olan PGI,,
tromboksan A,, PGE,, PGD,, PGF;,,’ya doniisiir. Bu doniistiiriicii enzimlerin ¢esitleri
farklidir. Ornegin; trombositlerde tromboksan sentaz fazladir ve iiriin c¢ogunlukla
tromboksan (TXA;)’dwr. Kuvvetli vazokonstriikktor ve trombosit agreganidir. Vaskiiler
endotel ise prostasiklin sentazi yiiksek miktarlarda bulundurur. Etkileri TXA;’nin
etkilerinin tersi olarak cereyan eder. PGE,, PGD,, PGF,, ise daha ¢ok damar ge¢irgenligini
ve dokulardaki 6demi artiric1 etki gosterirler. Aspirin ve indometazin gibi nonsteroid
antienflamatuarlar siklooksijenaz enzimini inhibe ederek prostaglandin ve tromboksan
sentezini inhibe ederler, ancak lipoksigenaz enzimini etkilemezler (Haeggstrom ve ark.
2002).

Sitokinler yangida onemli rollere sahip protein yapili aract molekiillerdir. Sitokin
sekresyonu, bakteriyel iiriinler, immiin kompleksler, toksinler ve fiziksel etmenlerce
uyarilabilirler. Sitokinler polipeptid yapida olup enflamasyonda en Onemli {yeleri
interlokinler (IL) ve tiimdr nekroz faktdr-alfadir (TNF-a). Ozellikle IL-1 ve TNF-o. birgok
ortak biyolojik 6zellikleri paylasan proenflamatuar (yangi baslatici) sitokinlerdir. Her ikisi
de aktive makrofajlar, lenfosit ve diger hiicre tipleri tarafindan olusturulurlar. Sitokinler
baslica ii¢ etkiye sahiptirler (Drenth ve ark, 1995; Armstrong ve ark; 1996). Birincisi
sistemik akut faz reaksiyonlarimi tetikleyici etkileridir. Aktive olmus makrofajlardan
salinan IL-1 ve TNF-a akut faz proteinlerinin kan degerlerindeki artisi, ates olusumu ve
istah kaybmdan sorumludurlar. Ikincisi; endotelyal etkilerdir. Lokositlerin adezyonuna,
prokoagiilan aktivitesine ve TAF aktivasyonuna etki ederler. Ugiinciisii; fibroblastik
etkileridir. Kollagen sentezi ve fibroblast proliferasyonunu arttirirlar. TNF-a bir¢ok hiicre
tipinde biiyiime ve farkhilasmay: diizenler. Ozellikle interferon-gama (IFN-y) ile birlikte
sitotoksik etki gosterir. Yapilan bazi calismalar, TNF-o’nin akut enflamasyonda ve
antitimoral immiinitede en 6nemli sitokin oldugunu gostermektedir. Notrofil ve endotel

hiicrelerini uyararak adezyon ve kemotaksisi yonetir. TNF-a, aktive monositler,
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makrofajlar ve daha az ¢ogunlukta aktive T hiicreler, B hiicreler, mast hiicreler, fibroblast,
keratinosit, kupffer hiicreleri, diiz kas, sinovial Ortii hiicreleri, alveolar hiicreler ve
bazofiller gibi bir¢ok hiicre tipinden salgilanmaktadir. Fibroblastlarm ve endotel
hiicrelerinin TNF-a aracili proliferasyonu yara iyilesmesinde 6nemlidir. Ayrica TNF-a,
endotelyal vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (VCAM) niin sentezinde dnemli bir uyaric1
etkiye sahiptir (Kuralay ve Cavdar 2006).

Proinflamatuar olan TNF-o’nin iretimi, IL-10, TGF-B, PGE, siklosporin A,
deksametazon, ibuprofen, metilprednizolon ve pentoksifilin tarafindan inhibe edilir. IL-1
ise baglica antijen sunan hiicreler (monosit ve makrofajlar, langerhans hiicreleri, dendritik
hiicreler, endotelyal hiicreler, T lenfositleri, dogal oldiiriicii hiicreler, astrositler ve
keratinositler) olmak tizere tiim ¢ekirdekli hiicrelerden sentezlenebilir (Dinarello ve ark.
2002; Gardner ve ark. 2003) IL-1; romatoid artrit, septik sok, periodontit, malignite,
asbestoz, tliberkiiloz ve AIDS’de hastaligin gelisimi ile iliskili olmakla birlikte akut
pankreatitte ¢oklu organ yetmezliginin fizyopatolojisinden sorumlu tutulmaktadir. IL-1’in
tilberkiilozda ve enflamatuar barsak hastaliklarinda epitel hiicrelerden akut faz
proteinlerinin ve sitokinlerin iiretimini artirdigi gosterilmistir (Dinarello ve ark. 2002).
Coziinebilir 1L-1 reseptorii hematopoezin stimiilasyonunda, radyasyonun oldiiriici
dozlarma karst korunmada ve kanser hiicrelerinin biiylimesinin durdurulmasinda
antienflamatuar ve immunosupresif tedavi i¢in gelistirilmistir (Gardner ve ark. 2003).

Yangmin uyarilmasinda diger etkili ara molekiil olan nitrik oksit, arjininin guanido
grubunda yer alan nitrojen atomu ile molekiiler oksijenin reaksiyona girmesi sonucu olusan
kisa omiirlii bir serbest radikaldir. Nitrik oksit olusumunu katalize eden enzim ise nitrik
oksit sentaz (NOS) olarak bilinmektedir. Bu enzimin endotel hiicrelerinde e-NOS,
noronlarda nNOS ve uyarilabilir form olan iINOS olmak iizere, ii¢ alt tipi bulunmaktadir
(Celik ve Erdogan, 2008). Akcigerlerde yiiksek seviyede NO iiretiminden sorumlu hiicreler
epitel hiicreleri makrofajlar, monositler ve eosinofillerdir (Coleman, 2002). Epitel
kiiltiirlerinde TNF, IL-1p, interferon y gibi sitokinlerin iNOS ekspresyonunu indiikledigi,
buna karsin glukokortikoid, IL-13 ve IL-14’ii ise inhibe ettigi gosterilmistir (Berkman ve
ark, 1996). Mast hiicreleri diger hiicre tiplerine gore enflamasyon ve IgE aracili alerjik
reaksiyonlarda oOzellesmis hiicreler olarak bilinmektedir. Nitrik oksidin mast hiicre
aktivasyonunu inhibe edici etkileri ile ilgili calismalarda, siganlara kimyasal NO

uygulanmast sonucunda mast hiicre degraniilasyonu ve mast hiicre bagimli vaskiiler
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endotele l6kosit adezyonunda inhibisyon meydana geldigi gosterilmistir (Metcalfe ve ark.
1997). Nitrik oksidin mast hiicre aktivasyonunu inhibe edici fonksiyonu yaninda superoksit
radikali ile reaksiyona girerek reaktif radikal tiirlerinin olugmasi1 ve doku hasarina yol
actig1 gosterilmistir. Ayrica NO’in noroblastoma hiicrelerinde p53 araciligi ile apoptozu
indiikleyici etkisinin gosterilmesine ragmen, apoptoz gerceklesmesinde rol oynayan
kaspazlarin aktivasyonlarini engelleyerek apotozu engelledigi de bildirilmistir (Wang ve
ark. 2003). NO’in c¢ok yiiksek konsantrasyonlarda endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri,
hepatositler ve fibroblastlar gibi cok farkli hiicre tiplerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu
ve poliaminlerin sentezinde gorevli ornitin dekarboksilaz enzimini inhibe ederek hiicre
proliferasyonunu azalttig1 gosterilmistir (Stadler ve ark. 1991). Nitrik oksit ayn1 zamanda
norotransmitter gibi hareket eden difflizyon 0zelligi olan molekiildiir. Etkisini,
norotransmitterlerden farkli olarak, postsinaptik membrandaki spesifik reseptorlere
baglanip, hem pre hem de postsinaptik elementlerin diffiizyonunu artirarak hareketlerini
saglayarak gerceklestirir.

Akcigerlerde Gram (-) bakterilerin hiicre duvar1 dig ylizeyinde bulunan ve
endotoksinden sorumlu komponenti LPS, proenflamatuar sitokinlerden TNF-a ve IFN-y
ekspresyonlarinda uyarima neden olarak yangi olusturur (Pechkovsky ve ark. 2000).
Beraprost gibi prostasiklin analoglart NF-xB uyarimmi baskilayarak proenflamatuar

sitokinlerin gen ekspresyonunu baskilamaktadir (Sekil 2.11) (Ohta ve ark. 2005).
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2.8. Prostasiklinlerin Apoptoz Uzerine etkileri

Apoptoz (programli hiicre 6liimii), istenmeyen, hasarli ve hastalikli hiicrelerin

ortadan kaldirilmasini diizenleyen bir savunma mekanizmasidir. Bu nedenle fizyolojik ve
patolojik siireclerde olduk¢a Onemlidir (Mohan ve ark. 2009). Kaspazlar apoptozun
baslaticis1 ve sonlandiricis1 olarak bu mekanizmada merkezi bir rol iistlenmektedir.
Kaspazlarin aktive olabilmesi i¢in ii¢ mekanizma vardir. Bunlardan ilki ekstrinsik yolak
ikincisi intrinsik (mitokondriyal) yolaklardir (Schneider ve Tschopp, 2000).
Intrinsik yolagin tetikleyicileri ise oksidatif stres, serbest radikaller gibi uyaricilardir. Bu
yolak sitokrom-c gibi proapoptotik molekiillerin sitoplazmaya salmimi ve mitokondriyal
membran potansiyelinin (MMP) azalmas1 ve yetersiz ATP tretimi ile iliskilidir (Daniel ve
Korsmayer, 2004; Hwang ve Yen 2008). Sitokrom-c nin salinimi apoptoz proteaz aktive
edici faktor (APAF-1) ve kaspaz 9’un aktif haliyle bir araya gelerek kaspaz 3’ii aktive eder
ve apoptoz sekillenir (Kroemer ve ark. 2007).

Lipopolisakkarid, intrinsik apoptotik yolag1 kaspaz-3 ile uyarir, ancak prostasiklin
ve analoglar1 kaspaz-3 ekspresyonlarini baskilayarak antiapoptotik etkinlik gosterirler

(Chen ve ark. 2009).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hiicre Kiiltiirii

Arastirmada insan alveoler bazal epitelyal hiicre hatt1 (A549) kullanildi. Skuamoz
tip goriinlise sahip akciger alveollerini kaplayan bu hiicreler; su ve elektrolitler gibi
maddelerin difiizyonundan sorumlu olmakla birlikte stirfektan madde salimimiyla akciger
alveollerini ekstrinsik etkenlerden korumaktadir. Calismada kullanilan akciger epitel

hiicreleri Dr. Mazella C. tarafindan Paris, Fransa’dan temin edildi.
3.2. Hiicre Pasaj1

Alveoler hiicreler, %10 oraninda 1s1 ile inaktif edilmis fotal sigir serumu (FCS-
Sigma) ve 100 IU/ml penisilin/streptomisin igeren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) besi medyumunda (tam besi yeri) 37 °C, %5 CO, ve %95 hava bulunduran steril
etiivde inkiibe edildi. Hiicrelerin cogaltilmasi icin yaklasik 1x10%ml sayida hiicre 20 ml
medyum bulunan 75cm’ steril flasklara eklenerek ii¢ giinde bir medyum degistirilmek
kosuluyla inkubasyona birakildi. 3-4 gilin siireyle hiicre iiremesi yeterli yogunluga
ulastiginda 1/3 oraninda pasajlandi. Calisma gruplari olusturulurken flask tabanina yapisan
hiicreler 1-2 ml/75 cm” flask % 0,025 tripsi/EDTA kullanilarak kaldirilds, toplanarak 400
g ve oda wsisinda 5 d siireyle santriflij edildi. Stipernatant kisim atilarak dipte kalan hiicre
peleti 1 ml taze komple medyum ile kaldirilarak homojen olmasi1 saglandi. Hiicre sayimi
hemositometrede tripan mavisi ile belirlenerek deneme gruplari i¢in ihtiya¢ duyulan hiicre

sayisi flasklara eklendi.

3.3. Denemede kullamlan kimyasallar

3.3.1. Lipopolisakkarid (LPS)

Arastirmada A549 hiicrelerinde oksidatif stres ve yangi olusturmak amaciyla LPS
0,1-1-5 pg/ml konsantrasyon araliginda uygulandi. 24 s’lik inkiibasyon sonrasi, 1 pg/ml
konsantrasyonunun ¢alisma i¢in uygun oldugu yapilan viabilite kontrolleri sonucu tespit

edildi. Yapilan bir¢ok caligmada LPS’in bu konsantrasyonunun patolojik diizeyde sitokin
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salmimini uyardig1 rapor edilmistir. LPS uyarimi ile olusan TNF-a, IL-1p ve IL—6

sitokinlerinin salinimi enflamasyonda 6nemlidir (Yeh ve ark. 2011).

3.3.2. Beraprost Sodyum (BPS)

Arastirmada kullanilacak uygun BPS diizeyi yapilan denemeler sonucu 24 s
inkiibasyon uygulamalarinda 10 uM olarak belirlendi. Stok ¢ozelti DMSO’da 10 pM
konsantrasyonla ¢ozdiiriilerek hazirlandi. Calisma siiresince 10 pM konsantrasyonu hiicre

medyumuna uygulanilarak inkiibasyon siireleri baglatildi.

3.4. MTT Viabilite Testi

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) kullanilarak bir hiicre toplulugundaki
canli hiicrelerin oram1 kolorimetrik yOntemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu
yontem saglikli hiicrelerde mitokondrial rediiktazlar tarafindan MTT’nin tetrazolium
halkasmi parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu reaksiyon mitokondrial bir enzim
olan siiksinat dehidrogenaz aktivitesine bagimlidir (McGahon ve ark. 1995). Tetrazolium
halkasinin pargalanmasi sonucu soluk sar1 renkli MTT boyas1 koyu mavi-mor formazan
irlinline doniismektedir. Calismada A549 hiicrelerine 24 s farkli konsantrasyonlarla LPS

ve BPS eklenerek hiicre canlilik oranlar1 arastirildi.

3.5. Homojenat hazirlama

inkiibasyon sonrasi hiicreleri yapismis olduklari 25 cm®lik flask tabanindan
kaldirmak icin 300 pl tripsi/EDTA (% 0,25) (Sigma) eklenerek 1-2 d beklendi. Daha
sonra flasklar {izerinde hafif ¢irpma hareketleriyle hiicrelerin kalkmalar1 saglandi. Bu
hiicreler pipet ile toplanarak ependorf tiiplere aktarildi. Daha sonra oda 1sisinda 5 d siireyle
400 g devirde santrifiij edilerek hiicre peletleri elde edildi. Homojenatlar PBS ile 2 kez
yikandiktan sonra tekrar santrifiij edildi ve lizerlerine icerisinde %1 triton X-100 (Merck),
50 mM HEPES pH 7.2, 10 mM EDTA, 100 mM NaH,PO4-2H,0 ve % 8 oraninda proteaz
inhibitor kokteyli (aprotinin, fenilmetansiilfonilflorid (PMSF), leupeptin, sodyum florid
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(Merck) bulunan lizis bafir eklendi. Deterjanla ¢oziinmeyen hiicresel proteinler 12 000 g,
4°C’de 10 d siireyle santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi. Siipernatantlarin protein

diizeyleri Bradford metodu ile 6lgtldii.

3.6. Nitrik Oksit (NO) Diizeylerinin Belirlenmesi

Akciger hiicrelerinin bulundugu flasklardan farkli deneme gruplarinin 24 s

inkubasyon sonucu elde dilen medyumlardaki NO seviyelerinin dl¢iimiinde, bilesigin

yarilanma Omriiniin ¢ok kisa olmas1 nedeni ile nitrit (NOz_) ve nitrat (NO3_) diizeylerinin
saptanmastyla hesaplanmaktadir. Bu amacla Kostas ve Wakid (1990) tarafindan gelistirilen
Griess metodu uygulama i¢in se¢ildi. Bu metod takip edilerek; kadmiyum graniilleri (2-25
g), siizgec kagidindan siizdiiriilerek ii¢ kez deiyonize su ile yikandi. Daha sonra graniiller
glisin-NaOH tampon II (15 g/L, pH=9,7) i¢inde 5 mmol/L CuSO, soliisyonunda 5 d
karistirilarak aktive edildi. Her deneme grubundan 300 pl 6rnek alinarak, tizerlerine 250 pl
(75 mmol/L) ZnSO4 ve 350 ul 55 mmol/L NaOH eklendi. Bu karisim 10000xg rotor
hizinda 4 °C’de 3 d santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlardan 750 pl pipetlenerek farkl
ependorf tiiplere alind1 ve iizerlerine 250 pl glisin tampon I (45 g/L pH: 9,7) ilave edildi.
Bu tiiplere daha once anlatildigi gibi aktiflestirilen kadmiyum graniillerinden bir pens
yardimiyla her tiipe bir graniil olacak sekilde eklendi. Bu sekilde 10 d karistirildiktan sonra
hazir hale gelen 6rneklerden 300 pl alinip {izerlerine 1125 pl ayrag 1 (N-naftil etilen
diamin) ve 1200 pl ayrag¢ 2 (Silfanilik asit, 3 mmol/L HCL) eklenerek; kore karst 546 nm
151k dalga boyunda absorbans 6l¢iimleri yapildi. Elde edilen veriler pmol/L cinsinden

hesaplanip kaydedildi.

3.7. Glutatyon (GSH) Analizi

Indirgenmis glutatyon (GSH) diizeylerinin 6lgiimii, Sedlak ve Lindsay (1968)
tarafindan gelistirilen metod takip edilerek yapildi. Bu yOntemin prensibi, reaksiyon
ortamina ilave edilen 5,5-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)’in ortamda bulunan

stilfidril gruplar1 tarafindan indirgenmesi sonucu, 1 mol siilfidrile karsilik 1 mol 2-nitro-5-
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merkaptobenzoik asit olusumuna dayanmaktadir. Ozetle metodta su asamalar takip edildi.
Elde edilen siipernatantlardan 250 pl alinip ayni miktarda % 10’luk triklor asetik asit
(TCAA) ile karistirilarak 8600 rpm rotor hizinda 15 d santrifiij edildi. Deproteinize edilen
ornekler 250 pl almip temiz tiiplere aktarilarak tizerlerine 2 ml 0.3 M’lik Na,HPO, ilave
edildi. Bu karisimlara 250 pl DTNB eklenerek vorteks yardimiyla tam olarak karisimlari
saglandiktan sonra 5 d oda 1sisinda bekletildi. Sonrasinda ise 410 nm 151k dalga boyunda

spektrofotometrede distile suya kars1 degerler okunarak kaydedildi.

3.8. Katalaz (CAT) Aktivitesi Analizi

Farkli test gruplarindan 24 s inkiibasyon sonucu elde edilen hiicre homojenatlarinda
katalaz aktivite tayini Luck (1965) tarafindan gelistirilen metod kullanilarak yapildi. Bu

yéntemin prensibi H O “in 151k spektrumunun ultraviyole dalga boyunun azalmasiyla artan
bir absorbans vermesine dayanir. Uygun bir tampon i¢inde (PBS) bulunan HzOz’nun

ornekte bulunan katalaz etkisiyle yikilmasi sonucu 240 nm absorbansta azalma goriiliir. Bu
azalis hiz1 katalaz aktivitesi ile dogru orantili olarak kabul edilir.

Fosfat tamponu (1/15 mmol/L; pH=7) i¢in 3.522 g KH PO, ve 14.61 g Na HPO
2 4 2 4

distile suda ¢ozdiiriildii ve 1 L’ye tamamlanarak pH 7’ye ayarlandi. Fosfat tamponunda

H O, ¢ozeltisi (10 mM), % 30’luk H O, ¢Ozeltisinden 0.16 ml alinarak daha &nce

hazirlanmis olan fosfat tamponunun 100 ml’sinde seyreltildi. Her 6rnegin analizinden 6nce
ornekte bulunabilecek maddelerin neden olabilecegi absorbans yilikselmesi saptamak ve
sadece Ornekten kaynakli farkin elde edilmesi amaciyla her 6rnegin kor deney tiipleri
hazirlandi. Bunun 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

sifirland1. Test isaretli quartz kiivetlere ise 2.95 ml fosfat tampon i¢inde hazirlanmig HZO2

cozeltisi kondu ve tizerlerine 50 ul 6rnek eklenerek homojen olmasi i¢in kiivetler alt-iist
edilerek spektrofotometreye yerlestirildi. 240 nm 151k dalga boyunda 30 s icinde
absorbanslarda meydana gelen azalmalar takip edilerek “k” hiz sabiti elde edildi. Okunan

degerler pmol/mg protein cinsinden hesaplanarak kaydedildi.
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3.9. Malondialdehit (MDA) Analizi

Aerobik sartlarda pH 3,4’te tiobarbutiirikasit (TBA) ile Orneklerin 95 °C’de
inkiibasyonu sonucu, eger lipid peroperoksidasyonu varsa sekonder bir {iriin olarak olusan
MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks olusturur. Bu kompleks spektrofotometrede 532
nm dalga boyunda 6l¢iiliir (Ohkawa ve ark. 1979). Elde edilen hiicre homejenatindan 10
ml’lik cam tiiplere 0,5 ml ilave edildi. Uzerine 2,5 ml TCAA ve 1 ml TBA eklendi (kor
tiipe hiicre homojenat1 yerine 0,5 ml TCAA eklendi). Kaynayan su banyosunda 30 d
inkiibe edildikten sonra hizli bir sekilde buz ile sogutuldu ve iizerlerine 4’er ml n-biitenol
eklendi. Daha sonra tiipler 3000 rpm’de 10 d santriifiij edildi. n-biitenol tabakasi
spektrofotometrenin 535 nm 151k dalga boyunda okundu.

3.10. Total Antioksidan Seviye (TAS) Analizi

Ferro-dianisidine kompleksi, hidrojen peroksit ile Fenton tipi reaksiyon olusturarak
OH’ radikalini olusturur. Bu giiglii reaktif oksijen tiirii diisiik pH’da renksiz o-dianisidine
molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidil radikallerini meydana getirirler.
Bu radikaller ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumunu arttwrmaktadir
(Benzie ve Strain 1996). TAS diizeyleri yukarida belirtilen prensiplere dayanan ticari kitler
(Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak analiz edildi.

3.11. RNA izolasyonu

Inkiibasyon sonucu RNA izolasyonunda deney gruplarinin bulundugu 75 cm®’lik
flasklardaki medyumlarin atildi ve hiicreler bir kaziyic1 yardimi ile kazindiktan sonra
ependorf tiiplere alindi. Uzerlerine 1 ml RNA izolasyon reaktifi (Trizol Reagent-SIGMA)
eklendi ve vorteksle karistirildi. Tiipler oda 1sisinda 5 d bekletildikten sonra 12000xg, 4°
C’de 10 d santrifiij edildi. Siipernatantlar temiz tiiplere aktarilarak oda isisinda 5 d
bekletildi ve iizerlerine 0,2 ml kloroform ilave edilip, 15 s siireyle vortekste karistirildi.
Oda 1s1isinda 15 d bekletildikten sonra drnekler 12000xg, 4 °C’de 15 d santriflyj edildi.
Santrifiij sonras1 meydana gelen ii¢ fazdan iistteki renksiz faz (RNA icerir) yeni ependorf

tiiplere alinip, lizerlerine 0,5 ml izopropanol ilave edildi. Tiipler oda 1sisinda 5-10 d stireyle
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tutulduktan sonra 12000xg 10 d siireyle santrifiij edilerek peletlerin olugsmasi saglandi.
Peletler iizerindeki siipernatantlar alinip pelet halindeki RNA’lar % 75’lik etil alkol ile
yikandi. Vorteks edilip, 7500xg’de 5 d stireyle santriflij edilip, siipernatantlar atildiktan
sonra RNA’lar 10-15 d siireyle hava akiminda kurutuldu. Her tiipteki RNA peletleri
iizerine 25-30 ul DEPC su (dietilpirokarbonatli) ilave edilip, birkag kez al-ver
muamelesiyle pipetlenerek coziinmeleri saglandi. Total RNA miktarlar1 ve safliklar1
spektrofotometrede (ODysp ve OD,gp nm’de) belirlendi. RNA/DNA oranlar1 1.7-2.0
araligindaki olan Orneklerin safligi yiiksek kabul edilip cDNA (tamamlayici DNA)

sentezinde kullanildi.

3.12. cDNA Sentezi ve Reverz Transkripsiyon (RT-PCR)

Elde edilen total RNA’lardan cDNA sentezi (Fermentas) eldesinde; otoklavlanmig
0.2 ml ependorf tiiplere her bir 6rnek tiipiinden 1-2 pg total RNA’y1 saglayacak miktari
almip eklendikten sonra {izerlerine 1 pl oligo (dT 18) primer eklendi. Daha sonra bu
tiiplerdeki hacim DEPC su ile 12 pl’ye tamamlandi. Karigim 3-5 s 13000 g’de santrifiij
edilip termal sayklirda (Toshiba) 70° C’de 5 d reaksiyona tabi tutuldu. Siire sonunda
karisim buz i¢inde sogutulup, santrifiij edilerek tiipiin dibinde toplanmasi saglandi. Tiipiin
iizerine 5x reaksiyon tamponu, ribolock riboniiclease inhibitér (20 U/ul), 10 ul dANTP
karisimi konulup karistirildi ve kisa siireli santrifiij edildi ve termal sayklirda 37° C’de 5 d
tutuldu. Daha sonra tiipler buz icerisine alarak tizerlerine 1 pl revertAid m-multi-v reverz
transkriptaz ilave edildi. Termal sayklirda 42° C’de 60 d siire ile RNA’lar cDNA' lara
doniistiiriildii. cDNA sentezinin tamamlanmasi i¢in tiipler 70°C’de 10 d inkiibe edildikten
sonra PCR kullanimina hazir hale getirildi ve kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza

edildi.
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3.13. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi, genetik materyaller (DNA ve RNA)
iizerinde secilmis bir bdlgenin in vitro sartlarda ilgili gen bdlgelerine spesifik
oligoniikleotid primerler ve Tag polimeraz enzimi kullanilarak bir otomatik termal
sayklirda ¢ogaltilmasi1 esasina dayanan metottur. PCR reaksiyonunda temel olarak ii¢
basamaktan olugmaktadir. Birincisi denatiirasyon (DNA c¢ift zincirinin ac¢ilmasi), ikincisi
primerlerin spesifik olduklar1 gen bdlgesine yapismasi (annealing) ve iiglinciisii ise zincir
uzamasi (extention)’dir. Spesifik olmayan yapismalarin olmamasi i¢in dongli sayisi
genellikle 30-40 olacak sekilde smirlandirilir. Kisaca PCR reaksiyonu ig¢in test tiipler su
sekilde hazirland1. Orneklerden elde edilen cDNA’lardan 1 ul almarak, iizerlerine 0.5 U
DNA Tag polimeraz igeren Syber Green PCR mastermiks (Fermentas) ve mRNA iizerinde
cogaltilmak istenen genlere spesifik bir ¢ift primer (oligoniikleotid) ilave edildi.

Reaksiyonda 100 ng diizeyinde TNF-a, IFN-y, COX-2, IL-1PB ve Kas-3 spesifik
primerleri literatiirde belirtilen baz dizgeleri sentezi yaptirilarak kullanild1 (Cizelge 3.1).
DNA amplifikasyonu PCR yontemi ile ger¢ek zamanli PCR sistemi (Real-Time PCR,
Bioer) kullanilarak yapildi. Amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon

egrilerine ait kopya esigi (Ct) degerleri karsilastirilarak, hedef genlerin mRNA

transkripsiyon diizeylerinin nisbi degisimleri 2-PDCt metodu ile hesaplandi (Paftl, 2001).

Bu hesaplamada; “DDCt - (Cthedef gen — CtB—actin)de“ek grubu — (Cthedef gen — CtB—actin) kontrol grubu”

formiilii uygulandi; hesaplanan deger her bir gen i¢in 2-PPCt formiiliine uygulanarak mRNA
transkripsiyon diizeyi misli olarak artis, ya da azalis seklinde belirlendi. Her 6rnek icin
kontrol olarak kabul edilen B-actin geni (housekeeping gen) diizeltme i¢cin kullanilarak
transkripsiyon seviyesi istenilen genlerdeki transkripsiyon seviyeleri hesaplanarak
kaydedildi. Real Time PCR sisteminde Syber Green (Fermentas) boyasi ¢ift iplikli DNA
parcasina baglanarak elektriksel uyari sinyali ile birlikte floresan 1s1ma yapar ve bu 1s1ma
sistemin lazer dedektorii tarafindan algilanarak bilgisayar ortaminda grafik formatina
cevrilir. Olgiilen floresans siddeti PCR iiriiniiniin miktar1 ile dogru orantilidir. Daha sonra

gruplar arasindaki farklar misli (kat1) cinsinden tablolarda verildi.
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3.14. istatistiksel Metod

Arastirmada elde edilen veriler, SPSS 13.0 (Statistical Package for Social Sciences)
programinda, One-way ANOVA varyans analizi yontemi kullanilarak ger¢eklestirildi.
Gruplar arasindaki istatistiksel farklar Duncan testi ile tespit edildi. p<0.001 degeri
istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi. Degerler ortalama + standart hata (S.E) seklinde
kaydedildi.
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Hedef Gen Primer sekanslari PCR programlan

Geri primer 5" CCT TGG TCT GGT AGG AGA CG 3’ Baslangic 95°C 10d

TNF-a fleri primer 5" CAG AGG GAA CAG TTC CCC AG 3’ 95°C 45sn-60°C 1d
72°C 45sn (35 siklus)

Geri primer 5> GGG TTG GGG GTG TGG TGA TGT 3° Baslangi¢ 95°C 10d

IFN-y fleri primer 5 TCC GAG GCA AAC AGC ACATTCA 3 95°C 15sn-58°C 1d
72°C 30sn (35 siklus)

Geri primer 5 CAC AAA AGA ACT GGA TGA AC 3’ Baslangic 95°C 10d

Kaspaz-3 fleri primer 5’ACA TGG CGT GTC ATA AAA TAC 3 95°C 45sn-60°C 1d
72°C 45sn (40 siklus)

Geri primer 5°GGT CAT TCT CCT GGA AGG TCT GTG GGC 3’ Baslangic 95°C 10d

IL- 1p fleri primer 5" GCA AGC GCT TCA GGC AGG CGG CG 3’ 95°C 45sn-55°C 1d
72°C 45sn (35 siklus)

Geri primer 5" TCA TCA GGC ACA GGA GGA AG 3’ Baslangic 95°C 10d

COX-2 fleri primer 5 TGA AAC CCA CTC CAA ACA CAC AG 3’ 95°C 45sn-54°C 1d
72°C 45sn (35 siklus)

Geri primer 5> CGT GGC CAT CTCTTGCTC GAAG ¥ Baslangi¢ 95°C 10d

p-actin fleri primer 5" CAT CGT CAC CAA CTG GGA CGA C 3’ 95°C 45sn-55°C 1d
72°C 45sn (35 siklus)

Cizelge 3.1. Gergek zamanli PCR analizlerinde kullanilan primer baz dizgeleri ve PCR kosullar
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4. BULGULAR

4.1. Spektrofotometrik Analizler

4.1.2. Farkh Konsantrasyonlar ve Siirelerdeki LPS’in Hiicre Viabilitesi Uzerine EtKisi

Bir giin 6nceden 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekilen akciger epitel hiicreleri (50x10°)
lipopolisakkaridin 0.1-1 ve 5 ug/ml konsantrasyonlar1 3, 24 ve 48 s siiresince inkiibasyona

tabi tutuldu. Siire sonunda hiicre viabiliteleri MTT yontemiyle analiz edildi.

0,3 -
0,25 -
=
=
>
o 02 -
Q
=)
£ 0,15
=
£
> 01 -
5
E‘p

0,05 -

O = T T
K LPS 0,1 pg/ml LPS 1 pg/ml LPS 5 pg/ml

Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda LPS uygulamasinin hiicre viabilitesi iizerine etkileri (3 s)

Ug saatlik inkiibasyondan sonra yapilan MTT analizinde, kontrol grubuna (0,23 +
0,003) gore LPS’in 0,1 pg /ml (0,23 £+ 0,002), 1 pg/ml (0,24 + 0,002) ve 5 pg/ml (0,24 +
0,002) konsantrasyonlar1 uygulanan gruplardaki canlilik oranlarinda istatistiksel olarak fark

olmadig tespit edildi (p>0.05-Sekil4.1).
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda LPS uygulamasinin hiicre viabilitesi iizerine etkileri (24 s)

Yirmidort saatlik MTT testinde, kontrol grubuna (0,17 + 0,001) gére LPS’in 0,1 pg
/ml (0,22 £+ 0,003), 1 pg/ml (0,25 £ 0,001) ve 5 pg/ml (0,21 + 0,002) konsantrasyonlari
uygulanan gruplardaki canlilik oranlarinda artis oldugu saptandi (p<0.001). Gruplar arasinda
LPS’in 0,1 pg /ml (0,22 £ 0,003) ve 5 ug/ml dozunun kullanildig1 grupta (0,21 + 0,002)
farklarin oldugu, ancak 6nem diizeyinin diisiik oldugu belirlendi (p<0.05- Sekil 4.2).
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda LPS uygulamasinin hiicre viabilitesi iizerine etkileri (48 s)

Lipopolissakkaritin farkli konsantrasyonlarinin 48 s uygulanmasi sonunda yapilan
MTT testinde, kontrol grubuna (0,16 £+ 0,001) goére LPS’in 1 pg/ml (0,20 + 0,001) ve 5 pg/ml
(0,19 £ 0,002) konsantrasyonlarinin eklendigi gruplarda 6nemli diizeyde artis oldugu saptand1
(p<0.001- Sekil 4.3). Gruplar arasinda LPS’in 0,1 pg/ml (0,17 + 0,003) grubu ve kontrol
grubu arasinda (0,19 £+ 0,002) daha az anlamli bir farkin oldugu tespit edildi (p<0.05- Sekil
4.3).
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4.1.3. Farkh Konsantrasyonlardaki BPS’in Hiicre Viabilitesi Uzerine EtKisi

Bir giin onceden 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda bulunan akciger epitel hiicreleri
(50x10°%) beraprostun 1-10 ve 100 uM konsantrasyonlari eklendi ve 24 s inkiibasyona tabi

tutuldu. Siire sonunda hiicre canlilik oranlart MTT yontemiyle tespit edildi.

0,25 -

0,2 -

0,15 -

0,1 -

0,05 -
0

BPS 1 yM BPS 10yM  BPS 100 uM

Hiicre Viabiltesi (OD 570 nm)

Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda BPS uygulamasinin hiicre viabilitesi iizerine etkileri (24 s)

Beraprostun farkli konsantrasyonlarinin  hiicre viabilitesi iizerine etkilerinin
arastirildig1 ¢aligmada, kontrol grubuna (0,20 + 0,002) gore BPS’in 10 uM (0,16 £ 0,006) ve
100 uM (0,15 £ 0,005) eklenen gruplarda anlamli derecede azalirken (p<0.001), 1 uM (0,19 +
0,006) dozun kullanildig1 grupta daha diisiik diizeyde azalma oldugu saptandi (p=0.001- Sekil
4.4).
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4.1.4. BPS ve LPS’in Hiicre Viabilitesi Uzerine Etkileri

Akciger hiicrelerine BPS (10 puM) verilerek 30 d siiresince 6n uygulamaya tabi
tutulmasi sonrasinda LPS (1 pg/ml) uygulanarak 24 s inkiibasyona tabi tutuldu. Siire sonunda

MTT yontemi ile hiicre viabiliteleri kontroller yapildi.

BPS

+ BPS

0,25 -

0,2 -
0,15
0,1 -
0,05 -
0 T

Kontrol LPS

Hiicre Viabiltesi (OD 570 nm)

Sekil 4.5. LPS ve BPS uygulamasmin hiicre viabilitesi {izerine etkileri (24 h)

Inkiibasyon siiresi sonunda hiicre viabilitesinin LPS uygulanan grupta (0,21 + 0,003)
kontrol grubuna (0,17 £ 0,003) gore anlamli derecede arttig1 (p<0.001), sadece BPS eklenen
grupta (0,16 + 0,005) ise kontrol grubuna gore anlamhi dlgiide azaldig: tespit edildi (p<0.05).
BPS sonras1 LPS eklenen grupta ise (0,16 £ 0,002) bu farkin anlamli derecede azaldigi
saptand1 (p<0.05-Sekil 4.5). Kontrol, LPS: 1 npg/ml Lipopolisakkarid, BPS: Beraprost
Sodyum 10 uM, +BPS: 1 ug/ml LPS+10uM BPS.
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4.1.5. LPS ve BPS Uygulamasinin Nitrit Diizeyi Uzerine Etkileri

Akciger epitel hiicrelerine LPS uygulamasindan 30 donce BPS ilave edildi ve kiiltiir
kaplarinda 24 s siireyle inkiibasyona birakildi. Siire sonunda hiicreleri besleyen medyumlar

toplanarak nitrit diizeyi Griess yontemiyle arastirildi.
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IS %)

e
N
1

Kontrol LPS BPS +BPS

Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda LPS uygulamasinin nitrik oksit {izerine etkileri

Inkiibasyon siiresi sonrasinda nitrit diizeyi kontrol grubunda (0,59 + 0,01), LPS
grubunda (1,42 + 0,02), BPS grubunda (0,94 + 0,02) ve +BPS grubunda (0,67 + 0,01) olarak
tespit edildi. Elde edilen degerlere gore nitrit diizeyi kontrol grubuna gére LPS ve BPS
gruplarinda anlamli derecede (p<<0.001- Sekil 4.6) artarken, BPS sonras1 LPS eklenen grupta
ise bu artisin anlamli derecede azaldigi tespit edildi (p<0.05- Sekil 4.6). Kontrol, LPS: 1
png/ml Lipopolisakkarid, +BPS: 1 pg/ml LPS+10uM BPS
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4.1.6. LPS ve BPS Uygulamasinin GSH Uretimi Uzerine Etkileri

Akciger hiicreleri bir gece dnceden 25 cm”’lik flasklara (7x10° hiicre) ekildi. Sonraki
giinde hiicreler kontrol, BSP, LPS ve BPS sonras1 LPS eklenen gruplar olarak ayrilarak 24 s

inkiibasyona tabi tutuldu. Siire sonunda hiicreler homojenize edildi ve GSH analizi yapildi.

1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60

0,40

Glutatyon diizeyi (umol/ml protein)

0,20

0,00

Kontrol LPS BPS +BPS

Sekil 4.7. Akciger epitel hiicrelerinde LPS ve BPS uygulamasiim GSH {iretimi iizerine etkisi (24 s)

Glutatyon seviyesi kontrol grubuna (1,27 + 0,02) gore LPS (0,64 = 0,01) grubunda
anlamli derecede azalirken (p<0.001- Sekil 4.7), BPS 6n muamelesinden sonra LPS eklenen
grupta (1,30 £ 0,03) bu olumsuz diizeyin anlamli derecede iyilestirildigi tespit edildi
(p<0.001- Sekil 4.7). Kontrol, LPS: 1 pg/ml Lipopolisakkarid, BPS: Beraprost Sodyum 10
uM, +BPS: 1 pg/ml LPS+10uM BPS
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4.1.7. LPS ve BPS Uygulamasimin Katalaz Aktivitesi Uzerine EtKisi

Alveoler hiicrelerine BPS (10 uM) 30 d siireyle 6n uygulamasini takiben LPS
eklenerek 24 s inkiibasyona birakildi. Siire sonunda Orneklerden elde edilen hiicre

homojenatlarinda katalaz aktivitesi arastirildi.

1,6 -
14 - |

1,2 4

0,6 -

04 -

Katalaz aktivite si (umol/ml protein)
o
o]

0,2 -

Kontrol LPS BPS +BPS

Sekil 4.8. LPS ile BPS uygulamasinin katalaz enzim aktivitesi lizerine etkisi (24 h)

Inkiibasyon siiresi sonunda BPS eklenmis grupta (1,44 + 0,003) kontrol grubuna (0,48
+ 0,009) gore katalaz aktivitesinin anlamli derecede arttigi, LPS eklenen hiicrelerde (0,15 +
0,007) ise katalaz aktivitesi kontrol grubuna (0,48 £+ 0,009) gore 6nemli diizeyde azaldigi
saptandi. Ayrica BPS sonras1 LPS grupta ise (0,62 &+ 0,005), LPS grubuna (0,15 £+ 0,007) gére
katalaz aktivitesinin 6nemli diizeyde arttig1 tespit edildi (p<0.001- Sekil 4.8). Kontrol, LPS: 1
pg/ml Lipopolisakkarid, BPS: Beraprost Sodyum 10 uM, +BPS: 1 pg/ml LPS+10uM BPS
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4.1.8. LPS ve BPS Uygulamasinin MDA Diizeyi Uzerine Etkileri

Besi kaplarinda (25 cm®’lik) bulunan A549 hiicreleri, BPS (10 uM)’un 30 d siireyle
uygulamasini takiben LPS eklenerek 24 s inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 6rneklerden

elde edilen homojenatlarda MDA diizeyi arastirildi.
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Sekil 4.9. LPS ve BPS uygulanmasmin MDA iiretimi {izerine etkisi (24 s)

Malondialdehid diizeyi LPS’li grupta (0,29 + 0,007) kontrol grubuna (0,08 = 0,003)
gore anlamh diizeyde artis gosterirken BPS sonrasi LPS eklenen grupta (0,14 £+ 0,004) ise bu
artisgin anlamli derecede azaldig: tespit edildi (p<0.001- Sekil 4.9). Kontrol grubu (0,08 +
0,003) ile BPS grubu (0,07 = 0,006) arasinda MDA diizeyi bakimindan istatistiksel olarak
farklilik olmadig1r saptandi(Sekil 4.9). Kontrol, LPS: 1 pg/ml Lipopolisakkarid, BPS:
Beraprost Sodyum 10 uM, +BPS: 1 pg/ml LPS+10uM BPS.
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4.1.9. Total Antioksidan Kapasite (TAS) Uzerine LPS ve BPS Uygulamasimn Etkileri

Alveoler hiicrelerine BPS (10 uM) 30 d siireyle 6n uygulamasmi takiben LPS
eklenerek 24 s inkiibasyona birakildi. Siire sonunda Orneklerden elde edilen hiicre

homojenatlarinda total antioksidan kapasite arastirildi.
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Kontrol LPS 1 pg/ml LPS 5 pg/ml LPS 1 ug/ml LPS 5 ng/ml
+10 pM BPS +10 pM BPS

Sekil 4.10. LPS ve BPS uygulanmasinin TAS iizerine etkisi (24 s)

Total antioksidan kapasite diizeyi, LPS’in 1 pg/ml (2,01 + 0.01) ve 5 pg/ml (0,74 +
0,05) konsantrasyonlarinin uygulandigi gruplarda kontrol grubuna (2,44 + 0,01) gore anlaml1
derecede azaldig1 (p<0.001- Sekil 4.10.), ancak BPS sonrasi LPS eklenen grupta ise (3,54 +
0,01) onemli diizeyde arttig1 tespit edildi (p<0.001- Sekil 4.10). Kontrol, LPS: 1 pg/ml
Lipopolisakkarid, BPS: Beraprost Sodyum 10 uM, +BPS: 1 pg/ml LPS+10uM BPS
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4.2. LPS ve BPS’un Akciger Epitel Hiicrelerinin Morfolojisi Uzerine Etkileri

Bir giin dnceden 25 cm®lik flasklara ekilen A549 hiicrelerine BPS un (10 pM) 30 d
uygulanmasimi takiben LPS (1 pg/ml) eklenerek 24 s inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
elde edilen hiicre Orneklerinden invert mikroskobun 40X biiyiitmeli objektifi ile cekilen
fotograflarda, hiicre proliferasyonunun LPS grubunda kontrol grubuna gore artmis oldugu,
BPS grubunda ise azaldigi tespit edildi. LPS ve BPS’un birlikte uygulandigi grupta ise kontrol

grubuna yakin goriinimde oldugu saptandi.
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Sekil 4.13. BPS grubu akciger epitel hiicreleri (40x biiyiitme-24 s).
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Sekil 4.14. LPS+BPS grubu akciger epitel hiicreleri (40x biiyiitme-24 s).
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4.3. RT-PCR Sonuglan

Akciger epitel hiicreleri (75 cm’® flasklarda) 30 d BPS uygulamasim takiben LPS
eklendi ve 24 s inkiibasyona tabi tutuldu. Siire sonunda elde edilen RNA 6rneklerinden cDNA
sentezleri yapilarak belirli genlerin (TNF-a, IL-1pB, kaspaz-3, COX-2 ve IFN-y) spesifik
primerler kullanilarak mRNA transkripsiyon seviyeleri gercek zamanli PCR yOntemiyle

arastirildi

4.3.1. TNF-0 mRNA Transkripsiyonu

Flasklara ekilen A549 hiicre medyumlarmma 10 pM beraprost eklenerek, 30 d
inkiibasyona birakildi. Lipopolisakkaridin de eklenmesinin ardindan 24 s inkiibasyona tabi
tutuldu. Siire sonunda elde edilen RNA 6rneklerinden yangi onciilii sitokinlerden TNF-o’nin

mRNA transkripsiyon diizeyi real time PCR yOntemiyle arastirildi.

TNF-a relatif mRNA transkripsiyon
seviyeleri (misli degisimleri)
D

K LPS +BPS

Sekil 4.15. TNF-a mRNA transkripsiyon diizeyleri (24 s).

Inkiibasyon sonras1 TNF-a mRNA transkripsiyon diizeyinin LPS eklenen hiicrelerde
kontrol grubuna gore uyarildig1 (yaklasik 7,78 misli), ancak BPS tedavisinin bu uyarilmay1 %
64 oraninda azalttig1 saptandi (Sekil 4.15). K: Kontrol, LPS: 1 pg/ml lipopolisakkarid, +BPS:
1pug/ml lipopolisakkarid+10 uM beraprost sodyum
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Sekil 4.16. Gergek zamanli PCR’da TNF-a. mRNA transkripsiyon amplifikasyon egrisi

4.3.2. IFN-y mRNA Transkripsiyonu

Akciger epitel hiicreleri 30 d beraprost uygulanmasini takiben lipopolisakkarid eklenerek
24 s inkiibasyona tabi tutuldu. Periyot sonunda elde edilen 6rneklerden IFN-y mRNA

transkripsiyon seviyeleri real time PCR metodu ile arastirildi.
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IFN-y relatif mRNA transkripsiyon
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Sekil 4.17. IFN-y mRNA transkripsiyon seviyeleri (24 s).
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Elde edilen sonuglarda IFN-y geni mRNA transkripsiyon seviyesi LPS eklenen grupta
kontrol grubuna gore uyarildigi (15,78 misli), BPS uygulamasi sonras1 LPS eklenen grupta ise
bu artisin % 80 oraninda baskilandig tespit edildi (Sekil 4.17). K: Kontrol, LPS: 1 pg/ml
lipopolisakkarid, +BPS: 1pg/ml lipopolisakkarid+10 pM beraprost sodyum
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Sekil 4.18. Gergek zamanli PCR’da IFN- y mRNA transkripsiyon amplifikasyon egrisi

4.3.3. IL-1p mRNA Transkripsiyonu

Flasklarda bulunan A549 hiicre medyumlarma 30 d dnceden BPS, daha sonra ise LPS
eklenerek 24 s inkiibasyona birakildi. Siire sonunda elde edilen RNA Orneklerinden IL-1p
mRNA transkripsiyon diizeyi gercek zamanli PCR yontemiyle arastirildi
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2,5 -

IL-1P relatif mRNA transkripsiyon
seviyeleri (misli degisimleri)

K LPS +BPS

Sekil 4.19. IL-1B mRNA transkripsiyon diizeyleri (24 s)

Alinan sonuglarda beraprost uygulamasinin kontrol grubuna goére indiiksiyonu (2,59
misli) gosteren LPS’in bu etkilerini % 88 oraninda inhibe ettigi baskiladig1 belirlendi (Sekil
4.19). K: Kontrol, LPS: 1 pg/ml lipopolisakkarid, +BPS: 1pg/ml lipopolisakkarid + 10 uM

beraprost sodyum
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Sekil 4.20. Gergek zamanh PCR’da IL-13 mRNA transkripsiyon amplifikasyon egrisi
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4.3.4. Kaspaz-3 mRNA Transkripsiyonu

Akciger epitel hiicrelerine 30 d BPS siireyle uygulanmasini takiben LPS eklenerek 24 s
inkiibasyona birakildi. Periyot sonunda elde edilen RNA orneklerden kaspaz-3 mRNA

transkripsiyon seviyeleri ger¢ek zamanli PCR metodu ile arastirildi.

2,5 ~

Kaspaz-3 relatif mRNA transkripsiyon
seviyeleri (misli degisimleri)

K LPS +BPS

Sekil 4.21. Kaspaz-3 mRNA transkripsiyon seviyeleri (24 s).

Yapilan c¢alisma sonucunda kontrol grubuna gore artis (2,22 misli) gosteren LPS
grubunun, beraprost uygulamasiyla % 35 oraninda azaldig1 tespit edildi (Sekil 4.21). K:
Kontrol, LPS: 1 pug/ml lipopolisakkarid, +BPS: 1ug/ml lipopolisakkarid+10 pM beraprost
sodyum
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Sekil 4.22. Gergek zamanli PCR’da Kaspaz-3 mRNA transkripsiyon amplifikasyon egrisi
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4.3.5. COX-2 mRNA Transkripsiyonu

Alveol epitel hiicreleri LPS’e uygulanmadan 30 d siireyle 10 puM BPS eklendi, daha
sonra hiicrelere LPS ilave edilerek 24 s inkiibasyona birakildi. Elde edilen RNA o6rneklerinden

COX-2 mRNA transkripsiyon seviyeleri ger¢cek zamanli-PCR yontemiyle arastirildi.

2,5 ~

1,5 -

COX-2 relatif mRNA transkripsiyon
seviyeleri (misli degisimleri)

K LPS +BPS

Sekil 4.23. COX-2 mRNA transkripsiyon seviyeleri (24 s).

Siire sonunda elde edilen 6rneklerden tespit edilen mRNA transkripsiyon seviyeleri
LPS grubununda kontrol grubuna gore arttig1 (2,13 misli), +BPS grubunda ise bu artigin % 32
oraninda baskilandig1 belirlendi (Sekil 4.23). K: Kontrol, LPS: 1 pg/ml lipopolisakkarid,
+BPS: 1ug/ml lipopolisakkarid+10 uM beraprost sodyum
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Sekil 4.24. Gergek zamanli PCR’da COX-2 mRNA transkripsiyon amplifikasyon egrisi
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5. TARTISMA

Akcigerler siirekli zararli partikiiller ve mikroorganizmalar ile temas halindedir.
Akciger epitel hiicreleri, fiziko-kimyasal bariyer fonksiyonunun yani sira mikroorganizmalar
ve irritanlarla karsilastiginda bir¢ok enflamatuar mediyatoriin  sentezini ve salinimini
gerceklestirirler (Diamond ve ark. 2000; Schulz ve ark. 2002; Skerrett ve ark. 2004). Kronik
akciger hastaliklarinin patogenezinde onemli rol oynayan faktorlerden birisi de patojenik
Gram (-) bakterilerdir (Sethi ve ark. 2000; White ve ark. 2003). Gram (-) bakteri LPS’1
enfekte edecekleri konak hiicrelerde bulunan CDI14/TLR4/MD2 reseptor kompleksine
baglanarak NF-xB uyarimiyla yangi baslatici sitokinleri (IL-1f, IL-6 ve TNF-a gibi) kodlayan
genlerin ekspresyonunlarinda artislara neden olurlar (Lehnardt ve ark. 2002; Zhang ve ark.

2009).

Yapilan ¢aligmada LPS’(1 pg/ml) le maruziyetin hiicrelerde proliferatif etkisinin
oldugu yapilan MTT viabilite testiyle saptandi. Ancak yine ayni metodla LPS’in artan
konsantrasyonlarinin (0,1-5 pg/ml) ise dereceli olarak hiicrelerde toksik etki ile kayiplara
neden oldugu tespit edildi. Duan ve Zhang (2006) aldigimiz sonuglara benzer olarak LPS’in
A549 hiicrelerinde proliferatif etkili oldugunu rapor etmislerdir. Yine Chuang ve ark. (2010)
yaptiklar1 caliymada, A549 hiicrelerinde LPS’in artan dozlarmin dereceli olarak kayiplara
neden oldugunu, bunun sebebinin ise liretimi artan oksidatif {iriinlerin artisina baglh olarak
gerceklestigini rapor etmiglerdir. Ylriitiilen bu tez calismasinda da LPS’in 1 pg/ml
diizeyindeki dozlarmm akciger epitelyum hiicrelerinde reaktif oksijen ve azot tiirlerinin

iiretimine neden olarak hiicre proliferasyonuna sebep oldugu saptand:.

Bu calismada bir PGI, analogu olan BPS’nin A549 hiicrelerinde 24 saat inkiibasyonu
sonucu LPS’in sebep oldugu hiicre ¢ogalmasina karsin antiproliferatif etkinligi MTT hiicre
viabilite testiyle saptandi. Elde ettigimiz sonuclara paralel olarak Olschewski ve ark. (2004)
prostanoidler tarafindan insan pulmoner arterlerinde cAMP seviyesindeki artisa bagli olarak
hiicre proliferasyonunun azaltildigmi bildirmislerdir. Ancak bu etki konusunda cAMP’nin
etkinliginin ac¢ik olmadigmi, farkli bir yolagin da bu etkide fonksiyonel olabilecegi
belirtilmistir. Yine sonug¢larimiza benzer olarak Lin ve ark. (2008) bir PPARS aktivasyonu ile

olan beraprostun antiproliferatif etki gosterdigini rapor etmislerdir. Sue ve ark. (2009) fare
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damar diiz kas hiicreleri ile olusturduklar1 ¢alismada beraprost sodyumun, PPARS ve CREB
proteinleri hiicre i¢i konsantrasyonlarmi arttirarak antiproliferatif etki gosterdigini rapor
etmiglerdir. Cok sayida arastirmaci prostanoidlerin kendi reseptorlerinin yani sira hiicre
cekirdeginde bulunan PPARS’y1 da aktive ettiklerini, bu aktivasyonun da apoptozu
uyarabilecegini bildirmislerdir (Gray ve ark. 2005, Hatae ve ar 2001, Lazennec ve ark 2000).
Trifilieff ve ark. (2003) PPARS reseptorlerinin, A549 hiicrelerinde varligini gostermislerdir.

Bu sonugclar beraprostun farkl yollar ile antiproliferatif etkilerinin oldugunu gdstermektedir

Siklooksijenazlar  hiicre icerisinde arasidonik asitten prosaglandinler ve
eikozonoidlerin sentezinden sorumlu enzimlerdir (Goksen ve Kelek¢i 2010). Yapilan bu
calismada bir prostasiklin analogu olan beraprostun akciger epitelyum hiicrelerinin 24 saatlik
LPS uyarmml yangisinda COX-2 gen transkripsiyonu iizerine etkileri de arastirildi. LPS’e
maruz birakilan hiicrelerde COX-2 gen transkripsiyonunda bir artis oldugu; ancak, bu artis1
baskiladig tespit edildi. Elde edilen sonuglara benzer olarak Duan ve ark. (2005) yiiriittiikleri
akciger kanser modelinde LPS uyarimiyla COX-2 gen transkripsiyonunda anlamli derecede
artiglar oldugunu ve hiicrelerde 6nemli diizeyde proliferasyon gelistigini rapor etmislerdir.
Yine Rafi ve ark. (2007) yaptiklar1 in vitro ¢alismada, LPS uyarimli yangida COX-2 gen
transkripsiyonunun 6nemli derecede arttigmi gostermislerdir. Bununla birlikte prostasiklin
analoglarmin COX-2 gen transkripsiyonlar1 lizerine etkileri hiicre c¢esitlerine gore farklilik
gostermektedir. Inoue ve ark. (2000) monositik hiicrelerde yaptiklari ¢alismada LPS uyarimhi
COX-2 artisinin, prostasiklin analoglarma benzer etkili PPARS agonisti kullanarak
baskiladiklarin1 rapor etmislerdir. Debey ve ark. (2003) damar endoteli hiicrelerinde
prostasiklin analoglarmin maruziyetinde COX-2 enzim gen ekspresyonunda onemli artiglar
oldugunu rapor etmislerdir. Elde edilen bu zit etki, prostasiklinlerin hiicre tiirlerinde farkl etki

olusturabilecegini gostermektedir.

Apoptoz istenmeyen, hasarli ve hastalikli hiicrelerin ortadan kaldirilmasini diizenleyen
fizyolojik ve patolojik siireclerde Onemli bir savunma mekanizmasidir (Mohan 2009).
Kaspazlar apoptozun baslaticis1 ve sonlandiricis1 olarak bu mekanizmada merkezi bir rol
istlenenen proteazlardir. Kaspazlarin aktive olabilmesi i¢in 3 mekanizma bulunmaktadir.
Bunlardan ilki ekstrinsik yolak, ikincisi intrinsik (mitokondriyal) yolak, {ciinciisii ise
endoplazmik retikulum stresine bagli gelisen apoptotik yolaktir (Marsden ve ark. 2002).
Yapilan bu ¢aligmada A549 hiicrelerinin LPS maruziyeti sonucu kaspaz-3 gen transkripsiyon
seviyesinde anlamli diizeyde artisin oldugu saptandi. Munshi ve ark. (2002) yaptiklar1 calisma

da Gram (-) bakterilerin endotoksinden sorumlu kompenenti olan LPS’in kaspaz-3 gen
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transkripsiyonunda uyariya neden oldugunu rapor etmislerdir. Chen ve ark.” da (2009) sigara
dumani uyariml akciger anfizem modelinde beraprost sodyumun artan kaspaz-3 gen
ekspresyonunu anlamli derecede baskiladigini rapor etmislerdir. Yaptigimiz caligmada da
benzer sekilde LPS ile uyarilmis kaspaz-3 gen transkripsiyonlarmnin beraprost kullanilarak
baskilandig1 tespit edildi. Bu sonug¢ sigara dumani zararlilar1 etkisi ile gelisen hiicre

Oliimlerinin beraprostun kaspaz inhibisyonuyla engellenebilecegini gdstermektedir.

Akcigerler oksidanlardan kaynaklanan saldirilardan korunmak ve normal redoks
sartlarin1 siirdiirmek i¢in solunum yollarinda Onemli antioksidanlar bulundurur. Bunlar
arasinda katalaz, glutatyon, glutatyon rediiktaz ve siiperoksit dismutaz da yer alir. Glutatyon
sistemi reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini inaktive eden koruyucu bir role sahip olup solunum
yolundaki en biiyiik antioksidan savunma sistemini olusturur (Dekhuijzen, 2004). GSH hava
boslugu epitel bariyerinin yogunlugunun devam ettirilebilmesinde 6nemli rollere sahiptir.
Epitel hiicrelerindeki GSH seviyelerindeki bir azalma, gecirgenligi arttirir ve bariyer
fonksiyonunu bozar (Gao ve ark. 1999). Glutatyon ve glutatyon peroksidaz solunum
yollarinda zararli partikiil ve Gram (-) bakteriler gibi irritanlarm uyarimiyla olusan ROS’lara
kars1 savunmada onemli rollere sahiptirler. Yapilan bu calismada, A549 hiicreleri lizerinde
Gram (-) bakterilerin endotoksini olan LPS uyarmmiyla olusan oksidatif stres ve yangida
beraprostun, azalan GSH iiretimi iizerine anlamli derecede koruyucu etki sagladigi tespit
edildi. Yine hiicre i¢i antioksidan enzimlerden katalaz aktivitesi LPS tarafindan belirgin
diizeyde inhibe edildigi, ancak beraprost uygulamasmin katalaz aktivitesini 6nemli diizeyde
geri kazandirdig1 saptandi. Zhang ve ark (2011), yiiksek glikoz stresine bagl rat mezengial
hiicreleri lizerine yaptiklar1 in vitro ¢alismada, BPS un gelisen oksidatif stresi dnemli diizeyde
azalttigini, total antioksidan kapasiteyi arttirdigmi, katalaz aktivitesini 6nemli seviyede
arttirdigin1 ve proliferasyonu dnledigini rapor etmislerdir. Yiiriitiilen bu ¢alismada, LPS’in
A549 hiicrelerinde konsantrasyona bagl olarak total antioksidan kapasiteyi 6nemli diizeyde
azalttig1, ancak beraprost uygulamasimin bu kayiplar1 6nemli diizeyde geri kazandirdig: tespit

edildi.

Lipopolissakkaritler iic veya daha fazla c¢ift baga sahip yag asidlerinde lipid
peroksidasyonuna neden olur. Buna baglh olarak hiicre i¢i malondialdehit (MDA) artarken
katalaz aktivitesi diiserek, olumsuz bir tablo ortaya ¢ikar (Sebai ve ark. 2010) Balbir-Gurman
ve ark (2007) ile Gedik ve ark. (2009)’nin oksidatif stres ve yangi ortaminda yaptiklar
calismada, prostasiklin analoglarinin MDA, GSH ve CAT diizey ve aktivitelerinde iyilestirici

etkisini gdstermislerdir.
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6. SONUC

Bu arastirmada; cesitli sebeplerle akcigerlerde gelisen yangisal olaylarin tedavisinde,
glinimiizde yaygin olarak kullanilan, ancak direng¢ ve diger yan etkiler gelisebilen
glukokortikoidlere alternatif olarak prostasiklin analoglarmnin etkileri akciger epitel hiicreleri
iizerinde analiz edildi. Hiicre ici ikincil haberci molekiillerden cAMP diizeyinin artisi
yanginin baskilanmasinda 6nemli oldugu literatiirde yer almasi gerekcesiyle, bakteriyel
endotoksinlerden LPS ile in vitro sartlarda akciger epitel hiicrelerinde enflamasyon ve
oksidatif stres olusturuldu ve gelisen reaksiyonlarin tedavisinde prostasiklin analogu BPS’in
etkileri arastirildi. Beraprost aracili hiicre i¢i cAMP artis1 TNF-a, IL-18, IFN-y and COX-2
gibi yangisal sitokinlerin mRNA ekspresyonlarini baskiladigi, antioksidan enzim aktivitesini
ve hiicre i¢i antioksidan GSH diizeyini artirdig1 saptandi. Elde edilen sonuglar akciger epitel
hiicrelerinde BPS uygulamasmin yangi ve oksidan olaylar1 baskilama potansiyelinin
bulundugunu gosterdi. Bu alanda yapilacak ileri arastirmalar ile hiicre i¢i cAMP
reglilasyonunun akcigerlerde gelisen yangisal ve oksidatif strese bagli reaksiyonlarin

giderilmesinde kullanim alani bulunup bulunamayacagi ortaya konulabilir.
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