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OZET

Sigara Dumani Zararhlarimin Akciger Epitel Hiicrelerine Verdigi Yangisal
ve Oksidan Hasar1 Uzerine Kafeik Asit Fenetil Ester Etkisi

Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), basta sigara kullanimi, mesleki gazlar ve
hava kirliligi olmak tizere gelisen kronik ve ilerleyici &zellikte bir akciger hastaligidir.
Insanlarda 6liim sebepleri arasinda besinci sirada yer alan KOAH 1n heniiz etkin bir tedavisi
bulunmamaktadir. Bu arastirmada hiicre kiiltiiri ortaminda akciger epitel hiicrelerinde (A549)
sigara duman igerigi ile olusturulan KOAH modelinde kafeik asit fenetil ester’in (CAPE)
gelisen oksidatif hasar ve yangi siddeti lizerine etkisi arastirildi. Calismada kullanilacak
uygun CAPE diizeyi yapilan doz calismasi ile belirlendi. Buna gore 2,5 uM diizeyinin
sitotoksik etkisinin bulunmadig tespit edildi. Aragtirmada bir adet filtresiz sigara dumani 6zel
bir diizenekle 20 ml hiicre medyumundan (DMEM) gecirilerek igeriginin medyumda kalmasi
saglandi (SGR). Hiicrelerin 3 saat siiresince CSE igeren medyum ile inkiibasyonu
viabilitelerinde % 46 diizeyinde kayba neden olurken, (p<0.001). CAPE’in hiicre kayiplarin
% 21 oranina indirdigi belirlendi (p<0,001). Sigara igeriginin nitrik oksit diizeyini iNOS
ekspresyonu ile arttirdigi (p<0,001). CAPE uygulamasiin iNOS gen transkripsiyon diizeyini
diistirerek nitrik oksit miktarini azalttig1 saptandi (p<0,001). Sigara igeriginin digiirdigi
antioksidan katalaz aktivitesini (P<0.05). CAPE tedavisinin anlamli derecede iyilestirdigi
belirlendi (P<0,05). Onemli bir hiicre i¢i antioksidan olan glutatyon diizeyinin sigara icerigi
tarafindan azaltildigr (P<0.05). CAPE kullanim1 bu durumu anlamli derecede diizelttigi
saptandi. Sigara igerigi yangisal sitokinlerden tiimor nekroz faktor alfa, interlokin-1 beta,
interferon gama ve siklooksijenaz-2 genleri transkripsiyon diizeylerini sirasiyla 3, 2, 65 ve 26
misli artirirken CAPE tedavisinin bu artiglar1 6nemli 6l¢iide azalttigi saptandi. Ayrica artan
kaspaz-3 gen transkripsiyon seviyesi Olglilerek sigara igeriginin apoptoza neden oldugu.
CAPE tedavisinin kaspaz-3 transkripsiyonunu anlamli derecede baskiladig1 saptandi. Sonug
olarak, CAPE’in sigaranin yol ag¢tifi yangi ve oksidatif hasar iizerine Onemli diizeyde
baskilayici etkisi, bu farmakolojik ajanin sigara zararlarinin O6nlenmesinde kullanilabilme
potansiyelini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: KOAH, CAPE, Yangi, Oksidatif stres, Akciger, Epitel hiicreler, Sigara
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ABSTRACT

The Effect of Caffeic Acide Phenethyl Ester on Cigarette Smoke Induced
Oxidative and Inflammatory Damage in Lung Epithelial Cells

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a chronic and progressive lung
disease which is contributed by cigarette smoke, air pollation and occupational exposures.
COPD is currently the fifth leading cause of death worldwide and there is no efficient
treatment yet. In the present study, the effect of caffeic acide phenethyl ester (CAPE) on
cigarette smoke induced oxidative and inflammatory damage is investigated in lung epithelial
cells (A549). Dose response study demonstrated that 2.5 uM CAPE has no cytotoxicity in the
cells. Cigarette Smoke Extract (CSE) was prepared by bubbling the smoke from fitlerless
cigarette through 20 ml of serum-free cell culture medium. Cell viability was reduced by 46
% after 3 hours incubation with CSE (p<0.001). CAPE treatment prevented about 25 %
cellular loss induced by CSE exposure (p<0.001). It was detected that CSE caused to increase
nitric oxide production by iNOS expression (p<0.001). After CAPE treatment, nitric oxide
transkription level was decrease via down regulation of inducable nitric oxide synthase
(p<0.001). It was indicated that CSE caused to decrease of antioxidant katalaz activity
(p<0.05). But CAPE application did decrease the transcription level. Antioxidant glutathione
level was decreased by CSE (p<0.05). However CAPE treatment restored glutathione
concentration (p<0.05). mRNA transcription analyses demonstrated that CSE was increase
level of inflammatory cytokine production such as TNF-qa, IL-1B and IFN-y, and COX-2. (3,
2, 65 and 26 fold respectively). CAPE treatment significantly decreased the level of cytocine
transcriptions. CSE also induced apoptotic protease, caspase-3, expression. in spite of that
CAPE decreased caspase-3 transcription level. As a result of the study, significant protective
effect of CAPE against to cigarette smoke caused oxidative and inflammatory damage is
demonstrated. Therefore this pharmacological agent may have a high potential for the
protective role induced by cigarette damage.

Keywords: COPD, CAPE, Inflammation, Oxidative stress, Lung, Epithelial cells, Cigarette



1.GIRIS

Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH), solunum yollarinin daralmasi ve basta
sigara dumani olmak iizere zararli gaz ve partikiillere karg1 anormal yangi ile karakterize olan
onemli kiiresel saglik sorunundan biridir (WHO. 2009). Son 60 yilda yapilan arastirmalar
sigara dumaninin KOAH’m temel nedeni oldugunu ortaya koymustur (Shapiro ve ark. 2010).
KOAH diinya genelinde en fazla 6lime neden olan kronik, bir hastalik olup, insanlarda
besinci 6liim sebebidir (Pauwels ve Rabe 2004).

KOAH’1m pataolojisinde bilinen 3 mekanizma yer almaktadir (Barnes ve ark. 2003).
Basta sigara dumanmi olmak iizere zararli gazlarin solunmasi ile yangisal hiicrelerin
(makrofajlar, nétrofiller, CD8+ ve T-lenfositler) akcigere ve solunum yollarma infiltre
olmasidir. Bu da kronik yanginin baslangicini olusturur (Ingel ve ark. 2006). ikincisi artan
proteolitik aktivite sonucu proteolitik ve antiproteolitik dengenin bozulmasidir. Bunun
sonucunda saglikli akciger parankima hiicreleri yikilir ve anfizem gelisir (Demedts ve ark.
2005). Bir diger neden ise, reaktif oksijen (ROS) ve serbest nitrojen (RNS) tiirlerinin
antioksidan sistemin karsilayabileceginden fazla iiretilmesi ya da viicuda disaridan alinmasi
durumundur. Serbest radikaller viicuda, basta sigara dumani olmak {iizere zararli gaz ve
partikiillerce almir veya makrofajlar gibi viicut savunma hiicreleri ve epitel hiicreler
tarafindan {retilir (Barnes ve ark. 2003). Serbest radikaller hiicre fonksiyon kaybi1 ve apoptoza
sebep olabilir. Ayrica, proteolitik-antiproteolik dengeyi ve proteazlarin aktivitelerini artirip
antiproteaz aktivitesini azaltarak bozabilirler. Serbest radikaller yangi sitokinlerinin
sentezlenmesinde anahtar rol oynayan Niikleer faktor kapa B’yi (NF-kB) aktive ederek yangi
hiicrelerinin, akcigere gociinii saglarlar. Bu olaylar, {ic mekanizmanin da birbirine bagh
oldugunu ve temelinde oksidatif stres bulunduguna isarettir (Ingel ve ark. 2006).

Propolis bal arilarinin bitkilerden topladig: regineli bir maddedir. Bilesiminde, % 30-
40 balmumu, % 10-15 esansiyel ve aromatik yaglar, % 5 polen ve % 5 oraninda da organik
artiklar1 icerir (Monti ve ark. 1983; Cirasino ve ark. 1987). Kafeik asid fenetil ester (CAPE)
bal aris1 propolisinin aktif bileseni olup eski caglardan beri ila¢ olarak kullanilan
antimitogenik, antikanserojenik, yangi giderici ve immiin sistemi destekleyici 6zellikleri olan
fenolik yapili bir bilesiktir (Frenkel ve ark. 1993; Ahn ve ark. 2004).

Insan kokenli akciger alveolar bazal epitel (A549) hiicre hattinin kullanildigi bu
deneysel arastirmada, hiicrelerde sigara dumani kullanilarak olusturulan KOAH hiicre
kiiltiiri modelinde, CAPE’in oksidatif stresi dnleyici ve yangi giderici etkinligi biyokimyasal

ve molekiiler teknikler kullanilarak arastirildi.



2. GENEL BIiLGi

2.1. Propolis ve Kafeik Asit Fenetil Ester

Propolis bal arilarinin bitkilerden toplandigi recineli bir maddedir. Arlar propolisi,
kovan aciklarinin kaplanmasinda, mikroorganizmalara karst savunmada, 1s1 ve su
izolasyonunda kullanirlar (Sonmez ve ark. 2005). Iceriginde % 30-40 balmumu, % 10-15
esansiyel ve aromatik yaglar, % 5 polen ve % 5 oraninda ise organik artiklar bulunur. Ayrica
magnezyum, kalsiyum, demir, nikel ve ¢inko gibi iz elementleri de yapisinda ihtiva eder.
Propolisin biyolojik aktif maddeleri fenolik asitlerin, esterlerin, fenolik aldehit ve ketonlarin
bulundugu polifenollerdir (Castaldo ve Capasso 2008). Propolisin antibakteriyel, antifungal,
anti-inflamatuvar, antioksidant ve immiin stimiilan etkileri vardir (Borrelli ve ark. 2002;
Johnston ve ark. 2005).

Kafeik asit fenetil ester gibi flavonidler propolisin yapisinda bulunan aktif fenolik
bilesiklerdir (Viuda-Martos ve ark. 2008) (Sekil 2.1). Yapilan caligmalarda CAPE’in
antibakteriyel, antioksidan, yangi giderici, immiin sistemi destekleyici, antikanserojenik,
noroprotektif ve anti aterosklerotik etkileri oldugu rapor edilmistir (Orsolic ve ark. 2005).
Kafeik asit fenetil ester, spesifik bir NF-kBinhibitorii olup (Natarajan ve ark. 1996) bu
genellikle sitoplazmada aktif olmayan bir bi¢imde Inhibitér Protein Kapa B (Ik-f) ile birlikte
bulunur. Yang: sirasinda Ik-f fosforile olmasiyla NF-kBaktiflesir. NF-kB, ROS gibi stresor
molekiillerin etkisiyle sitokinlerin, nitrik oksit sentataz (NOS) gibi enzimlerin, adezyon
molekiillerinin ve akut faz proteinlerinin bulundugu yangi ile ilgili genlerin ekspresyonunu
artirir. Bundan dolay1 NF-kB, bir¢cok yangisal hastaligin tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde

birincil hedef haline gelmistir (Makarov 2000).

Sekil 2.1. Kafeik asit fenetil esterin kimyasal yapisi



Nitrik oksitin (NO) basta damar genislemesi, sinir iletimi ve mikroorganizmalar gibi
canliy1 tehtid eden etkenlere kargi koruma olmak iizere birgok etkileri vardir (MacMicking ve
ark. 1997). Memelilerde NO sentezleyen enzimlerin; endotelyal nitrik oksit sentetaz (eNOS),
ndronal nitrik oksit sentetaz (nNOS) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS) olmak
lizere ii¢ izoformu bulunmaktadir. Kafeik asit fenetil ester iNOS gen ekspresyonunu
baskilayarak NO {iretimini 6nemli diizeyde azaltir (Celik ve Erdogan 2008) (Sekil 2.2).
Siklooksijenaz (COX)’lar arasidonik asitten prostaglandinlerin sentezinden sorumlu
enzimlerdir. Siklooksijenazlarmn COX-1 ve COX-2 olmak fiizere iki izomeri vardir. Bu
molekiiller bolgesel yangt olusumunu ve uyarilmasini saglarlar (Hawkey 1999). CAPE yangi
onleyici etkisini, hiicre membranlarindan arasidonik asit salinimini 6nleyip, COX aktivitesin

inhibe ederek gerceklestirir (Biiylikberber ve ark. 2009).
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Oksijenin mitokonrial metabolizmas1 sirasinda reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak
adlandirilan birgok {iriin meydana gelir. Bunlar siiperoksit anyonu (O,’), hidrojen peroksit
(H20;) ve hidroksil (OH") gibi radikallerdir. ROS’i ksantin oksidaz (XO), sitokrom P450
rediiktaz ve glukoz oksidaz gibi mitokondriyal enzimlerin aktiviteleri sonucu elektron tagima
zincirinde agiga c¢ikarlar (Paramo ve ark. 2010). Antioksidan savunma sistemi; oksidatif strese
karst enzimatik olan ve enzimatik olmayan molekiillerden olusur. Enzimatik olmayan
molekiiller; indirgenmis glutatyon (GSH), askorbik asit, iirik asit ve tokoferollerdir.
Enzimatik olanlardan siiperoksit dismutaz (SOD), O, anyonunu, katalaz (CAT) ise H,O5’i
hidrolize ederken, glutatyon bagimh enzimler [(GSH peroksidaz (GSH-Px), GSH rediiktaz,
GSH-S-tansferaz)] hem H,0,’i hem de organik hidroperositleri detoksifiye ederler (Hermes-
Lima 2004). Kafeik asit fenetil ester, glutatyon peroksidaz, katalaz ve siiper oksit dismutaz
gibi antioksidan enzim sistemlerini destekleyerek oksidatif strese karsi etkinlik gosterir

(Parlakpinar ve ark. 2005).

2.2. Sigara dumani ve oksidatif stres

Oksidatif stres, oksidan-antioksidan dengenin oksidan sistemin lehine degistigi
durumlarda ortaya c¢ikar. KOAH gibi kronik ve yangisal hastaliklarda serbest radikal
molekiilleri lipidlere, proteinlere ve DNA’ya zarar verebilir (Henricks ve Nijkamp 2001).
Baglica serbest radikaller; mitokondriyal elektron transport =zinciri, otooksidasyon
reaksiyonlari, NADPH bagimh oksidazlar (ksantin oksidaz, sitokrom P450 rediiktaz ve
glukoz oksidaz gibi), redoks tepkimeleri ve aragidonik asit metabolizmasi sonucu meydana
gelirler. Yangida fagositik hiicreler ROS {iretimini oksijen molekiillerini indirgeyerek
gerceklestirir (Seshiah ve ark. 2002). Reaktif oksijen tiirleri, normal oksijen metabolizmasi
sirasinda meydana gelen O,’, H,O,, OH  ve HOCL" radikallerinden olusur (Valko ve ark.
2004). Oksidatif stresin en 6nemli sonuglarindan biri de aragidonikasitin oksidasyonudur
(Morrow 2000). Olusan iiriinler, bronglarin daralmasina ve hiicre igeriginin ekstraselliiler

ortama verilmesine neden olur (Janssen 2001) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Serbest radikallerin transkripsiyon iizerine etkileri

Akcigerler normal fonksiyonlarimi siirdiirebilmeleri i¢in, solunum yoluyla alinan
(sigara dumani ve asbest tozlar1 gibi) veya hiicrelerde savunma mekanizmasi amagh
olusturulan serbest radikaller ile antioksidan sistem arasinda bir denge olmasi sarttir.
Oksidanlarin {istinliigli durumunda, oksidatif stres meydana gelir. Kronik yangisal akciger
hastaliklarinin patogenezinde oksidatif stres ve reaktif oksijen ile nitrojen tiirlerinin énemli rol
oynadig1 birgok aragtirmaci tarafindan ortaya konmustur (MacNee 2001). Sigara dumani ile
akcigerlerde olusan serbest radikaller barindirarak ilk olarak epitel hiicrelere zarar vermeye
baslar ve bu hiicrelerin gegirgenligi arttirir. Bu hiicrelerde redoks tepkimelere neden olarak
kisa bir siire icerisinde birgok serbest radikalin olusumunu uyarir. Sigara icenlerin
akcigerlerindeki oksidan yiik makrofaj ve notrofiller tarafindan arttirabilir. Sigara dumani

ozellikle O, ve H,O, sentezinin artigina neden olur (Morrison ve ark. 1999) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Serbest radikaller ve enzimatik antioksidan savunma sistemi.



2.3. Antioksidan Savunma Sistemi ve Kronik Obstriiktif Akciger Hastalig

Stiperoksit dismutaz, katalaz, GSH-rediiktaz ve GSH-peroksidaz enzimatik
antioksidanlarken, vitaminler (Vitamin E, C ve karotenoidler), tiyol antioksidanlar (glutatyon,
tiyoredoksin, lipoik asit gibi), dogal flavonoidler, melatonin gibi molekiiller non-enzimatik
antioksidanlar1 olusturur (Mates ve ark. 1999). lyi bir antioksidan serbest radikalleri belirli bir
sekilde ortadan kaldirir, redoks tepkime veren metalleri tutar, diger antioksidanlarin
aktivitelerini tetikler, gen ekspesyonunu pozitif etki eder, organizmada kolayca emilir,

membran ve sulu ortamlarda da oldukg¢a fonksiyoneldir (McCall ve Frei 1999).

Solunum yollarindaki en ©nemli antioksidanlar: katalaz, siiperoksit dismutaz ve
glutatyondur. KOAH’a kars1 hiicre i¢i antioksidan sistem ¢ok yetersiz olup ROS’lar
tarafindan da yeterince uyarilmazlar. Bu nedenle hastaligin ilerlemesinde énemli role sahip
serbest radikallere kars1 savunmay1 temel olarak hiicre dis1 antioksidanlar olusturur (Comhair
ve Erzurum 2002). Glutatyon ve glutatyon peroksidaz, solunum yollarinda sigara dumani gibi
irritanlarin uyarimiyla olusan ROS’lara karsi etkili en 6nemli antioksidan molekiillerdir.
KOAH hastalarinin epitel doku yiizeyi sivilarinda normal sigara kullanicilaria oranla yogun
miktarda indirgenmis glutatyon oldugu belirtilmistir (Cantin ve ark. 1990). Ekstraseliiler
glutatyon peroksidaz (eGPx) oOzellikle epitel hiicreleri ve akcigerde lokalize olmus
makrofajlardan tretilir (Avissar ve ark. 1996). Ekstraseliiler glutatyon peroksidaz, ozellikle
H,0,, O ve reaktif nitrojen tiirleri gibi radikalleri bertaraf ederek etkinlik gosterir (Comhair
ve Erzurum 2002) ( sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Sigara dumaninin olusturdugu oksidatif stres iizerine glutatyonun etkisi.



Serbest radikallerin solunum yollar1 {izerine olumsuz etkileri arasinda yangi
gelismesi de vardir. Yangi seviyesini ise ya dogrudan hiicrelere zarar vererek veya dolayl
yonden transkripsiyon faktorlerini aktive ederek artirirlar. ROS’larin yangimin baglamasinda
ve gelismesinde kilit rol oynayan NF-kB’yi aktive ettikleri ¢cogu calismada gosterilmistir
(Barnes ve Karin 1997). NF-kB’yi hangi oksidatif stres etkeninin aktive ettiginin molekiiler
mekanizmasi heniliz ¢oziimlenememistir (Janssen-Heininger ve ark. 2000). Cogu ¢alisma
ROS’larm o6zelliklede H,O;’nin epitelyum hiicrelerde NF-kB’yi aktive ettigi gosterilmistir
(Adcock ve ark. 1994). Ve bunun sonucunda epitelyum hiicrelerden yangi onciillerinin
sentezlendigi rapor edilmistir (Rusznak ve ark. 1996). Oksidatif stres sonucunda histon
asetiltrensferazlar salgilanir histon proteinleri agilip gen yazilimi baslar (Tomita ve ark. 2003)
ROS’lar ayrica mitogen-activated protein (MAP) kinaz yolaginida aktive ederler. H,O,
potansiyel bir kinaz ve P38 MAP kinaz yolag: regiilatoriidiir ve bu regiilasyon ¢ogu yangi

genini aktive eder ve makrofajlarin dagilimini kontrol eder (Ogura ve Kitamura 1998).

2.4 KOAH’1n Patolojisi

Gelismekte olan iilkelerde KOAH etiyolojisinin en biiyiik sebebi sigara kullanimidir.
Ayrica hava kirliligi, yetersiz beslenme ve egzersiz gibi kosullar da KOAH olusumunda
onemli role sahip etmenlerdir. KOAH akciger fonksiyon kaybi ile karekterize olup ilerleyici
bir prognoza sahiptir. KOAH ile astim’in ikisi de solunum yollarinda yangi olugmasiyla
ortaya cikar. Ancak bu iki hastalifin farki yangiya katilan hiicrelerin cinsi ve dolayisiyla
yangiya kars1 verilen cevaptan kaynaklanir (Barnes 2000).

Kronik obstriiktif akciger hastaliginda ¢ok sayida hiicre ve yangi medyatorii, hastaligin
patolojisinde rol oynar. Alveoller ve bronsiyoller incelendiginde makrofajlarin, T-
lenfositlerin, CD8+ ve noétrofillerin sayilarmin artmig oldugu goriiliir (Retamales ve ark.

2001).

2.4.1 Epitel Hiicreler

Kronik obstriiktif akciger hastaliginda, solunum yollar1 ve alveolar epitel hiicreleri
beklide en oOnemli sitokin ve proteaz kaynagidir. Epitel hiicreler sigara dumaniyla
uyarildiginda TNF-q, IL-1p ve IL-8’in i¢inde bulundugu yangi aracilarim iiretirler (Mio ve
ark. 1997; Floreani ve ark. 2003). Solunum yollarindaki epitel hiicreler viicut savunmasinda

da 6nemli rol oynarlar. Goblet hiicrelerinden salgilanan mukus inhalasyon yoluyla alinan



zararli gaz ve partikiilleri tutar (Adler ve Li 2001). Ayrica epitel hiicreleri antimikrobiyal ve
doku onarici etkisi olan defensin gibi katyonik peptidleri salgilarlar (Aarbiou ve ark. 2002).
Bir diger o6zellikleri de immiinoglobin A tasiyiciligi yaparak immun sistemi uyarmaktir
(Pilette ve ark. 2001). Epitel hiicreleri yang1 esnasinda savunma hiicreleri (makrofaj, notrofil,

B ve T Lenfosit) ile birlikte lenfoid foliikiillerin yapisinda yer alir (Kelsen ve ark. 2009).

2.4.2 Notrofiller

Notrofillerin KOAH’taki rolii tam olarak bilinmemektedir. Yapilan c¢aligmalarda
KOAH hastalarmin tiikiiriik ve balgam 6rneklerinde nétrofil miktarinin 6nemli derecede artis
yaptigr gosterilmistir (Lacoste ve ark. 1993; Keatings ve ark. 1996). Notrofiller serine
proteazlari, notrrofil elestazlari (NE), kathepsin G, proteinaz 3 ve matriks metaloproteazlari
(MMP-8 ve 9) salgilayarak alveolar yikima sebep olurlar. Ayrica serin proteazlari mukus

salgilatici olarak da gorev yaparlar (Di Stefano ve ark. 1994).

2.4.3 Makrofajlar

KOAH’ta makrofajlar alveolar duvara yerlesir ve yikimlarina sebep olarak anfizem
olusumuna neden olurlar (Meshi 2002). Makrofaj sayisi ile hastalifin seyirindeki ilerleme
arasinda dogru bir iliski vardir (Di Stefano ve ark. 1998). Makrofajlarda sigara dumaninin
uyarimiyla TNF-alfa, IL-8, LTB4 ve ROS sentezi ve salinimi artar. Bunlarin yaninda MMP-2
MMP-9, MMP-12 ve katepsin gibi elastik dokular1 parcalayan enzimleri de salgilarlar
(Russell ve ark. 2002). Makrofajlarda, ¢ogu yangisal protein NF-kByolagi {iizerinden

sentezlenir ve KOAH ta yangi siiresince aktiftir (Caramori ve ark. 2003).

2.4.4 T-lenfositler ve CD8+ hiicreler

T-hiicrelerinin KOAH’taki rolii tam olarak aydinlatilamamistir. CD8+ hiicreleri TNF-
o, granzim B ve perforinler salgilayarak epitel hiicrelerde sitolize ve apoptoza neden olurlar
(Hashimoto ve ark. 2000). KOAH’ta T-lenfositlerin sayis1 (6zelliklede CD8+ hiicreleri)
akciger parankimasinda ve solunum yollarinda hastalik siiresince artis gosterir (Lofdahl ve
ark. 2008). T-lenfositlerin sayisiyla solunum yollarinin daralmasi dogru orantili olarak

degisirr. KOAH’Ii hastalar iizerinde yapilan caligmalarda sigara kullananlarda CDS’,



kullanmayanlarda ise CD4+ yiizey reseptorlerine sahip T lenfositlerinde daha fazla artis
oldugu tespit edilmistir (Tsuda ve ark. 2009).

T lenfositleri (CD8+) interferon gama (IFN-gama), interferon uyarici protein 10,
granzim ve perforin gibi sitotoksik aracilar ve FAS-ligand sentezi yaparlar (Gadgil ve Duncan
2008; Grumelli ve ark. 2004). Granzim B ve perforinler apoptozu uyarabilirler veya anfizem

olusumuna sebebiyet verebilirler (Lofdahl ve ark. 2008).

2.4.5 Yangi aracilan

Kronik obstriiktif akciger hastaliginda sitokinler, kemokinler, biiylime faktorleri,
reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri gibi yanginin baglamasi, gelismesi ve devaminda gorevli ¢ok

sayida aract molekiil vardir (Mortaz ve ark. 2008).

2.4.5.1. Kemokinler

Kemokinlerin 6nemlileri; interlokinler (6zellikle IL-8) ve lokotrienler (6zellikle
LTB4)’dir (Sarir ve ark. 2008). KOAH’ta IL-8 yangmin baglamasinda ve gelismesinde
o6nemli rol oynar. Solunum yollarinda baslica epitel hiicrelerden, makrofajlardan ve
notrofillerden sentezlenip salinirlar (Gadgil ve Duncan 2008). IL-8 makrofaj ve notrofil igin
kemotaktik etkilidir (Gadgil ve Duncan 2008). KOAH’ta yanginin siddetlenmesi ve amfizem
olusumunda 6nemli bir role sahiptir (Simpson ve ark. 2009). Makrofajlardan salinan 16kotrien
B4, diger bir nétrofil kemotaktik molekiildiir. KOAH hastalarindaki diizeyi notrofil
miktartyla dogru orantili olarak artar (Profita ve ark. 2005).

2.4.5.2. Sitokinler

Sitokinler yanginin baslamasi ve devamindan sorumlu polipeptidlerdir. Sitokin
sekresyonu, bakteriyel {iriinler, immiin kompleksler, toksinler ve fiziksel etmenler tarafindan
uyarilabilir (Drenth ve ark. 1995).

Timoér nekroz faktor alfa (TNF-o) yangi onciilii bir sitokin olup, genel olarak
makrofajlardan, T ve B lenfositlerden salgilanir. TNF-0, mitojen tarafindan aktive edilmis
protein kinaz (MAPK) ve NF-kBgibi hiicre i¢i sinyal yolaklarin1 uyararak, nétrofil

degraniilasyonuna ve bunun yaninda makrofajlardan ise MMP {iretimine neden olur (Renda



ve ark. 2008). KOAH’I1 hastalarin balgam ve tiikiiriik 6rneklerinde TNF- o diizeyleri 6nemli
miktarda artar (Makris ve ark 2009) (Sekil 2.6).

Interferon gama (IFN-y) yanginin devamindan sorumlu bir sitokin olup, baslica
lenfosit ve dogal oldiiriicii hiicrelerden salinirlar. Makrofajlar1 uyarmada ozellikle viriisler
olmak tizere patojenlerin dldiiriilmesinde onemli bir gorev istlenirler. KOAH’I1 hastalarin
tilkiiriiklerinde, alveollerinde ve anfizem olusmus akciger dokularinda diizeyi ©Snemli
derecede artt1g1 bir¢cok arastirmada ortaya konulmustur (Tzanakis ve ark. 2004).

Interlokin-1 (IL-1) ise baslica antijen sunan hiicreler [monosit ve makrofajlar,
langerhans hiicreleri, dendritik hiicreler, endotelyal hiicreler, T lenfositleri, dogal oldiiriici
hiicreler (NK), astrositler ve keratinositler] olmak {izere tiim ¢ekirdekli hiicrelerden
sentezlenebilir (Gardner ve ark. 2003). interlokin-1 (IL-lo. ve IL-1B) ayni zamanda
siklooksijenaz-2 (COX-2), fosfolipaz A2 ve iNOS’un aktivatoriidiir. Kafeik asit fenetil ester,
IL-1 ve IL-18 gibi yang1 baslatict sitokinlerin uyardigi NF-kBhiicre ici sinyal iletim yolagini
bloke ederek yanginin devamliligini énler (Kyungsun ve Chulhee 2008). Interldkin-1’e maruz
kalan hiicreler yiiksek miktarda protaglandin 2 (PGE-2) ve NO iiretimi yapar (Witowski ve
ark. 2004) (Sekil 2.6).

TXNF-alfa
IrL-1e
-1

Sekil 2.6. CAPE’in proinflamatuar sitokin uyarimli NF-kBblokajt.

IL-18, IL-1 ailesinin bir {iyesi olup Thl hiicrelerinin olgunlasmasinda diizenleyici bir
goreve sahiptir (Hoshino ve ark. 2007). Yapilan ¢alismalarda KOAH olusumunun &nemli
belirteclerinden olan anfizemde IL-18 gen ekspresyon seviyelerinde anlamli bir artis oldugu

ortaya konulmustur (Imaoka ve ark. 2008).

2.4.6. Metalloproteinazlar (MMPs)

Metalloproteinazlar KOAH’ta akciger dokusunu harabiyete ugratan proteolitik
enzimlerdir (Shapiro ve Senior 1999). KOAH’l1 hastalar da 6zellikle MMP-1 (kollajenaz) ve
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MMP-9 (jelatinaz-B) enzimleri anlamli bir sekilde artis gosterir (Finlay ve ark. 1997).
Genellikle KOAH’l1 hastalarda akciger parankimasinda MMP-9, tip-II ponomositlerde ise
MMP-1 artis1 meydana gelir (Imai ve ark. 2001). KOAH’l1 sigara igenlerin makrofajlar
sigara igen saglikli insanlara oranla daha fazla MMP-9 sentezi yaptig1 belirtilmistir (Lim ve
ark. 2000). Ayrica elastolitik etki gdsteren hiicrelerin sayisinda da bir artis s6z konusudur

(Russell ve ark. 2002).

2.7. Apoptoz

Apoptoz programli hiicre Sliimiidiir. Istenmeyen, hasarli ve hastalikli hiicrelerin
ortadan kaldirilmasini diizenleyen bir savunma mekanizmasidir. Organizmalar {i¢ farkli
apoptoz yolagi gelistirmislerdir (Degterev ve ark. 2003).

[Ik yolak, TNF-a disaridan gelen uyarilar ile hiicre zarinda bulunan &liim
reseptorlerine (TNF-DR) baglanmasiyla aktive olur (Sekil 2.7). Sonra i¢inde Fas iligkili 6liim
vericisinin (FADD) de bulundugu 6liim icerikli sinyal kompleksler (DISC) aktive olarak pro-
kaspaz 8’1 aktive eder, pro-kaspaz 8 de kaspaz-3 aktive eder (Muzio M ve ark. 1998). Kaspaz
3’te kaspaz-uyarici DNAz’lan salgilatarak DNA’da kiriklara neden olur. Bu yolaga ¢evre
uyarimli reseptor yolagi denir (Tang ve Kidd 1998).

Ikinci yolak igsel uyarimli mitokondri yolagidir. Fiziksel ve kimyasal strese cevap
olarak mitokondrilerden sitokrom c¢ salinimi artar, Sitokrom ¢ apoptotik proteaz aktive edici
faktorii (APAF-1) bu da kaspaz 9’u aktive eder (Li ve ark. 1997). Kaspaz 9 ise kaspaz 3’1
aktive ederek apoptozu gergeklestirir (Slee ve ark. 1999).

Uciincii yolak ise endoplazmik retikulum yolagidir. Kaspaz 12’nin hipoksi gibi stres
faktorlerince uyarilmasi sonucu olusur (Rao ve ark. 2001). Bu yolakta kaspazlar birbirini
aktive etmez, kaspaz 3 granzim B tarafindan uyarilir ve apoptoz gergeklesir (Darmon ve ark.

1995).
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Sekil 2.6. TNF-a hiicre i¢i sinyal iletimi yolag1
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hiicre Hatt1

Arastirmada insan alveoler bazal epitel hiicre hatti (A549) kullanildi. Akciger
alveollerini kaplayan Skuamoz tip goriiniise sahip bu hiicreler, su ve elektrolitler gibi
maddelerin diflizyonundan sorumlu olmakla birlikte siirfektan madde salinimiyla akciger
alveollerini digsal etkenlerden korumaktadir. Akciger epitel hiicreleri Dr. Mazella C.

tarafindan Paris Fransa’dan temin edildi.

3.2. Hiicre Pasaj1

Insan akciger alveol hiicreleri DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium-Sigma)
besi medyumunda (%10 oraninda 1s1 ile inaktif edilmis fotal sigir serumu (FBS-Sigma) ve
100 IU/ml penisilin/streptomisin (Sigma) igeren 37°C, %5 CO, ve %95 hava bulunduran
siteril inkiibatorde (Hera-Cell 150, Thermo) inkiibe edildi. Hiicrelerin cogaltilmasi igin
yaklagik 1x10%ml sayida hiicre 10 ml medyum bulunan 75 cm® siteril kiiltiir kabina (flask)
(Nunc, USA) konarak iki giinde bir medyum degistirilmek sartiyla inkubasyona birakildi. 3-4
giin slireyle hiicre tiremesi yeterli yogunluga ulastiginda 1/3 oraninda pasajlandi. Calisma
gruplart olusturulurken flask tabanma yapisan hiicreler 1-2 ml/75 cm’ flask % 0,025
Tripsin/EDTA (Sigma) kullanilarak kaldirildi. Sonra hiicreler toplanarak oda 1si1sinda 400 g ve
5 d siireyle santrifiij edildi. Islem sonunda medyum atilarak dipte kalan hiicre peleti 1ml taze
komple medyumla kaldirildi. Hiicreler nazikg¢e al-ver yontemiyle homojen olmalar1 saglandi.
Mikroskop (Olympos-CKX41) altinda hiicre sayimi tripan mavisi ile bir hemositometre
(Neubauer Assistent) yardimiyla belirlenerek deneme gruplart icin ihtiya¢ duyulan hiicre

say1s1 flasklara eklendi.
3.3. Arastirmada Kullanilan Kimyasal Maddeler
3.3.1. Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)
Arastirmada kullanilan kafeik asit fenetil ester (CAPE), (Sigma - Germany) etil alkol

ile ¢ozdiiriildi. Calisma siiresince kullanilan CAPE konsantrasyonu elde edilen canlilik

(viabilite) kontrollerine gore 2,5 um/ml olarak belirlendi. Her uygulamada CAPE eklenmesi,
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sigara dumani igeren kiiltlir mediumu eklenmesinden 1 saat 6nce yapilarak, inkiibasyon

periyodu bu siireden sonra baglatildi.

3.3.2. Medyumun sigara dumani ile doyurulmasi

Laboratuar kosullarinda KOAH modeli olusturmak ve tiitiin bilesiklerine akciger
hiicrelerinin maruz birakilmasi amagl basit diizenek hazirland. Icerisinde DMEM bulunan
kabin kapagina agilan ¢ift boru sisteminin bir ucuna sigara yerlestirilip diger ucuna ise vakum
yapabilen bir aparat baglandi. Kap igerisinde bulunacak sigir serum alblimin igermeyen
medyum (20 ml siv1 i¢in 1 adet 10 mm sigara) ticari sigara (Marlboro, Philips Morris, Inc.,
Richmond, VA; her sigara 12mg zifir ve 0.9 mg nikotin icerir ) dumam ve igerigi ile
doyuruldu. Daha sonra, pH s1 7.4 ayarlanip 0.22 pm gozenek agikliga sahip filtreden
(Millipore) gegirilip hiicrelere uygulandi. Bu islemler uygulanmis medyum her ¢alismada taze

olarak hazirlanip, 30 d i¢inde kullanildi.

3.4. Homojenat hazirlama

Hiicreleri yapismis olduklar hiicre kiiltiirii zemininden kaldirmak icin flasklara 300 pl
tripsin (% 0,025) eklenerek 1-2 d beklendi. Hafif ¢irpma hareketiyle flask tabanindan
hiicrelerin kalkmalar1 saglandi. Suspanse hiicreler pipet ile toplanarak ependorf tiiplere
aktarildi. Sonrasinda oda 1sisinda 400 g devir 5 d siireyle santrifiij edilerek, hiicre peletleri
elde edildi. Homojenatlar hazirlanmirken PBS (KH,PO4, Na,HPO, pH:7) ile 2 kez
yikandiktan sonra tekrar santrifiij edildi ve iizerlerine icerisinde %1 triton X-100 (Merck), 50
mM HEPES pH 7.2, 10 mM EDTA, 100 mM NaH,PO. 2H,0 ve % 0,5 oraninda proteaz
inhibitor kokteyli [aprotinin, fenilmetansiilfonilflorid (PMSF), leupeptin, sodyum florid]
bulunan lizis bafir eklendi. Deterjanla ¢oziinmeyen hiicresel proteinler 12 000 g, 4 °C’de 10 d
siireyle santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi. Siipernatantlarin protein miktarlart

Bradford metodu ile dl¢iildii.
3.5. Tripan mavisi boyasiyla canli-6lii hiicre degerlendirilmesi ve hiicre sayimi
Tripan mavisiyle Olii hiicreler boyanirken canli hiicreler boyanmaz. Ciinki canli

hiicrelerde membran biitiinliigii bozulmadigindan boya sitoplazmaya gecemez (Leszczynski

ve ark. 2001). Seyreltilmis hiicre slispansiyonundan 20 pl alinarak, {izerine ayni miktarda
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tripan mavisi soliisyonu eklendi. Al-ver yontemiyle pipet yardimiyla homojen olarak
karigmalar1 saglandi. Hemositometre laminin (Neubauer Assistent-Germany) her iki
boliimiine, hiicre- tripan mavisi karisimindan 1’er damla damlatildi ve bir lamelle yayilmasi
saglandi. Lam iizerindeki bulunan dort karedeki hiicreler invert mikroskop altinda sayildi ve
ortalama say1iy1 belirlemek i¢in dérde boliindii. Elde edilen hiicre sayilari 5x10° olarak ifade
edildi. Goriintiiler 6zel atagmanli bir aparata sahip dijital fotograf makinesi (Olympus C-

7070) ile fotografland.
3.6. Biyokimyasal Analizler
3.6.1. Bradford Yontemi ile Protein Analizi

Bu yontemin prensibi, boya olarak kullanilan Coomassie brilliant blue G-250’nin,
negatif ylike sahip olmasi nedeniyle protein iizerindeki pozitif yiike baglanmasidir. Bu
boyanin kirmizi (Apax = 465nm) ve mavi (Amax = 595nm) olmak {izere iki formu
bulunmaktadir. Protein baglanmasinin gdstergesi, kirmizi formun mavi forma doniisiidiir.
Yontem: test gruplarindaki hiicrelerin flasklardan bir kazici aparat yardimiyla toplanmasi ve
homojenize edilmesini takiben drneklerden 20 pl alinarak {izerine 200 pl Bradford ayiraci ve
580 ul distile su ilave edilerek test tiipleri hazirlandi. Tipler oda 1sisinda 10 d bekletildikten
sonra, spektrofotometre (Shimadzu)’nin 595 nm 151k dalga boyunda absorbans degeri dl¢iildii.
Sigir serum albumininin farkli standart konsantrasyonlari hazirlanarak elde edilen standart

egriden orneklerin protein diizeyleri hesaplandi (Bradford, 1976).

3.6.2. Nitrik oksit (NO) Diizeylerinin Belirlenmesi

Akciger epitel hiicrelerinin bulundugu flasklardan 3 saat inkubasyon sonucu elde

edilen medyumlardaki NO seviyeleri o6lgiildi. Nitrik oksit yart émrii ¢ok kisa olan bir

molekiildiir. Bu nedenle NO {iretimi, nitrik oksitin 6nciil molekiilleri olan nitrit (NOZ_) ve

nitrat (N 03_) diizeylerinin saptanmasiyla hesaplanmaktadir. Bu amagla ¢aligma da, Costas ve

Wakid (1990) tarafindan gelistirilen Griess metodu uygulama igin kullanildi. Bu metod’a
gore; kadmiyum graniilleri (2-25 g), siizge¢ kagidindan siizdiiriilerek 3 kez deiyonize su ile

yikandi. Daha sonra graniiller glisin-NaOH tampon II (15 g/L, pH=9.7) icinde 5 mmol/L
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CuSOy soliisyonunda 5 d kanstirilarak aktiflestirildi. Her test grubundan 300 pl miktar
alinarak, tizerlerine 250 pul 75 mmol/L ZnSO4 ve 350 pl 55mmol/L NaOH eklendi. Bu karisim
10000 x g rotor hizinda 4°C’de 3 d santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlardan 750 pl
pipetlenerek farkli ependorf tiiplere alindi ve iizerlerine 250 pl glisin tampon I (45 gr/L pH:
9,7) ilave edildi. Bu tiiplere yukarida belirtildigi gibi aktiflestirilen kadmiyum graniillerinden
her tlipe bir graniil olacak sekilde eklendi. 10 d kanstirildiktan sonra hazir hale gelen
orneklerden 300 pl almip iizerlerine 1125 pl ayirag 1 (N-naftil etilen diamin) ve 1200 pl
ayirag 2 (siilfanilik asit, 3 mmol/L HCL) eklendi. Ornekler, kére karsi spektrofotometrenin
546 nm 151k dalga boyunda absorbans Olciimleri yapildi. Elde edilen veriler pmol/ml protein

cinsinden hesaplanip kaydedildi.

3.6.3. Glutatyon (GSH) Analizi

Indirgenmis glutatyon (GSH) diizeylerinin &l¢iimii, Sedlak ve Lindsay (1968)
tarafindan gelistirilen metodu ile yapildi. Bu yontemin prensibi, reaksiyona ilave edilen 5,5-
ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB, Merck)’in ortamda bulunan siilfidril gruplar
tarafindan indirgenmesi sonucu, 1 mol siilfidrile karsilik 1 mol 2-nitro-5-merkaptobenzoik
asit olusumuna dayanmaktadir. Ozetle, elde edilen hiicre siipernatantlarindan 250 pl almip
ayn1 miktarda % 10’luk triklor asetik asit (TCA, Sigma) ile karistirilarak 8600 rpm rotor
hizinda 15 d santrifiij edildi. Deproteinize edilen 6rneklerden 250 ul alinip temiz tiiplere
aktarilarak tizerlerine 2 ml 0,3 M’lik Na,HPO, ilave edildi. Karisimlarin {lizerine bis(2-
Nitrobenzoic Acid) eklenip vorteksle karigimlar saglandiktan sonra 5 d oda 1sisinda bekletildi
ve daha sonra spektrofotometrenin 410 nm 151k dalga boyunda distile suya kars1 okunarak

umol/mg protein olarak haesaplandi ve kaydedildi.

3.6.4. Katalaz Aktivitesi Analizi

Farkli test gruplarindan 3 saat inkiibasyon sonucu elde edilen hiicre homojenatlarinda
katalaz aktivite tayini Luck (1965) tarafindan gelistirilen metod kullanilarak yapildi. Bu
yontemin prensibi H,O;’nin 151k spektrumunun ultraviyole dalga boyunun azalmasiyla artan
bir absorbans vermesine dayanir. Uygun bir tampon i¢inde (PBS) bulunan H,O,’nin 6rnekte
bulunan katalaz etkisiyle yikilmasi sonucu 240 nm absorbansta azalma goriiliir. Absorbansta

gozlenen azalma hizi katalaz aktivitesi ile dogru orantili olarak kabul edilir.
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Fosfat tamponu (1/15 mmol/L; pH=7) i¢in 3,522g KH,POs ve 14,61g. Na, HPO,
distile suda ¢oziildii ve 1 L’ye tamamlanarak pH 7’ye ayarlandi. Fosfat tamponunda H,O,

¢ozeltisi (10 mM), % 30’luk H,O, ¢dzeltisinden 0,16 ml alinarak daha 6nce hazirlanmig olan

fosfat tamponunun 100 ml’sinde seyreltildi. Her Ornegin analizinden Once Ornekte
bulunabilecek maddelerin neden olabilecegi absorbans yiikselmesi saptamak ve sadece
ornekten kaynakli farkin elde edilmesi amaciyla kor deney tiipleri hazirlandi. K6r deney tiipti
icin quartz kiivete 2,95 ml fosfat tamponu tlizerine 50 ul numune eklendi. Spektrofotometre
her 6rnegin kendisine ait kor deney olarak kabul edilen bu kiivete gore sifirlandi. Test isaretli
quartz kiivetlere ise 2,95 ml fosfat tampon i¢inde hazirlanmis H,O, ¢Ozeltisi kondu ve
tizerlerine 50 pl 6rnek eklenerek tam karisim saglanmasi igin kiivetler alt-iist edilerek
spektrofotometreye yerlestirildi. 240 nm 151k dalga boyunda 30 s ic¢inde absorbanslarda
meydana gelen azalmalar takip edilerek “k” hiz sabiti elde edildi. Okunan degerler pmol/mg

protein cinsinden hesaplanarak kaydedildi.

3.6.5. Tiazol Mavisi Tetrazolyum Bromid (MTT) Viabilite Testi

Tiazol Mavisi Tetrazolyum Bromid kullanilarak bir hiicre toplulugundaki canlh
hiicrelerin orani kolorimetrik yontemle nicel olarak saptanabilmektedir. Bu yontem canli
hiicrelerde, mitokondrial rediiktazlar tarafindan MTT nin tetrazolium halkasim
parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu reaksiyon mitokondrial bir enzim olan siiksinat
dehidrogenaz aktivitesine baglidir. Tetrazolium halkasinin pargalanmasi1 sonucu soluk sari
renkli MTT boyas1 koyu mavi-mor formazan iiriiniine doniismektedir (McGahon ve ark.
1995). Bu amagla 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda deneme gruplar1 olusturuldu. 3 saatlik
inkiibasyon sonucu kuyucuklardan siipernatantlar alinarak yerlerine PBS’te ¢ozdiiriilmiis
MTT ayrraci eklendi. %5 CO, ve 37 %C’lik inkiibatorde 90 d, bekletildi. Daha sonra her bir
kuyucuga 1 ml izopropil alko/HCL ayiracindan eklenerek 5 d beklendi. Olusan formazan
iriinlerinin  ¢ozdiiriilmesi saglandi. Kuyucuklardaki siipernatant ependorflara alinarak
inkiibatorde her bir deneme grubu kuyucuklarindaki siipernatantlar alinarak ependorflara

alind1. Ornekler spektrofotometrenin 595 nm 1s1k dalga boyunda okunarak kaydedildi.
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3.6.6. Malondialdehit (MDA) Analizi

Aerobik sartlarda pH 3.4’te tiobarbutiirikasit TBA ile serumun 95°C’de inkiibasyonu
sonucu, eger lipid peroperoksidasyonu varsa sekonder bir {iriin olarak olusan MDA, TBA ile
pempe renkli bir kompleks yapar. Bu kompleks spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda
Olciiliir (Ohkawa ve ark. 1979). Elde edilen hiicre homejenatindan 10ml’lik cam tiiplere 0,5ml
ilave edildi. Uzerine 2,5ml TCAA ve 1ml TBA eklendi (kér tiipe hiicre homejenat1 yerine
0,5ml TCAA eklendi). 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 10d
santriifiij edilir. n-biitenol tabakasi spektrofotometre kiivetlerine pipetlenerek 535 nm’de

okuma yapilir.

3.7. RNA izolasyonu

Inkiibasyonlar sonucu test gruplarinin bulundugu 75 cm®lik flasklardaki medyumlar
atildi. ve hiicreler steril bir kaziyic1 yardimiyla kaldirilarak ependorf tiiplere alindi. Uzerlerine
1 ml RNA izolasyon reaktifi (Trizol Reagent, Sigma) eklendi ve vorteksle karistirildi. Tiipler
oda 1s1sinda 5 d bekletildikten sonra 12000 g, 4° C’de 10 d santrifiij edildi. Stipernatantlar
otoklav edilmis 1,5ml’lik ependorflara aktarilarak oda 1sisinda 5 d bekletildi Sonra tiiplere 0,2
ml kloroform ilave edilip, 15 saniye siireyle vortekste karistirildi. Daha sonra oda 1sisinda 15
d bekletilen 6rnekler 12000 g ve 4°C’de 15 d santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi meydana gelen
iic fazdan tstteki renksiz fazlar (RNA igerir) yeni ependorf tiiplere alinip, iizerlerine 0,5 ml
izopraponol (Merck) ilave edildi. Tiipler oda 1sisinda 5-10 d siireyle tutulduktan sonra 12000
g 10 d siireyle santrifiij edilerek RNA peletlerinin olusmasi saglandi. Peletler iizerindeki
stipernatantlar alinip RNA % 75°lik etil alkol (Merck) ile yikanmasi saglandi. RNA vorteks
edilip, 7500 g’de 5 d siireyle tekrar santrifiij edildi. Daha sonra siipernatantlar atildiktan sonra
RNA’lar 10-15 d siireyle hava akiminda kurutulmasi saglandi. Her tiipteki RNA peletleri
iizerine 25-30 ul su (DEPC water-dietilpirokarbonatli su) ilave edilip, birka¢ kez al-ver

muamelesiyle pipetlenerek ¢oziinmeleri saglandi.

Total RNA miktarlar1 ve safliklar1 spektrofotometrede 260 nm (OD,,) ve 280 nm

(OD,,) 151k dalga boylarinda degerler alinarak belirlendi. RNA/DNA oranlar1 (OD,,/ OD,/)
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1,7-2,0 araligindaki olan orneklerin saflig1 yiiksek kabul edilip, cDNA (komplementer-

tamamlayict DNA) sentezinde kullanildi.

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

Elde edilen total RNA’lardan komplementer DNA (cDNA) sentezi eldesinde su metod
takip edildi. Otoklavdan gegirilmis 0,2 ml ependorf tiiplere herbir 6rnek tiipiinden 1-2 g total
RNA alinip iizerlerine 1 pl oligo (dT-18) primer eklendi. Daha sonra bu tiipler DEPC
uygulanmis su ile 12 pl’ye tamamlandi. Karisim 3-5 saniye 13000 g’de santriiij edilip termal
sayklirda (Toshiba) 70° C’de 5 d reaksiyona tabi tutuldu. Siire sonunda karisim buz i¢inde
sogutuldu ve santrifiij edilerek tiipiin dibinde toplanmasi saglandi. Tiipiin iizerine 4 pl 5x
reaksiyon tamponu, 1 pl revertAid m-multi-v reverz transkriptaz, 1 pl ribolock riboniiclease
inhibitor (20 U/ul) ile 2 pl ANTP (2 mM) karisimi konulup karistirildi (Fermentas, Germany).
Kisa siireli santrifiij sonrasi test tiipleri termal sayklira yerlestirilerek 42° C’de 60 d siire ile
RN’lar cDNA'lara doniistiiriildii. cDNA sentezinin tamamlanmasi i¢in tlipler 70°C’de 10 d
inkiibe edildikten sonra PCR kullanimina hazir hale getirildi ve kullanilincaya kadar -20°C’de

muhafaza edildi.

3.9. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi, genetik materyaller (DNA ve RNA)
tizerinde segilmis bir bolgenin in vitro sartlar altinda ilgili gen bdlgelerine spesifik
oligoniikleotid primerler ve Taq polimeraz enzim kullanilarak bir otomatik termal sayklirda
cogaltilmast metodudur. PCR reaksiyonunda temel olarak {i¢ basamaktan olusmaktadir.
Birincisi denatiirasyon (DNA ¢ift zincirinin agilmasi), ikincisi primerlerin spesifik olduklar
gen bolgesine yapigsmasi (annealing) ve li¢linciisii ise zincir uzamasi (extention)’dir. Spesifik
olmayan yapismalarin olmamasi icin dongii sayisi genellikle 30-40 olacak sekilde
sinirlandirilir. Kisaca PCR reaksiyonu igin test tiipler su sekilde hazirlandi. Orneklerden elde
edilen cDNA’lardan 1 pl alinarak, iizerlerine 0.5 U DNA Taq polimeraz igeren Syber Green
PCR mastermiks (Fermentas) ve mRNA {izerinde ¢ogaltilmak istenen genlere spesifik bir cift
primer (oligoniikleotid) ilave edildi.

Reaksiyonda 100 ng diizeyinde TNF-a, IFN-y, COX-2, IL-1B, CAS-3 ve iNOS
spesifik primerleri literatiirde belirtilen baz dizgeleri sentezi yaptirilarak kullanildi (Tablo 1).

DNA amplifikasyonu PCR yontemi ile anlik PCR sistemi (Real-Time PCR, Stratagene, USA)
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kullanilarak yapildi. Amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait

kopya esigi (Ct) degerleri karsilagtirilarak, hedef genlerin mRNA transkripsiyon diizeylerinin
-DDC
nisbi degisimleri 2 tmetodu ile hesaplandi (Paffl, 2001). Bu hesaplamada; DDCt = (Cthe ot

—Ct ) (Ct

gen beta actin

) formiilii uygulandi; hesaplanan deger

- —Ct
denek grubu hedef gen beta actin’ kontrol grubu

her bir gen i¢in 2_DDCt formiiliinde yerine konularak mRNA transkripsiyon diizeyi misli olarak
down- ya da up-regiile seklinde belirlendi. Her 6rnek i¢in kontrol gen olarak kabul edilen
beta aktin geni (housekeeping gen) diizeltme i¢in kullanilarak transkripsiyon seviyesi istenilen
genlerdeki transkripsiyon seviyeleri hesaplanarak kaydedildi. Real Time PCR sisteminde
Syber Green (Fermentas, Germany) boyasi ¢ift iplikcikli DNA parcasina baglanarak
elektriksel impuls ile birlikte floresan 1s1ma yapar ve bu 1sima sistemin lazer dedektorii
tarafindan alinarak bilgisayar ortaminda grafik formatina gevrilir. Olgiilen floresans siddeti
PCR iiriiniiniin miktar1 ile dogru orantilidir. Daha sonra gruplar arasindaki farklar misli (kat1)

cinsinden tablolarda verildi.

3.10. Istatistiksel Metod

Aragtirmada elde edilen veriler, SPSS 17.0 (Statistical Package for Social Sciences)
programinda, One-way ANOVA varyans analizi yontemi kullanilarak yapildi. Gruplar

arasindaki istatistiksel farklar Duncan testi ile belirlendi. p<0.05 ve alt1 istatistiksel olarak

onemli kabul edildi. Degerler ortalama + standart hata (S.E) seklinde verildi.
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Cizelge 3. 1. RT-PCR analizlerinde kullanilan primer baz dizgeleri ve PCR kosullar:

Transkript Primer sekanslari PCR programlar

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

TNF-a Ileri 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 Ileri primer | 5° TCC GAG GCA AAC AGCACATTCA ¥ 95°C 15sn-58°C 1d
72°C 30sn (35 siklus)

Geri primer | 5’TCC ATG CAG ACA ACCTT 3 Baslangi¢ 95°C 10d

iNOS fleri primer | 5° GGC CTC GCT CTG GAA AGA 3’ 95°C 45sn-56"C 1d
72°C 45sn (35 siklus)

Geri primer | 5° CAC AAA AGA ACT GGA TGA AC 3’ Baslangig 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 Baslangi¢ 95°C 10d

II- 1p fleri primer | 3’ 95°C 45sn-55°C 1d
5" GCA AGC GCT TCA GGC AGG CGG CG 3’ 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 CTC TTG CTC GAA G 3’ Baslangic 95°C 10d

B-actin lleri primer | 5> CAT CGT CAC CAA CTG GGA CGAC3’ 95°C 45sn-55°C 1d

72°C 45sn (35 siklus)
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4. BULGULAR

4.1. Spektrofotometrik analiz ve hiicre sayimi sonuclari

4.1.1. Farkh konsantrasyonlardaki CSE'nin hiicre viabilitesi iizerine etKisi

Bir gece onceden 24 kuyucuklu kiiltiir kaplaria eklenen akciger epitel hiicrelerine
(A549) sigara dumani igeriginin farkli konsantrasyonlar1 (%10-100) uygulandr ve 3 saat
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda MTT metoduyla viabilite kontrolleri yapildi. Buna gore
%100 (20 ml mediyuma 1 adet 10mm sigaranin i¢irilmesiyle elde edilen sigara dumani igerigi
%100 olarak kabul edildi) eklenen grupta, canli hiicre sayis1 kontrol grubuna gore anlamli bir

diizeyde azaldig tespit edildi (Sekil 4.1).

1.2

0.8 ~

0.6 -

0.4 -
0.2 -

Hiicre viabilitesi (OD 570 nm)

K 100 50 25 10

Sigara dumani icerigi konsantrasyonu (%)

Sekil 4.1. CSE’nin farkli konsantrasyonlarinin hiicre viabilitesi lizerine etkisi

Inkiibasyon sonrasi %100 CSE eklenen gruptaki (0,478 = 0,008) hiicre kayiplar
kontrol grubuna (1,030 + 0,02) gore yaklasik % 46,4 oraninda azalma gdsterdigi tespit
edildi (p<0.001). CSE’nin % 100 konsantrasyonu Arastirma siiresince hiicrelerde stres

olusturmak amaciyla kullanildi. K: Kontrol
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4.1.2. Farkh konsantrasyonlardaki CAPE’in hiicre viabilitesi iizerine etkisi

Yirmi dort kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda ¢aligma gruplar olusturulan hiicrelere
farkli konsantrasyonlarda (0,5-20 um) CAPE eklenip, calismada kullanilacak etkili
konsantrasyon tespiti MTT metoduyla degerlendirildi.
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CAPE Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.2. Farkli CAPE konsantrasyonlarinin hiicre viabilitesi lizerine etkisi

Ug saat inkiibasyon sonrast 2,5 um CAPE grubunda kontrol grubuna (0,794 + 0,019)
gore hiicre viabilitesinde belirgin diizeyde (0,840 + 0,013) azalma olmadig1 (Sekil 4.2) tespit
edildi (p<0.001). Daha yiiksek dozlarinin ise hiicreler i¢in toksik oldugu belirlendi.

4.1.3. CAPE uygulamasinin, Sigara dumaninin neden oldugu hiicre o6liimleri

iizerine etkisi

Akciger epitel hiicrelerine 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda CAPE’in farkli dozlar 1
saatlik 6n uygula yapildi. Daha sonra sigara dumani igerigi tastyan (CSE) mediyum eklenerek
3 saat inkiibasyon siiresi baslatildi. Siire sonunda CAPE’in etkin dozu MTT metodu ve tripan

blue canli hiicrelerin sayimu ile tespit edildi.
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Sekil 4.3. CSE ile birlikte farkli CAPE konsantrasyonlarinin hiicre viabilitesi lizerine etkileri.

Inkiibasyon sonras1 kontrol grubuna gére (0,794 + 0,019) CSE grubunda meydana

gelen yaklasik %46’lik hiicre kayiplariin (0,341 £ 0,069) CAPE tedavisi ile %25 (0,794 +

0,04) oraninda iyilestirildigi saptandi (p<0,001). K: Kontrol, CSE: Sigara dumani igerigi

+CAPE: CSE+CAPE
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Sekil 4.4. CSE ile birlikte CAPE uygulanmasinin canli hiicre sayisina etkisi.
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inkiibasyon sonrasi kontrol grubuna gére (98x10° + 0,75x10) CSE grubunda meydana
gelen hiicre kayiplarmin (65x10° + 1,09) CAPE 6n muamelesiyle (80x10°+ 0.75) oraninda
iyilestirildigi saptandi (p<0.05). K: Kontrol, CSE: Sigara dumani igerigi, CAPE: 2,5uM,
+CAPE: CSE+2,5uM CAPE.

4.1.4. Sigara dumanina maruz birakilan hiicrelerde CAPE’in katalaz aktivitesi

tizerine etkisi

Pleytlerdeki (24 kuyucuklu) akciger epitel hiicrelerine 2,5 um CAPE 1 saat
siiresincedn uygulamaya tabi tutuldu. Daha sonra CSE eklenerek 3 saat inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda 6rneklerden elde edilen hiicre homojenatlarinda katalaz aktivitesi analiz edildi.
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Sekil 4.5. CSE ile CAPE uygulamasinin katalaz enzim aktivitesi lizerine etkisi.

Inkiibasyon sonrast CAPE eklenmis grupta kontrol grubuna gore katalaz aktivitesinin
anlamli derecede arttig1 saptandi. CSE eklenen hiicrelerde katalaz aktivitesi kontrol grubuna
gore azalirken, CAPE 6n muamelesi sonrasi CSE eklenen hiicreler de CSE eklenmis gruba
gore katalaz aktivitesinin 6nemli diizeyde arttig1 (56 + 44,89) saptand1 (p< 0.05). K: Kontrol,
CSE: Sigara dumani icerigi, CAPE: 2,5uM, +CAPE: CSE+2,5uM CAPE.

4.1.5. Sigara dumaninin neden oldugu NO iiretimi iizerine CAPE’in etkisi
Kiiltiir kaplarinda akciger epitel hiicrelerine 2,5 pm CAPE’in bir saatlik 6n uygulamasi

sonras1 CSE eklenerek 3 saat inkiibasyona birakildi ve alinan medyum 6rneklerindeki nitrit ve

nitrat diizeyi Griess yontemine gore belirlendi.
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Sekil 4.6. CSE ile birlikte CAPE tedavisinin nitrik oksit diizeyine etkisi.

Inkiibasyon sonras1 kontrol grubuna gore (4,48 + 0.48) CSE grubunda meydana gelen
(7 £0.96) NO iiretiminin CAPE uygulamasi ile bu artisin engellendigi saptandi (p<0,001). K:
Kontrol, CSE: Sigara dumani igerigi, CAPE: 2,5uM, +CAPE: CSE+2,5uM CAPE.

4.1.6. Glutatyon (GSH) diizeyi iizerine kafeik asit fenetil ester ve CSE

uygulamasinin etkileri.

Calismadan yaklasik 16-17 saat Once hazirlanan flakslarda sigara dumani igerigi
maruziyetinden 1 saat 6nce 2,5um CAPE 6n tedavisi uygulandi. Daha sonra flasklara CSE’li
medyum ilave edilerek ii¢ saat inkiibasyona birakildi inkiibasyon sonrasi elde edilen hiicre

homejenatlarinda GSH diizeyi 6l¢iildii.
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Sekil 4.7. CSE ile birlikte CAPE uygulanmasinin glutatyon iiretimi iizerine etkisi.
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CSE eklenen hiicrelerde Glutatyon iiretimi (0,257 + 0,0011) kontrol grubuna gore
anlaml1 derecede azaldi (P<0.001). CAPE 6n muamelesinden sonra CSE maruziyrtine
birakilan grupta (0,347 + 0.0015) ise GSH diizeyini anlamli derecede arttirdigi saptandi
(P<0.005). K: Kontrol, CSE: Sigara duman icerigi, CAPE: 2,5uM, +CAPE: CSE+2,5uM
CAPE.

4.1.7. Kafeik asit fenetil ester ve CSE uygulamasimin malondialdehit (MDA)
diizeyi iizerine etkileri

Flasklardaki (25 cm2) hiicrelere 2,5 pm CAPE, sigara dumam igerigi bulunduran
medyumdan 1 saat once eklendi. Daha sonra flasklara CSE eklenerek 3 saat inkiibasyona

birakild:. Inkiibasyon sonunda elde edilen hiicre homojenatlarinda MDA diizeyi 6lciildii.
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Sekil 4.8. CSE ile birlikte CAPE uygulanmasinin malondialdehit {iretimi iizerine etkisi.

Sigara dumani iceren medyum eklenen hiicrelerde malondialdehit olusumu (0,0163 +
0,0153) kontrol grubuna goére anlamli diizeyde artig gosterirken (P<0.05) CAPE 06n tedavisi ile
CSE maruziyrtine birakilan grupta (0,087 £ 0,0058) ise malondialdehit diizeyini anlamh
derecede azaldigi saptandi1 (P<0.05). K: Kontrol, CSE: Sigara dumani igerigi, CAPE: 2,5uM,
+CAPE: CSE+2,5uM CAPE.
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4.2. Akciger epitel hiicrelerinin morfolojisine sigara dumani ve CAPE’in etkileri

Akciger epitel hiicrelerine CAPE’in 1 saatlik 6n uygulamasini takiben CSE eklenerek
3 saat maruziyeti saglandi. Siire sonunda elde edilen hiicre 6rneklerinden invert mikroskobun
40X biyiitmeli objektifi ile ¢ekilen fotograflar incelendiginde, hiicre Olimlerinin CSE
uygulanan grupta (Sekil 4.10) kontrol grubuna (Sekil 4.9) gore dnemli oranda arttig1, ancak
CAPE tedavisinin (Sekil 4.12) CSE’nin neden oldugu hiicre 6liimlerini ise azalttig1 saptandi.

Sekil 4.9. Kontrol grubu Akciger epitel hiicreleri (10x40 bilyiitme).
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Sekil 4.11. Epitel hiicrelerine 2,5uM CAPE eklenen grup (10x40 biiyiitme).
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Sekil 4.12. Sigara duman igerigine 3 saat siiresince maruz birakilan hiicrelere 2,5 uM CAPE’in etkisi

(10x40 biiyiitme).

4.3. RT-PCR sonugclari

Akciger alveol hiicreleri 75 cm? flasklarda kiiltiir ortamina ekildi. Kafeik asit fenetil
ester (2,5 um) 6n muamalesini takiben CSE hiicrelere uygulandi. inkiibasyon siiresi sonunda
elde edilen RNA Orneklerinden cDNA sentezleri yapilarak belirli genlerin (TNF-a, IL-18,
kaspaz-3, COX-2, IFN-y ve iNOS) spesifik primerlerle mRNA transkripsiyon seviyeleri RT-
PCR yontemiyle arastirildi.

4.3.1. TNF-0 mRNA transkripsiyonu
Flasklara ekilen A549 hiicre medyumlarma 2,5 uM CAPE eklenerek. 1 saatlik 6n
inkiibasyona birakildi. Daha sonra CSE ilave edilerek 3 saatlik inkiibasyona tabi tutuldu. Siire

sonunda elde edilen RNA oOrneklerinden yangi onciilii sitokin TNF-oo mRNA transkripsiyon
diizeyi RT-PCR yontemiyle arastirildi.
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Sekil 4.13. TNF-a mRNA transkripsiyon diizeyleri (3 saat).

TNF-a mRNA transkripsiyon diizeyinin CSE eklenen hiicrelerde kontrol grubuna gore
uyarildig1 (yaklasik 3,18 misli), ancak CAPE tedavisinin bu uyarilmay1 durdugu saptandi
(Sekil 4.13). K: Kontrol, CSE: Sigara dumani icerigi +CAPE: CSE+2,5 uM CAPE
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Sekil 4.14. Gergek zamanli PCR’da TNF-o mRNA transkripsiyon amplifikasyon egrisi. K: Kontrol
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4.3.2. IL-1p mRNA transkripsiyonu

Alveol hiicreleri CSE’ye maruz birakilmadan bir saat 6énce 2,5 pM CAPE tedavisine
birakildi. Daha sonra kiiltiir kaplarina CSE ilave edilerek 3 saat inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda elde edilen RNA orneklerinden IL-1B mRNA transkripsiyon seviyeleri RT-PCR

yontemiyle aragtirildi.
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Sekil 4.15. IL-1p mRNA transkripsiyon diizeyleri (3 saat).

Buna gore; IL-1p mRNA transkripsiyon seviyeleri, CSE eklenen grupta kontrol
grubuna gore uyarildigi (yaklasik 1,94 misli), ancak CAPE’in CSE’nin meydana getirdigi bu
olumsuz tabloyu tamamen iyilestirildigi saptandi (Sekil 4.15). K: Kontrol, CSE: Sigara
dumani igerigi +CAPE: CSE+2,5 uM CAPE
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Sekil 4.16. Gergek zamanli PCR’da IL-1 mRNA transkripsiyon seviyelerinin amplifikasyon egrisi. K:
Kontrol

4.3.3. COX-2 mRNA transkripsiyonu

Epitel hiicrelere bir saat 2,5 uM CAPE tedavisi yapildi. Daha sonra 3 saatlik CSE
maruziyetine birakildi. Siire sonunda elde edilen RNA oOmeklerinden COX-2 mRNA
transkripsiyon seviyeleri RT-PCR yontemiyle arastirildi.
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Sekil 4.17. COX-2 mRNA transkripsiyon seviyeleri (3 saat).
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Buna gore; COX-2 mRNA transkripsiyon diizeyi, CSE eklenen grupta kontrol grubuna
gore uyarildig1 (yaklasik 26,5 misli), ancak CAPE tedavisi ile bu artisin azaltildigi saptandi
(Sekil 4.17). K: Kontrol, CSE: Sigara dumani igerigi +CAPE: CSE+2,5 uM CAPE
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Sekil 4.18. Gercek zamanli PCR’da COX-2 mRNA transkripsiyon amplifikasyon egrisi. K: Kontrol

4.3.4. IFN-y mRNA transkripsiyonu

Akciger epitel hiicreleri CAPE ile 1 saat muamele edildikten sonra CSE eklendi. Ug
saat inkiibasyon sonrasi elde edilen RNA orneklerinden cDNA sentezi yapildi. Yanginin
baglamasi1 ve devaminda biiyiik 6neme sahip olan IFN-y geni mRNA transkripsiyon diizeyleri

gercek zamanli PCR yontemiyle analiz edildi.
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Sekil 4.19. ITFN-y mRNA transkripsiyon seviyeleri (3 saat).

Buna gore; IFN-y geni mRNA transkripsiyon seviyesi CSE’nin eklenen grupta kontrol
grubuna gore uyarildigi (65,1 misli), CAPE tedavisi sonrast CSE eklenen grupta bu artisi
baskilandig1 belirlendi (Sekil 4.19). K: Kontrol, CSE: Sigara dumani igerigi +CAPE:
CSE+2,5 uM CAPE.
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Sekil 4.20. Gergek zamanli PCR’da IFN-y mRNA transkripsiyon amplifikasyon egrisi. K: Kontrol
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4.3.5. iNOS mRNA transkripsiyonu

Akciger epitel hiicrelerine (25 cm”'lik flasklarda) 1 saatlik 2,5 pM CAPE 6n tedavisini
takiben CSE eklenerek ii¢ saat inkiibasyona birakildi. Nitrik oksit iiretiminden sorumlu
enzimlerden birisi olan iINOS geninin mRNA transkripsiyon diizeyi RT-PCR yontemiyle

analiz edildi.
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Sekil 4.21. iNOS mRNA transkripsiyon seviyeleri (3 saat).

Nitrik oksit tirettiren iNOS mRNA transkripsiyon diizeyi sigara dumani igerigi eklenen
grupta kontrol grubuna gore uyarildigi (yaklasik 2,2 misli), ancak CAPE’in bu transkripsiyon
artisgin1 gerilettigi saptandi (Sekil 4.21). K: Kontrol, CSE: Sigara dumani igerigi +CAPE:
CSE+2,5 uM CAPE.
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Sekil 4.22. Gergek zamanli PCR’da iNOS mRNA transkripsiyon amplifikasyon egrisi. K: Kontrol

4.3.6. Kaspaz-3 mRNA transkripsiyonu

75 em®lik flasklara béliinen A549 hiicrelerine 2,5 pM CAPE eklendi. bir saatlik 6n
inkiibasyon sonrasi iizerine CSE iceren medyum ilave edilerek {i¢ saatlik inkiibasyona tabi
tutuldu. Siire sonunda elde edilen RNA 6rneklerinden apoptozisten sorumlu bir proteaz olan

kaspaz-3 mRNA transkripsiyon diizeyleri RT-PCR yontemiyle arastirildi.
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Sekil 4.23. Kaspaz-3 mRNA transkripsiyon seviyeleri (3 saat).
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Kaspaz-3 mRNA transkripsiyon seviyesinin CSE eklenen grupta kontrol grubuna gore
uyarildigi(yaklasik 6,45 misli), ancak CAPE 6n uygulamasinin bu uyarilmay1 baskiladigi
saptand1 (Sekil 4.23). K: Kontrol, CSE: Sigara duman igerigi +CAPE: CSE+2,5 uM CAPE
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Sekil 4.24. Gergek zamanli PCR’da kaspaz-3 mRNA transkripsiyon amplifikasyon egrisi. K: Kontrol
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5. TARTISMA

Kronik ve ilerleyici seyir gosteren ve insanlarda Sliimciil bir hastalik olan Kronik
Obstriiktif Akciger Hastaligi’nin (KOAH) gelismesinde en 6nemli etmen sigara ve diger tiitiin
mamiillerinin kullanimidir. Sigara ve tiitiin kullanimi, solunum yollar {izerine etkisini yangi
seviyesini artirarak gosterirler. Sigara ve tiitlin mamiilleri bu olumsuz etkilerini direk olarak
akciger hiicrelerinin yapisii bozarak veya dolayli yoldan yangisal genlerin transkripsiyon
seviyelerini artirarak saglarlar (Henricks ve Nijkamp 2001). Kafeik asit fenetil ester,
propolisin yapisinda bulunan biyolojik aktif bilesenlerden biridir. Arilarin yuva yapiminda
kullandiklar1 bu bilesimin yangi giderici, antioksidan, antikanserojenik ve antiviral etkileri
vardir (Banskota ve ark. 2001). Kafeik asit fenetil ester bu etkisini NF-kB yolagini (Natarjan
ve ark. 1996), lipid peroksidasyonu (Sudina ve ark. 1993) ve/veya lipoksigenaz aktivitesini
(Laranjinha ve ark. 1995) inhibe ederek gosterir. Yapilan litaratiir arastirmalarinda CAPE’in
sigara dumani zararlar1 iizerine etkileri heniiz ortaya konulmamistir. Bu tez c¢alismasinda
akciger epitel hiicreleri (A549) kullanilarak sigara dumaniyla olusturulan oksidatif stres, hiicre

kayiplar1 ve yangiya karst CAPE’in etkinligi in vitro kosullarda arastirildi.

Sigara dumani her nefeste yaklasik olarak 10" adet oksidan ve serbest radikal igerir.
Sigara dumani igerigi (CSE), A549 ve fibroblast kokiiltiirlinde apoptozu tetikleyerek anti-
proliferatif etki gosterir (Liu ve ark. 2010). Sigara icenlerin akcigerlerinin yiizeylerinde
bulunan oksidan yiikii makrofaj ve nétrofiller artira bilir. Sigara dumani igerigi alveolar
hiicrelerde oksidatif stres etkisiyle hiicre g¢ogalimlarim1 Onleyip yangi Onciilii genleri
aktiflestirir. Sonucunda yangi gelisir ve hiicre harabiyeti baslar (Liu ve ark. 2009). Bu
calismada sigara dumani kaynakli oksidatif stres ve yangi uyarimli hiicre dlimlerine karsi
CAPE’in etkinligi arastirildi. Bu amagla sigara dumaniyla KOAH modeli olusturularak hiicre
canlilik (viabilite) testleri yapildi. A549 hiicrelerinin 3 saatlik CSE inkiibasyonu sonrasi hiicre
viabilite kontrolleri incelendiginde, CSE eklenen grupta kontrol grubuna gore %46 oraninda
hiicre oliimleri sekillendigi, ancak CAPE’in 1 saatlik 6n uygulamasini takiben CSE
maruziyeti saglanan grupta ise bu hiicre kayiplarinin %25 oraninda giderildigi gosterildi. Bu
sonuca gore CAPE’in A549 hiicrelerinde sigara duman igerigi zararlilarina kargi hiicreleri

oliimden koruyucu etkisi oldugu diisiintilebilir.

Sigara dumani ekstraktinin oksidatif stresi, sadece oksidan tireterek degil antioksidan
sisteme de onemli zararlar vererek olusturdugu gosterilmistir (Jansen ve ark. 1993). Glutatyon

solunum yolu hiicreleri i¢in onemli bir antioksidan molekiildiir. Sigara dumani, antioksidan
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enzim sistem elemanlarinin (GSH-Px, Katalaz ve SOD gibi) aktivitelerini 6nemli diizeyde
azaltir (Ritola ve ark. 2002). Yapilan arastirmalarda, sigara dumanimin hiicre i¢i bir
antioksidan molekiil olan glutatyon diizeyini 6nemli derecede azalttigi rapor edilmistir
(Ramesh ve ark. 2008; Bernhard ve Wang 2007). Sigara dumaninin solunum yollarindaki
hiicrelerde arttirdigi ROS’lar hiicre membrani yapisinda bulunan doymamis fosfolipitleri
peroksidasyona ugratir ve sonucunda lipid peroksidasyonu gelisir ve malondialdehit (MDA)
gibi aldehit tiriinler agiga ¢ikar (Halliwell ve Chirico 1993). Petruzzelli ve ark. (1990) yaptigi
caligmada, saglikl sigara kulanicilarinda, kronik bronsit hastalarinda ve KOAH’I1 hastalarda
lipid peroksidasyonunun yiiksek diizeyde oldugunu rapor etmislerdir. Hiicre i¢i antioksidan
enzimlerden katalaz H,O,’1 molekiiler oksijen ve suya hidrolize eder. Husain ve ark. (2001),
nikotinin katalaz aktivitesini dnemli derecede azalttigini rapor etmislerdir. Bu c¢alisma da
A549 hiicrelerinde CSE ile olusturulan oksidatif stres modelinde, CAPE’in antioksidan
kapasite etkinligi arastirildi. Bu amagcla inkiibasyon siireleri sonunda, GSH iiretimi ile Katalaz
aktivitesi ve MDA diizeyleri arastirildi. Sigara dumaninin, GSH diizeyinde ve Katalaz
aktivitesinde anlamli derecede azalmaya neden oldugu, MDA diizeyini ise istatiksel olarak
arttirdig1 saptandi. Ancak CAPE 6n muamelesinin sigara dumaninin meydana getirdigi
olumsuz tabloyu anlamli derecede iyilestirdigi tespit edildi. Daha onceki ¢aligmalarda Celik
ve Erdogan (2008) diyabet uyarimh oksidatif stres modelinde, azalan hiicrei¢ci GSH diizeyinin
CAPE tarafindan anlamli derecede iyilestirildigini gdstermislerdir. Ozyurt ve ark. (2006)
sigara dumaniyla oksidatif stres olusturduklari ratlarin testislerinde yaptiklar1 c¢aligmada
CAPE’in sigara dumani maruziyetinin diisiirdigiit GSH-Px, katalaz aktivitesini ve neden
oldugu lipid proksidasyonunu normal seviyeye gerilettigini gostermislerdir. Elde edilen bu
sonuclara bakilarak, CAPE’in KOAH gibi kronik ve ilerleyici solunum yolu hastaliklarinda

antioksidan sistemi etkin bir sekilde uyardig: diisiiniilebilir.

Alveoler keseciklerdeki epiteller, sigara kullanimi gibi durumlarda NO iiretiminden
sorumlu hiicrelerdendir (Coleman 2002). Nitrik oksit O, ile birleserek peroksinitrati
olusturarak OH" radikali iiretimine neden olur. Hidroksil molekiilii giiclii bir serbest radikal
olup, hiicre igerisindeki protein ve niikleikasitler gibi makromolekiillerde énemli yapisal ve
fonksiyonel bozukluklara neden olur (Cho ve ark. 2009). Bu ¢aligmada sigara dumaninin
akciger epitel hiicrelerinde NO diizeyini anlamli derecede arttig1 saptandi. Yapilan PCR
analizleri sonucu sigara dumani uyarimiyla artan NO {iretiminin, iNOS enzimini kodlayan
genlerdeki ekspresyon artigina bagli oldugu tespit edildi. CAPE sigara dumanmin meydana

getirdigi bu artiglar1 anlamli derecede baskiladi. Bu caligmada elde edilen sonuglara benzer
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olarak, Ozyurt ve ark. (2006) sigara dumani1 modeliyle oksidatif stres olusturduklar1 in vivo
caligmada artan NO diizeyinin CAPE tarafindan anlamh diizeyde oOnlendigini rapor
etmislerdir. Yine bu calismada elde edilen sonuclara benzer olarak, Celik ve Erdogan (2008)
diyabet uyarimli oksidatif stres modelinde, iNOS mRNA transkripsiyon artisinin CAPE
tarafindan baskilandigini rapor etmislerdir. Wei ve ark. (2004) iskemi modeli iizerinde
yaptiklart caligmalada artan iNOS gen transkripsiyon diizeyini CAPE tedavisinin
engelledigini gostermislerdir. Elde edilen verilere gore, sigara dumani kaynakli NO artisina
bagli ortaya cikan oksidatif stresin, meydana getirdigi olumsuz durumlarin CAPE tarafindan

etkin bir sekilde onlenebilecegi kanisina varildi.

Yangi organizmanin patojenlere, hasarli hiicrelere ve irritanlara kars1 verdigi biyolojik
cevaptir (Ferrero-Miliani ve ark. 2007). Sigara duman alveoler hiicrelerde yangi olusumunu
saglayan genlerde ekspresyon artigina neden olur (Liu ve ark. 2009). TNF-a yangi onciilii bir
sitokin olup genel olarak epitel hiicreler, makrofajlar, T ve B lenfositlerden salgilanirlar.
Makris ve ark (2009) yaptiklart g¢alismada KOAH hastalarinin balgam ve tiikiiriik
orneklerinde TNF- a ekspresyonunun arttigini rapor etmislerdir. Cogu akut enfeksiyon ve bazi
kronik hastaliklarda diger 6nemli bir yangi baslatici sitokin olan IL-1p gen ekspresyonunda,
onemli diizeyde artis goriiliir (Dinarello 2000). Yapilan aragtirmalarda sigara kullanicilarinin
tiikiiriik ve balgamlarinda sigara kullaniminin IL-1f diizeyini artirdig1 tespit edilmistir (Chung
2006). Zeidel ve ark. (2002) in vitro calismalarinda sigara dumanmin IL-1B gen
ekspresyonunda artisa neden oldugunu rapor etmiglerdir. Yapilan bu c¢aligmada A549
hiicrelerinin sigara dumani ile uyarimiyla TNF- o ve IL-1 mRNA transkripsiyon diizeyleri
arastirildi. Sigara dumaninin bu genlerde artislara yol agtig1, ancak kafeik asit fenetil ester’in
bu transkripsiyon artiglarin1 baskiladigi tespit edildi. Elde edilen sonuglara benzer olarak
Mushfiquddin ve ark. (2007) in vivo iskemi modelinde yaptiklar1 ¢alismada CAPE’in artan
IL-1P ve TNF-a gen ekspresyon diizeylerini anlamli derecede baskiladigini rapor etmislerdir.
Toyoda ve ark. (2009) in vitro ve in vivo ortamda yaptiklar1 arastirmada Helicobacter pylori
uyarimiyla artan artan IL-1B ve TNF-a gen transkripsiyon diizeylerini CAPE tedavisinin
baskiladigini tespit etmislerdir. IFN-y yanginin sidetlenmesi ve devamindan sorumlu bir
sitokindir (Linder ve ark. 2007). Tzanakis ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢alismada KOAH’I1
hastalarin alveollerinde ve anfizem gelismis akciger dokularinda IFN-y gen ekspresyon
diizeyinin arttigimi tespit etmislerdir. Bu c¢alismada sigara dumaninin akciger epitel
hiicrelerinde IFN-y gen transkripsiyon diizeyini anlamli derecede arttigi saptandi. CAPE

uygulamasinin sigara dumaniin neden oldugu bu artiglar1 anlamli derecede baskiladi. Bu
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calismaya benzer olarak Kim ve ark. (2006) in vitro sartlardada CAPE’in IFN-y gen
ekspresiyon diizeyini énemli derecede baskiladigini gostermislerdir. Tiim bu sonuglar, CAPE
uygulamasinin yanginin azaltilmasi veya inhibe edilmesinde 6nemli bir farmakolojik ajan

olabilecegini gostermektedir

Siklooksijenazlar (COX) arasidonik asitten prostoglandinleri sentezleyen enzimlerdir.
Sigara dumani solunum yollarinda irritasyona neden olarak tip 2 siklooksijenazlarin (COX-2)
gen ekspresyonunda artisa neden olurlar (Ristimdki 2004). Yapilan bu ¢aligmada akciger
epitel hiicrelerinin sigara dumani ile uyarimiyla COX-2 mRNA transkripsiyon diizeyini
uyardig1 ancak kafeik asit fenetil ester tedavisinin bu transkripsiyon artislar1 baskiladig tespit
edildi. Bu sonuca benzer olarak Biiyiikkberber ve ark. (2009) CAPE’in COX-2 gen
ekspresyonunu anlamli derecede baskiladigini rapor etmislerdir. Bu sonucglara gore CAPE
tedavisinin yangi olusumunda O6nemli bir rolii olan prostoglandinlerin transkripsiyon

diizeylerini azalttigini sdyleyebiliriz.

Apoptoz, istenmeyen hasarli ve hastalikli hiicrelerin bertaraf edilmesini saglayan bir
savunma sistemidir (Degterev ve ark. 2003). Jianli ve ark. (2011) sigara dumani ile yaptiklari
in vitro ¢alismada kaspaz-3 gen ekspresyonunda artiglara neden oldugunu rapor etmislerdir.
Bu calismada sigara dumanin akciger epitel hiicrelerinde kaspaz-3 mRNA diizeyini arttirdigi
ve CAPE tedavisinin ise bu olumsuz etkiyi giderdigi tespit edildi. Jiangning ve ark. (2005)
akut myokardial iskemi/reperfusion modelinde, CAPE’in mitokondriden kalsiyum kaynakli
sitokrom ¢ ¢ikisini 6nleyerek kaspaz-3 aktivasyonunu bloke ettigini ve DNA kirik olusumunu
onledigini rapor etmislerdir. Bu verilere gore CAPE’in sigara ile gelisen oksidatif stres

uyarimli yangiy1 ve apoptozu onledigi sonucuna varildi.
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6. SONUC

Bu arstirmadan elde edilen sonuglara gore sigara dumaninin oksidatif streseneden
olarak yogun hiicre 6liimlerine ve yangiya sebep oldugunu tespit edildi. CAPE tedavisinin
sigara dumaninin bu zararh etkilerini antioksidan sistemi destekleyerek ve yangi genlerinin
ekspresyonunu baskilayarak 6nledigi saptandi. Buna gére CAPE tedavisi solunum yollarinda
meydana gelen oksidatif stres ve yangi kaynakli hasarlarin giderilmesinde 6nemli bir
potansiyel ajan olabilecegi kanaatine varildi. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, CAPE’in
oksidatif stres ve yangi giderici 0zelligi {lizerine yapilacak arastirmalar i¢in kaynak olarak

kullanilabilecegi gibi, literatiirdeki boslugun doldurulmasima da katkilar saglayacaktir.
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