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OZET

Akciger Epitel Hiicreleri Oksidatif Hasar1 Uzerine Kafeik Asit Fenetil Ester
Etkinliginin Biyokimyasal ve Molekiiler Biyoloji Teknikleri ile

Arastirilmasi

Stres faktorleri organizmada yol actigi oksidatif ve yangisal hasarlar ile canlilarda
yaslanmadan kansere kadar c¢esitli bozukluklara yol acar. Kafeik asit fenetil ester (CAPE),
propolisin bilesiminde yer alan antioksidan, anti-inflamatuar ve immiinstimulan etkilere sahip
fenolik bir bilesiktir. Bu arastirmada hidrojen peroksit (H>O;)’in insan akciger epitel
hiicrelerinde (A549) neden oldugu hasara karsi CAPE’in muhtemel antioksidan ve anti-
inflamatuar etkileri in vitro hiicre kiiltiirii ortaminda cesitli spektrofotometrik ve gercek
zamanli ters transkripsiyon polimeraz zincir (RT-PCR) yontemleri ile arastirildi. Yirmi dort
saat siiresince hidrojen peroksit (100 uM) ile inkiibasyonu hiicre viyabilitesinde % 41
azalmaya neden olurken, CAPE (5 uM) uygulamasi bu kaybi %37 oraninda azaltarak
koruyucu etki gosterdigi saptandi (p<0.001). Hidrojen peroksidin hiicrelere yapmis oldugu
hasarda nitrik oksit sentaz (iNOS) tarafindan iiretilen nitrik oksitin (p<0.001) ve total oksidan
kapasite (p<0.001) artisinin varlig1 saptandi. CAPE uygulamasi bu artislart anlamli derecede
azalttigr saptandi (p<0.001). Hidrojen peroksit tarafindan diisiiriilen (p<0.001) antioksidan
glutatyon seviyesinin CAPE tedavisi ile anlamli derecede iyilestirildigi tespit edildi
(p<0.001). Total antioksidan kapasite, H,O,’e maruz birakilan hiicrelerde degismezken
(p>0.5), CAPE tarafindan giiclendirildigi saptandi (p<0.001). H,O,’in inhibe ettigi
antioksidan katalaz aktivitesinin (p<0.05) CAPE tarafindan Onemli diizeyde geri
kazandirildig1 tespit edildi (p<0.001). Yanginin baglamasi ve devamindan sorumlu
sitokinlerden tiimor nekroz faktor alfa, interlokin-18, IL-12 ve interferon gama genleri mRNA
transkripsiyonlarinda, H,O,’e maruz birakilan hiicrelerde sirasiyla yaklasik 65, 4, 8 ve 127
kat1 artiglar gozlenirken, CAPE uygulamalarinin bu artislar1 6nemli diizeylerde giderildigi
tespit edildi. Bu arastirmadan elde edilen verilere gore CAPE’in oksidatif strese maruz
birakilan akciger epitel hiicrelerinde oksidatif stres ve yangiya baglh gelisen hasarlar etkin bir
sekilde onleyebildigi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: CAPE, hidrojen peroksit, A549, epitel hiicre, oksidatif stres, yangi.
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ABSTRACT
The Investigation of the Action of Caffeic Acid Phenethyl Ester on

Oxidative Damage of Pulmonary Epithelial Cells by Using Biochemical and
Molecular Biology Techniques

Stress factors may lead various disorders in livings such as aging to cancer via
oxidative stress and inflammation. Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) is a phenolic
compound, found in propolis, and has been shown to have antioxidant, anti-inflammatory and
immunostimulant properties. In the present study, possible antioxidant and anti-inflammatory
properties of CAPE was investigated in vitro in human alveolar basal epithelial cells (A549)
against hydrogen peroxide (H,O,) caused stress by spectrophotometric and real time reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR). While hydrogen peroxide (100 uM)
caused to viability lost by 41% of the cells, CAPE (5uM) treatment reversed the cellular death
about 37 % (p<0.001) at 24 h incubation. It was detected that H,O, caused to increase nitric
oxide production by inducible nitric oxide synthase and enhanced total oxidant capacity
(p<0.001) were significantly decreased by CAPE treatment (p<0.001). It was demonstrated
that H,O, decreased intracellular antioxidant glutathione level was elevated by CAPE
treatment (p<0.001). While total antioxidant capacity of the cells were not changed by H,O,
exposure(p>0.5), CAPE significantly supported (p<0.001). Additionally, CAPE activated
catalase activity which was inhibited by H,O, (p<0.001). Hydrogen peroxide exposure also
stimulated the inflammatory response in the alveolar cells. mRNA expressional analyses of
proinflammatory cytokines showed that H,O, did elevate tumor necrosis factor alpha,
interleukin-18, 1L-12 and interferon gamma expressions about 65, 4, 8 and 127 folds,
respectively. On the other hand, CAPE treatments significantly reversed elevated cytokine
expressions. It was concluded that CAPE has significant protective effects against oxidative
stress and inflammation in lung alveolar epithelial cells.

Key Words: CAPE, hydrogen peroxide, A549, lung epithelial cells, oxidative stress,
Inflammation



1.GIRiS

Insanlar bircok oksidatif etkene (sigara dumani, cesitli kimyasallar, asbest ve egzoz
gazlar1 gibi) inhalasyon yoluyla maruz kalmaktadirlar. Bu stres faktorleri ve zararli maddeler
oncelikle akcigerler olmak iizere (kanser, sistik fibroz v.b.) bir¢ok sistemde kronik
maruziyetlerde bir¢cok sistemik olumsuz etki gosteren ciddi saglik sorunlarimi ortaya
cikarmaktadir. Ozellikle iilkemizin de icinde bulundugu gelismekte olan iilkelerde; solunum
yollar1 rahatsizliklarina baglh halk saglig1 ve ekonomik kayiplar oldukca ciddi boyutlardadir.
Bu hastaliklarin sagaltimlarinda kulanilan ilaglarin bazi olumsuz yan etkilerinin bulunmasi

arastirmacilart tedavi amacgh dogal kaynaklardan elde edilen etken maddelere yonlendirmistir.

Propolis bal arilarinin bitkilerden toplandigi recineli bir maddedir. Bilesiminde, % 30-
40 balmumu, % 10-15 esansiyel ve aromatik yaglar, % 5 polen ve % 5 oraninda ise organik
artiklar icerir (Monti ve ark. 1983, Cirasino ve ark. 1987). Kafeik asit fenetil ester propolisin
bilesimde bulunan fenolik bir bilesiktir. CAPE’in yapilan bir¢ok arastirma antioksidan, yangi
giderici, antiviral, immun uyarici ve tiimor olusumunu 6nleyici etkilere sahip oldugunu ortaya

koymaktadir (Borelli ve ark. 2002, Son ve ark. 2002, Ahn ve ark. 2004).

Canlilar oksijeni suya kadar indirgeyerek enerji saglarlar (Atlante ve ark. 2000).
Oksijenin mitokonrial metabolizmast sirasinda reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak
adlandirilan bircok iiriin meydana gelir. Bunlar siiperoksit anyonu (O), hidrojen peroksit
(H,0O,) ve hidroksil (OH") gibi radikallerdir. ROS’i ksantin oksidaz (XO), sitokrom P450
rediiktaz ve glukoz oksidaz gibi mitokondriyal enzimlerin aktiviteleri sonucu elektron tasima
zincirinde aciga c¢ikarlar (Paramo ve ark. 2010). Reaktif oksijen tiirleri, hiicrelerin protein,
lipid ve niikleik asit gibi komponentlerde hasara neden olarak organlarin fonksiyonlarinda
bozukluklara yol acarlar. ROS’lerinin iiretilmeleri yok edilislerine iistiinlik sagladig:

durumlarda oksidatif stresin siddeti de artar (Fenech ve Ferguson 2001).

Antioksidan savunma sistemi; oksidatif strese karsi enzimatik olan ve enzimatik
olmayan molekiillerden olusur. Enzimatik olmayan molekiiller; glutatyon (GSH), askorbik
asit, irik asit ve tokoferollerdir. Enzimatik olanlardan siiperoksit dismutaz (SOD), 0?
anyonunu, katalaz (CAT) ise H,O;’1 hidrolize ederken, glutatyon bagimli enzimler [(GSH
peroksidaz (GSH-Px), GSH rediiktaz, GSH-S-tansferaz)] hem H,0,’i hem de organik
hidroperositleri detoksifiye ederler (Hermes-Lima 2004). Biyolojik sistemlerde ROS’i



ozellikle coklu doymamis yag asitlerince zengin lipidleri okside ederek lipid
peroksidasyonuna neden olur (Jeong ve ark. 2009). Bir tripeptid olan GSH (L-y-glutamyl-L-
cysteinylglycine); hiicrede ROS’nin ve elektrofillerin temizlenmesi, tiyol-disiilfid yapilarinin
onarimi ve sinyal aktarimi gibi hiicre icin ¢ok ©Onemli foksiyonlara sahip olan diisiik
molekiiler agirlikli antioksidandir (Halliwell ve Gutteridge 1999). Glutatyon bagimli enzimler
yiikksek yapili canlilarda oksidatif strese direncte onemli bir yer tutar. Oksidatif kosullar
altinda de novo sentezi artar (Upadhyay ve ark. 2008). Glutatyon membranlar1 lipid
peroksidasyonuna kars1 korur (Ritola ve ark. 2002). /n vivo aym substrata etkili olan iki
enzimden Kkatalaz inhibisyonu, tamamlayic1 olarak glutatyon bagimli enzimlerin
aktivasyonlarinda artisla sonuglanir (Bagnyukova ve ark. 2005). Totan ve ark. (2001)
CAPE’in, GSH diizeyini arttirarak hiicre membranlarin1 lipid peroksidasyonuna karsi

korudugunu belirtmislerdir.

Nitrik oksit (NO) oksidatif strese neden olan ve nitrik oksit sentazlar tarafindan bir¢ok
hiicrenin iirettigi, yapisinda azot igeren serbest radikaldir. Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri
L-arjininden nitratin indirgenmesiyle NO iiretimini saglarlar (Feletou ve ark. 2010). Kan
damarlar1 endotelyumunda nitrik oksit sinyali diiz kas gevsemesine neden olarak damarlarda
kan akimini arttirir. Insanlarda aterosiklerozda, diyabette ve hipertansiyonda NO sentezinde
bozulmalar oldugu bir¢ok arastiric tarafindan belirtilmistir (Saleh ve ark. 2010). TNF-a, IL-1
ve IFN-y gibi sitokinler, NOS’lar iizerine uyarici etki yapar (Khattab ve ark. 2004). Yangi
stirecinde oksidatif stresin baslamasiyla NO ve O’ anyonu, bagisiklik sistemi hiicreleri
tarafindan iiretilerek salinir ve peroksinitritleri meydana getirirler. Peroksinitrit radikalleri ise
DNA’da kiriklara ve lipidlerde peroksidasyona neden olur. Song ve ark. (2002) yaptiklari
calismada CAPE’in iNOS katalitik aktivitesini ve gen ekspresyonunu baskilayarak yangi
Onleyici etki gosterdigini rapor etmislerdir. Yine Armutcu ve ark. (2004), CAPE’in
antioksidan Ozelliginin NOS aktivasyonunu baskilayarak antioksidan etki g0Osterdigini

belirtmislerdir.

Transkripsiyon faktorlerinden niikleer faktor kapa B (NF-kB), inhibitor faktor kapa B
(iK-B) tarafindan sitoplazmada inaktif halde tutulur. Ancak mitojenler, inflamatorik sitokinler
(TNF-a, IL-1 gibi), bakteriyel iiriinler, protein sentez inhibitorleri, oksidatif stres (H,O, gibi),
ultraviyole 1sinlar1 ve forbol esterleri gibi uyaranlar, iK-B’nin fosforilasyonunu saglayarak,
NF-kB’nin hiicre c¢ekirdegine translokasyonuna sebep olurlar. Bunun sonucunda da

hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin tiretilmesini saglarlar (Takada ve ark. 2003, Takaoka ve



ark. 2005). CAPE, NF-kB’nin p65 alt iiyesinin hiicre ¢ekirdegine translokasyonunu onleyerek

reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini baskilar (Marquez ve ark. 2004).

Insan menseyli akciger alveolar bazal epitel (A549) hiicre hattimin kullanildigi bu
arastirmada, hiicrelerde hidrojen peroksit kullanilarak olusturulan oksidatif stres ve yangi
tizerine, CAPE’in oksidatif stresi Onleyici ve yangi giderici etkinligi biyokimyasal ve

molekiiler teknikler kullanilarak arastirildi.



2. GENEL BIiLGi

2.1. Fenolik Bilesikler, Propolis ve Kafeik Asit Fenetil Ester

Fenolik bilesikler, bitkiler aleminde yaygin ikincil metabolitlerin biiyiik bir grubunu
olusturup, hidroksil gruplarinin sayis1 ve pozisyonuna gore degisik gruplara ayrilirlar.
Polifenollerin en yaygin grubu C6-C3-C6 flavon iskeleti iizerine kurulmus olan
flavonoidlerdir. Dogada 400'den fazla flavonoid tanimlanmis olup, halka yapilarina gore;
flavonoller, flavonlar, flavanonlar, katesinler, antosiyanidinler ve izoflavonoidler gibi isimler
almaktadir (Koca ve Karadeniz 2005). Flavonoidlerin lipid oksidasyonu iizerindeki etkileri,
peroksi radikalleriyle reaksiyona girmeleri sonucunda elektron transferi yolu ile hidroksil ve

stiperoksit radikallerini yakalamalariyla iligkilidir (Koca ve Karadeniz 2005).

Propolis bal arilarinin bitkilerden toplaylp balmumu ile karnistirdigi ve larva
gozeneklerine yumurta birakilmadan 6nce kovan ici acikliklarin kapatilmasinda kullandiklari
yapiskan, koyu renkli bir bilesiktir. Propolisin kovan icindeki en onemli islevi kovandaki
arilar1 hastalik etkenlerine kars1 korumaktir. Bilesimindeki baglica organik madde gruplari;
flavonoidler, alifatik ve aromatik asitler ile esterleri, alkoller, ketonlar, aldehitler, terpenler,
kalkonlar, aminoasitler ve sekerlerdir (Sorkun ve ark. 2001, Kartal ve ark. 2003). Insanlar
propolisi cok eski tarihlerden giiniimiize kadar antiseptik, antibakteriyal, antifungal, antiviral,
nematosidal, yanginin giderilmesi, oksidatif stresin Onlenmesi, doku yenilenmesinin
hizlandirilmasi, anestezik, timor olusumunu Onleyici, kapiller damarlarin giiglendirilmesi,
karacigerin korunmasi, bagisikligin uyarilmasi ve antidiyabetik gibi farkli amaglarda
kullanmiglardir (Hady ve ark. 2002, Kartal ve ark. 2003, Cihangir ve ark. 2005).
Antimikrobiyal etkinin temelde recine i¢indeki flavonoidler, aromatik asitler ve esterlerden
kaynaklandigt belirtilmektedir (Cushnie ve ark. 2007). Antimikrobiyal etkili olan bilesikler
krisin, tektkrisin, galangin, isalpinin, S5-hidroksi-4A,7-dimetoksiflavon, pinokembrin,
rhamnositrin, 3-asetil pinobanksin, kafeik asit, ferulik asit ve kafeik asit esterleridir (Kosalec

ve ark. 2003).

Kafeik asit fenetil ester (Sekil 2.1), propolisin yapisinda bulunan fenolik bir bilesiktir.
Yapilan aragtirmalara gore CAPE, antioksidan, antiinflamatuvar, antiviral, immun uyarici ve
tiimor olusumunu onleyici etkilere sahiptir (Borelli ve ark. 2002, Son ve ark. 2002, Ahn ve

ark. 2004, Serafini ve ark. 2010). CAPE yangi Onleyici etkisini, hiicre membranindan



arasidonik asit salinimini dnleyerek, siklooksijenaz 1 ve 2 (COX-1 ve COX-2)’nin aktivitesini
baskilayarak (Biiylikberber ve ark. 2009) veya yangi baslatici sitokinler (TNF-a ve IL-1 gibi)
uyarimli NF-kB aktivasyonunu bloke ederek (Marquez ve ark. 2004) gosterir. Antioksidan
ozelligini ise lipooksijenaz aktivitesini baskilayarak (Banskota ve ark. 2001) veya ROS ve
RNS’nin iiretimini engelleyerek (Cetinkale ve ark. 1997) gosterir. CAPE hiicre membranini
lipid peroksidasyonuna karsi, bir aldehit olan malondialdehit (MDA) (Armutcu ve ark. 2004,
Oktar ve ark. 2009) ve tiyol gruplarinin onarilmasildan sorumlu olan glutatyon (GSH)
diizeyini arttirarak (Totan ve ark. 2001) korur. Ayrica CAPE, hiicreleri antioksidan
enzimlerden XO (Kartal ve ark. 2003, Celik ve Erdogan 2008) MPO (myeloperoksidaz)
(Giirel ve ark. 2004) GSH-Px (Celik ve Erdogan, 2008), SOD ve CAT (Parlakpinar ve ark.

2005) aktivitelerini arttirarak da oksidatif hasara karsi korur.
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Sekil 2.1. Kafeik asit fenetil esterin kimyasal yapis1

Kafeik asit fenetil ester iNOS gen ekspresyonunu engelleyerek yiiksek diizeyde NO
tiretimini baskilar (Cicala ve ark. 2003, Celik ve Erdogan 2008). Ayrica serbest kalsiyumun
endotel hiicrelere membran gecisini baskilayarak, damarlarda gevsemeye neden olur (Cicala
ve ark. 2003). Arastirmalarda kullanilan CAPE’in oksidatif stresi azaltarak deneysel ortamda
kanser Onleyici bir bilesik oldugu da ortaya konmustur (Lee ve ark. 1999). CAPE, bir insan
losemik hiicre hatti olan HL-60 hiicrelerinde, mitokondriyal bozukluga, Bcl-2 gen
ekspresyonu azalmasina (Down-regiilasyon), Bax ekspresyonu artisina (Up-regiilasyon) ve
kaspaz-3 aktivasyonuna neden olarak apoptozu uyarmaktadir (Chen ve ark. 2001a, Chen ve

ark. 2001b).



2.2. Oksidatif Stres, Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma Sistemi

Serbest radikaller; kovalent bag tasiyan bir molekiiliin yikimi, bir elektronun
eklenmesi, elektron kayb1 veya bir molekiiliin par¢alanmasi sonucu ortaya ¢ikar (Schonelch
1999). Klinik ve deneysel tipta arastirmacilar serbest oksijen radikallerini, reaktif oksijen
tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) olarak ele almaktadir (Sekil 2.2) (Halliwell ve
Gutteridge 1999).

Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri; UV, X-ray ve gama isinlarina, metal katalizli
reaksiyonlarina, atmosfer Kkirleticilere maruziyet sonucu, yangi siirecinde nétrofil ve

makrafojlar basta olmak iizere bircok hiicrede ortaya ¢ikmaktadir (Cadenas 1989).
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Sekil 2.2. Reaktif oksijen ve azot tiirlerinin olusumu

Baslica serbest radikaller; mitokondriyal elektron transport zinciri, otooksidasyon
reaksiyonlari, NADPH bagimli oksidazlar (ksantin oksidaz, sitokrom P450 rediiktaz ve
glukoz oksidaz gibi), redoks tepkimeleri ve aragidonik asit metabolizmasi sonucu meydana
gelirler. Yangida fagositik hiicreler ROS iiretimini oksijen molekiillerini indirgeyerek

gerceklestirir (Seshiah ve ark. 2002). Reaktif oksijen tiirleri, normal oksijen metabolizmasi

sirasinda meydana gelen Oy, H,0,, OH" ve HOCL radikallerinden olusur. Siiperoksit anyonu

hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi
sonucu olusur (Sekil 2.3). Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu siiperoksit radikali

meydana getirebilir (Valko ve ark. 2004).
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Sekil 2.3. Serbest radikallerin olusum reaksiyonlar1 (Scandalios 2005)

Reaktif oksijen ve azot tiirlerinin biyolojik sistemlerde yararli etkilerinin yaninda zararh
etkileri de vardir (Valko ve ark. 2004). Serbest radikallerin yararl etkilerine, yangi olusturan
etkenlere karst savunmada ve hiicreigi-hiicrelerarasi sinyal iletiminde ©nemli roller
oynadiklar1 ©rnek olarak verilebilir. Makrofajlar ve notrofiller, IL-12 ve TNF-a ile
uyarildiklarinda patojenlere kars1 bakterisidal etkilerini iirettikleri ROS ve RNS ile gosterirler
(Sekil 2.4) (Aoki ve Xing 2004).
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Sekil 2.4. Aktive olmus makrofajlar, notrofiller ve eozinofillerde fagositik solunumsal patlama

Diisiik ROS konsantrasyonlart hiicre mitozunu uyarirken, yiiksek konsantrasyonlari ise
niikleik asitler, proteinler ve lipidler gibi hiicresel makromolekiillerde yapisal bozukluklar
yaparak doku hasar1 ve hiicre Oliimiine neden olmaktadir (Sekil 2.5) (Poli ve ark. 2004).
Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin yaslanmayla ortaya ¢ikan norodejeneratif bozukluklar,
artrit, ateroskleroz ve kanser gibi hastaliklarin gelisiminde Onemli rol oynadigi bircok

arastirmaci tarafindan rapor edilmistir (Lovat ve ark. 2004, Saleh ve ark. 2010).
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Sekil 2.5. Serbest radikallerin hiicresel yapilarda meydana getirdigi hasarlar ve sonuglar1 (Scandalios, 2005).

Hidrojen peroksit, 02_’in ortamdaki molekiillerden bir elektron almasi sonucu olusan
peroksitin, iki proton (H") ile birlesmesiyle meydana gelir (Sekil 2.3). Biyolojik sistemlerde

hidrojen peroksidin asil {iretimi, O, dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit molekiilii,

stiperoksidin dismutasyonu reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijeni olustururlar (Desideri ve Falconi 2003). Hidrojen peroksit bir serbest radikal

olmadig1r halde ROS’i kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda onemli bir rol
oynar. Ciinkii Fe™* veya diger gecis metallerinin (Cu, Mn, Cr, Co ve Mo gibi) varliginda
‘Fenton reaksiyonu’ sonucu, 02_ radikali varliginda ise “’Haber-Weiss’’ reaksiyonu sonucu

cok reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH") olusturur

(Sekil 2.6) (Cho ve ark. 2009).



Fenton reaksiyonu
Fe® + O,- —>» Fe*" + O,
Fe?" + H,O, —» Fe®" + OH + OH

Haber Weiss reaksiyonu

LDL peroksidasyonu
OH + LDL —>» H,O + LDL-0x

Sekil 2.6. Fenton veya Haber Weiss reaksiyonu sonucu olusan hidroksil radikalinin neden oldugu lipid

peroksidasyonu

Reaktif oksijen tiirleri 6zellikle ¢oklu doymamis yag asitlerince zengin lipidlerde
degisiklik yaparak lipid peroksidasyonuna sebep olur (Sekil 2.6). Hiicre membranlarindaki
yag asitleri ve kolesteroliin doymamis baglar1 serbest radikaller ile reaksiyona girerek
peroksidasyon olusur. Lipid peroksidasyonunu bagslatici faktor OH™ radikalidir (Nyska ve
Kohen 2002). OH radikali, yag asitlerinin metilen molekiillerinden bir proton (H") ¢ikararak
lipid radikalini (L") olusturur ve sonrasinda bu radikal oksijen molekiiliiyle raksiyona girerek
lipid peroksit radikalini (LOO") meydana getirir. Lipid peroksit radikali ise diger doymamis
yag asitleriyle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonuna neden olan zircirin baslamasina
neden olur (Piga ve ark. 2007). Metal iyonlarinin serbest radikal reaksiyonlarindaki asil énemi

lipid peroksidasyonundaki etkileriyle ilgilidir. Geg¢is metalleri lipid peroksidasyonunu
baglatmaktan ¢ok, sentezlenmis olan lipid hidroperoksitlerinin (LOOH ) par¢alanmalarint ve

lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarini katalize ederler (Marnett ve ark. 2002).

Endoteliyal kokenli salimim faktorii olan NO, nitrik oksit sentaz enzimlerinin L-
arjinindeki inorganik nitrat1 indirgemesiyle meydana gelir. Kan damarlar1 endotelinde nitrik
oksit sinyali, diiz kas gevsemesine neden olarak kan akimimi arttirir. Ayni zamanda
prooksidatif ve antioksidatif sinyal etkilerine de sahiptir (Aldetron ve ark. 2001). Yar1 omrii
cok kisa olan lipofilik 6zellikteki bu radikal, bir atom azot ile oksijenin ciftlesmemis elektron
vererek birlesmesinden olusur. Nitrik oksit sentaz (NOS)’lar sinir dokuda, vaskiiler endotelde,

trombositlerde ve diger dokularda eksprese edilir. Nitrik oksit sentazin néronal NOS (tip I,



nNOS), endoteliyal NOS (tip III, eNOS) ve uyarilabilir NOS (tip II, iNOS) olmak iizere farkl
lokalizasyon ve diizenlenmeye sahip ii¢ izoenzimi vardir (Chiues 1999, Carr ve ark. 2000).
Yang siirecinde oksidatif stresin baslamasiyla NO ve O’ anyonu bagisiklik sistemi hiicreleri
tarafindan {iretilerek salinir. Bu molekiiller birbirleriyle etkilesime girerek kuvvetli bir
oksidatif radikal olan peroksinitriti (ONOO") meydana getirirler (Sekil 2.2). Bu radikal ise
DNA’da kirilmalara ve lipid peroksidasyonuna neden olabilir. Insanlarda aterosiklerozda,
diyabette ve hipertansiyonda NO sentezinde artislar oldugu belirtilmistir (Saleh ve ark. 2010).
Song ve ark. (2002) yaptiklar1 ¢alismada CAPE’in iNOS’un katalitik aktivitesini ve gen
ekspresyonunu baskilayarak yangi onleyici etki gosterdigini rapor etmislerdir. Yine Armutcu
ve ark. (2004), CAPE’in NOS aktivasyonunu baskilayarak antioksidan etki gOsterdigini
saptamislardir. Tiimor nekroz faktor alfa, IL-1 ve IFN-y nitrik oksit sentazlar iizerine uyarici
etki yaparak yanginin baslamasina neden olurlar (Shami ve ark. 1995). Akcigerlerde yiiksek
seviyede NO iiretiminden sorumlu hiicreler epitel hiicreleri, makrofajlar, monositler ve
eosinofillerdir (Coleman, 2002). Epitel hiicre Kkiiltiirlerinde TNF-a, IL-1B, IFN-y gibi
sitokinler iNOS ekspresyonunu uyarir (Sekil 2.7) (Berkman ve ark. 1996). Nitrik oksitin
endotel hiicreler, diiz kas hiicreleri, hepatositler ve fibroblast gibi cok farkli hiicre tiplerinde
sitotoksik etkiye sahip oldugu ve poliaminlerin sentezinde gorevli ornitin dekarboksilaz enzim
aktivitesini baskilayarak hiicre proliferasyonunu azalttigi belirtilmistir (Santarelli ve ark.
2006). Wang ve ark. (2003) noroblastoma hiicrelerinde NO’in p53 aracilig1 ile apoptozu

uyardigim belirtmislerdir.
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Sekil 2.7. Yangi baslatici sitokinlerin uyarimiyla NO iiretimi ve hiicresel etkileri
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Siiperoksit  dismutaz, CAT, 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). Iyi 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 oldukc¢a fonksiyoneldir (McCall ve Frei 1999).
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Sekil 2.8. Reaktif oksijen tiirleri ve antioksidanlar arasindaki iligki.

Ksantin oksidaz (XO) insanlarinda icinde oldugu bir¢ok tiirde purin katabolizmasinda
cok Onemli rollere sahip bir enzimdir. XO hipoksantini ksantine, ksantini iirik asite
doniistiiren reksiyonlar1 katalizler (Sekil 2.9). Bu sirada molekiiler oksijen indirgenerek O,
anyonu aciga cikar (Valko ve ark. 2004). Ksantin oksidaz hasarlanmamis dokularda bir
dehidrojenaz olarak vardir, piirinlerin yikilim yolunda hipoksantinden ksantin ve ksantinden
irik asit olusumu basamaklarinda elektron akseptorii olarak molekiiler oksijenden daha ¢ok

nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") kullanir (Zanotto ve ark. 2008). Kartal ve ark. (2003)
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yaptiklart ¢alismada, akciger ve bobrekte CAPE’in XO aktivitesini baskilayarak antioksidan

ozellik gosterdigini belirtmislerdir.
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Sekil 2.9. Ksantin oksidazin katalizledigi reaksiyon.

Siiperoksit dismutaz, siiperoksit serbest radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii katalizleyen antioksidan bir enzimdir (Wondrack 2009). Siiperoksit

dismutazin fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri, O", anyonunun neden

oldugu lipid peroksidasyonuna kars1 korumaktir. Ayrica SOD fagosite edilmis bakterilerin
hiicrei¢inde oldiiriilmesinde de rol oynar (Burduk ve ark. 2005). Giirel ve ark. (2004)
yaptiklari bir calismada CAPE’in, yanik kaynakli doku hasarinin meydana getirdigi oksidatif

streste azalan SOD aktivitesini onemli derecede arttirdigin1 gostermislerdir.

Katalaz bitki, hayvan hiicrelerinde ve aerobik bakterilerde bulunan bir enzimdir. Katalaz

(H,O, oksidorediiktaz) yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Katalaz

esas olarak peroksizomlarda daha az olarak sitozolde bulunur. Hidrojen peroksiti suya ve
oksijene parcalar. Hidrojen peroksitin yaninda metilhidroperoksit ve etil hidroperoksit gibi
lipidlerde peroksidasyona neden olan molekiillerin parcalamasin1 da saglayarak hiicreleri
solunumsal patlamaya kars1 korur (Mates 1999). Parlakpinar ve ark. (2005) genisteinle
olusturduklar1 oksidatif stres modelinde CAPE eklenmesinin azalan SOD ve CAT

aktivitelerini iyilestirdigini rapor etmislerdir.

Bir tripeptid olan glutatyon (L-y-glutamyl-L-cysteinylglycine), hiicrede ROS’nin ve
elektrofillerin temizlenmesi; tiyol-disiilfid yapilarinin onarimi ve sinyal aktarimi gibi hiicre

icin cok onemli foksiyonlara sahip olan diisiik molekiiler agirlikli antioksidandir (Halliwell ve
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Gutteridge 1999). Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)'in selenyum bagimli ve selenyum

bagimsiz (Glutatyon-S-transferaz, GST) olmak iizere iki tane alt izoformu vardir.

Yiiksek konsantrasyonda H,O,, indirgenmis glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSH)
doniistimiinii saglar. Bu reaksiyonda H,O, suya doniistiiriilerek detoksifiye edilir. Boylelikle
membran lipidlerini peroksit anyonuna kars1 koruyarak membran biitiinliigiinii ve
hemoglobini oksidatif strese kars1 korur (Conner ve ark. 2002). Tiyol gruplarinin (-SH) etkin
olarak hiicreyi koruyabilmesi icin biiyiik kismu GSH rediiktazlar tarafindan katalizlenen
reaksiyonla rediikte halde tutulmasi gereklidir (Kristina ve ark. 2007). Okside sekli serbest
radikallerin inhibisyonuna, indirgenmis siilfidril gruplarinin stabilizasyonunda ve tokoferol ile
askorbatin rejenerasyonunda gorevlidir (Armstrong 1998). Oncelikle arasidonik asit ve
linoleat hidroperoksitleri olmak {izere lipid hidroperoksitlere karst GST’ler selenyum
bagimsiz GSH-Px aktivitesi gosterirler (Upton ve ark. 2009). Frenkel ve ark. (1993)
yaptiklart calisjmada CAPE’in insan polimorf c¢ekirdekli lokositlerde oksidatif patlamay1
baskiladigini, ayrica notrofillerde ise ROS’lerinin iiretimini bloke ettigini gostermislerdir.
Totan ve ark. (2001) CAPE’in korneal neovaskiilerizasyonda ve lens epitel hiicrelerinin
doniisiimiiniin baskilanmasinda GSH diizeyini arttirarak koruyucu bir etki de g0Osterdigini

belirtmislerdir.

2.3. Oksidatif Stres ve Yangi

Oksidatif stres, artan hiicrei¢i serbest radikal molekiillerine karsin antioksidan
savunma sisteminin yetersiz kalmasiyla ortaya cikar (Aquilano ve ark. 2007). In vitro
kosullardaki arastirmalarda H,O, oksidatif stres olusturmada iyi bir model olarak bilinir (Bi
ve ark. 2008). Hidrojen peroksit, oksidatif hasar1 ATP sentezini bozarak ve serbest radikal
olusumunu arttirarak gerceklestirir (Jiang ve ark. 2004). Hidrojen peroksit ve demir bir fenton
reaksiyonuyla etkilesime girerek niikleik asitler, lipidler ve proteinler gibi makromolekiilleri
okside edebilecek cok giiclii bir molekiil olan OH" reaktifi agiga cikar (Cho ve ark. 2009).
Hidrojen peroksit ve OH radikalleri hiicresel makromolekiillerde fonksiyonel ve yapisal
bozulmalara neden olarak apoptozu uyarirlar (Hwang ve Yen 2008). Hidrojen peroksit
ozellikle DNA’da tek veya cift zincir kiriklarina yol acarak zarar verebilir. Ayn1 zamanda
DNA molekiiliine metal gecisini saglayarak da dolayli olarak zarar verebilir (Halliwell ve

Gutteridge 1999).
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Mitokondri uyarimli apoptotik yolak, mitokondriyal membran potansiyelinin (MMP)
azalmas1 ve yetersiz ATP iiretimi ile iliskilidir (Hwang ve Yen 2008). Hidrojen peroksit
uyarimli apoptoz, MMP’de diisme, sitokrom c’nin sitoplazmaya salinimi ve kaspazlarin
aktive edilmesinden kaynaklanir (Jung ve ark. 2007, Yu ve ark. 2008). Xu ve ark. (2008)
sican PC12 hiicrelerine 24 saat siireli H,O, uygulamasinin mitokondriyal depolarizasyona
neden oldugunu gostermislerdir. Crispo ve ark. (2010) H>O, uyarimli apoptozun, poli-ADP
riboz polimeraz (PARP) ve olim reseptor aracili yollarla meydana geldigini ileri

siirmiislerdir.

Son yillarda yapilan calismalar 6zellikle ndrodejeneratif hastaliklarda meyvelerden
elde edilen antioksidan Ozellikteki polifenollerin, hiicreleri ROS uyarimli apoptozdan
korudugu yoniindedir (Martin 2006). Giiniimiizde yapilan c¢alismalarda arastirmacilar,
oksidatif stres mekanizmalarimi arastirmak icin in vitro sartlarda hiicreleri H,O, uyariml
apoptozdan korumak amaciyla bir¢ok polifenol bilesigin (epigallokatesin gallat, metil galat,
gallik asit, NAC) antioksidan etkileri ve etkinlinliklerini arastirmistir (Sasaki ve ark. 2002,
Piga ve ark. 2007). Crispo ve ark. (2010) PC12 hiicrelerinde H,O, uyarimli apoptozun
kaspaz 9, DNA fragmentasyonu ve mikondriyal depolarizasyona neden oldugunu

gostermislerdir.

Niikleer faktor kapa B (NF-kB), bagisiklik sisteminde Onemli roller iistlenen bir
transkriptor faktordiir (Bonizzi ve Karin, 2004). Sitokin, iNOS, siklooksijenaz 2 (COX-2),
bliylime faktorleri ve apoptoz inhibitorlerinin ekspresyonunu diizenler (Memet 2006).
Memelilerde NF-kB ailesi p50, p52, RelA (p65), c-Rel ve RelB proteinleri olmak iizere 5
tiyeden olusur (Hoffman ve ark. 2006). Inhibitor faktor kapa B (iK-B)'nin baskilanmasiyla
sitoplazmada inaktif halde tutulur. Ancak mitojenler, yangi baslatici sitokinler (TNF-a, IL-1
gibi), bakteriyel iiriinler, protein sentez inhibitorleri, oksidatif stres, ultraviyole 151k ve forbol
esterleri gibi uyaranlar iK-B’nin fosforilasyonunu saglayarak, NF-kB’nin hiicre cekirdegine
translokasyonuna neden olur ve hiicrede serbest radikal liretimi baslar (Takaoka ve ark. 2005).
Li ve ark. (2000) CAPE’in, insan koroner arter endotel hiicrelerinde, okside-LDL aracili NF-
kB aktivasyonunu inhibe ettigini belirtmislerdir. Kemoterapide CAPE’in intestinal
karsinogenezi baskiladigi (Mahmoud ve ark. 2000) ve tiirevlerinin agiz kanserini onlemede
potansiyel ajanlar olduklarini belirtilmistir (Lee ve ark. 2000). Marquez ve ark. (2004),
yaptiklar1 ¢alismada CAPE’in farkli inflamatorik ve reaktif oksijen tiirleri uyarimli NF-kB
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bagimli gen ekspresyonunu azaltarak veya NF-kB p65 alt tiyesinin hiicre ¢ekirdegine gecisini

engelledigini belirtmislerdir.
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Sekil 2.10. Hiicreici niikleer faktor kapa B sinyal iletim yolag: ve hiicresel etkileri (Tripathi ve Aggarwal 2006)

Sitokinler yangimin baslamasi ve devamindan sorumlu polipeptidlerdir. Sitokin
sekresyonu, bakteriyel {iriinler, immiin kompleksler, toksinler ve fiziksel etmenler tarafindan
uyarilabilir. Sitokinler baslica 3 etkiye sahiptir. Birincisi sistemik akut faz reaksiyonlarini
tetikleyici etkileridir. Aktive olmus makrofajlardan salinan IL-1 ve TNF-a akut faz
proteinlerinin kan degerlerindeki artisi, ates olusumu ve istah kaybindan sorumludurlar.
Ikincisi, endotelyal etkilerdir. Lokositlerin adezyonuna, prokoagiilan aktivitesine ve trombosit
kiimelestirici faktor (TAF) aktivasyonuna etki ederler. Ugiinciisii; fibroblastik etkileridir.
Kollagen sentezi ve fibroblast proliferasyonunu arttirirlar (Drenth ve ark. 1995). Ozellikle IL-
1 ve TNF-a bircok ortak biyolojik oOzellikleri paylasan proinflamatuar (yangi baslatici)
sitokinlerdir. Her ikisi de aktive makrofajlar, lenfosit ve diger hiicre tipleri tarafindan

sentezlenirler (Park ve Barbul 2004).
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Tiimor nekroz faktor, immiino-inflamatuar reaksiyonlarda parakrin ve otokrin
salinimli diizenleyici bir sitokindir. Aymi zamanda bir¢cok hiicre tipinde biiylime ve
farklilasmay diizenler. Ozellikle interferon-gama (IFN-y) ile birlikte sitotoksik etki gosterir.
Tiimor nekroz faktor alfa ve IL-8, notrofillerin kemotaksisi ve aktivasyonuna neden olur.
Yapilan calismalarda, TNF-o’nin akut inflamasyonda ve antitiimoral bagisiklikta ¢ok onemli
rollere sahip bir sitokin oldugunu gostermektedir. Notrofil ve endotel hiicrelerini uyararak
adezyonun ve kemotaksisin gerceklesmesini saglar. Tiimor nekroz faktor alfa monositler,
makrofajlar, T ve B hiicreleri, alveolar hiicreler ve bazofiller gibi bir¢ok hiicre tipinde
tiretilmektedir (Gardner ve ark. 2003). Fibroblastlarin ve endotel hiicrelerinin TNF-o aracili
proliferasyonu yara iyilesmesinde Onemlidir. Ayrica TNF-a, endotelyal vaskiiler hiicre
adezyon molekiilii (VCAM)’niin sentezinde 6nemli bir uyarici etkiye sahiptir. Reaktif oksijen
tiirleri yangi baslamasinda etkili olan TNF-a gen transkripsiyonuna neden olur. TNF-a
hiicresel sinyal yolaklarindan iK-B’nin NF-kB’den ayrilmasina ve bunun sonucu olarakta NF-
kB’nin hiicre ¢ekirdegine gecisi gercekleserek gen ekspresyonu sekillenir (Rimal ve ark.
2005). Kafeik asit fentenil ester yangi onleyici etkisini ROS veya TNF-a uyarimli NF-kB
aktivasyonunu engelleyerek gosterir. (Ha ve ark. 2009, Toyoda ve ark. 2009, Liao ve ark.
2010).

Interlokin 1 ise baslica antijen sunan hiicreler [monosit ve makrofajlar, langerhans
hiicreleri, dendritik hiicreler, endotelyal hiicreler, T lenfositleri, dogal 6ldiiriicii hiicreler (NK),
astrositler ve keratinositler] olmak iizere tiim ¢ekirdekli hiicrelerden sentezlenebilir (Dinarello
ve ark. 2002, Gardner ve ark. 2003). Interlokin 1 (IL-lo. ve IL-1B) aym zamanda
siklooksijenaz-2 (COX-2), fosfolipaz A2 ve iNOS’un aktivatoriidiir. Kafeik asit fenetil ester,
IL-1 ve IL-18 gibi yangi baslatici sitokinlerin uyardigr NF-kB hiicreici sinyal iletim yolagini
bloke ederek yanginin devamliligini onler (Kyungsun ve Chulhee 2008). interlokin 1’e maruz
kalmis hiicrelerde yiiksek miktarda protaglandin 2 (PGE-2) ve NO iiretimi meydana gelir
(Witowski ve ark. 2004).

Interlokin-12, yardime1 T lenfositlerin farklilasmasini ve aktivasyonunu saglayan bir
sitokindir (Sinigaglia ve ark. 1999). Bircok hiicrede IFN-y iiretimini ve litik etkisini arttirir
(Foti ve ark. 2006). Interlokin 18, IL-1 ailesinin bir iiyesi olup, yanginin baslamasinda 6nemli
etkiye sahiptir. Immun ve inflamatorik hastaliklarin gelisim siirecinde ekspresyonu artar.
Chandrasekar ve ark. (2003) kardiyomyositlerde H,O, uyarimli oksidatif streste NF-kB

aktivasyonuna bagli olarak IL-18 mRNA transkripsiyonunun uyarildigini gostermislerdir.
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Sekil 2.11. CAPE’in yangi baslaticr sitokinleri uyarimiyla NF-kB aktivasyonunu 6nlemesi.

Kafeik asit fenetil ester, NF-kB ailesinden olan IFN salinimini diizenleyici faktor
(IRF-1) ile IRF-8 ve IL-12-P35 ile IL12-P40 RNA ekspreyonunu baskilar (Jayakumar ve ark.
2008). NF-kB normalde sitozolde iK-B’ye bagli olarak inaktif halde tutulur. Ancak
inflamasyon ve iligkili genlerde gen transkripsiyonlarinin artisi, NF-kB’yi aktif hale getirerek
hiicre ¢ekirdegine gecisine neden olur ( Linder ve ark. 2007). Literatiirlerde CAPE’in NF-kB
inhibisyonunu farkli yollarla gerceklestirdigi rapor edilmistir. T hiicrelerin de CAPE NF-
kB’yi direk olarak baskiladigi gibi, ayn1 zamanda iK-Ba‘mn fosforilasyonun baskilanmasi
yoluyla da dolayl olarak gerceklestirebildigi belirtilmistir (Orban ve ark. 2000, Marquez ve
ark. 2004). Once yapilan calismalarda, IL-12’nin “kapa B’ bolgeleri var oldugu ve bu
sitokinlerin transkripsiyonunda NF-kB’nin spesifik etkili roliiniin oldugu, boylelikle CAPE’in
NF-kB blokajiyla iiretiminin engellenebilecegi one siiriilmiistiir (Liu ve ark. 2003, Jayakumar

ve ark. 2008).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hiicre Hatt1

Arastirmada insan alveoler bazal epitel hiicre hattt (A549) kullanildi. Akciger
alveollerini kaplayan Skuamoz tip goriiniise sahip bu hiicreler, su ve elektrolitler gibi
maddelerin difiizyonundan 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 Pasaji

Akciger alveol hiicreleri %10 oraninda 1s1 ile inaktif edilmis fotal sigir serumu (FBS-
Sigma) ve 100 IU/ml penisilin/streptomisin (Sigma) iceren DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium-Sigma) besi medyumunda (tam besi yeri) 37°C, %5 CO, ve %95 hava
bulunduran steril inkiibatdrde (Hera-Cell 150, Thermo) inkiibe edildi. Hiicrelerin ¢cogaltilmasi
icin yaklagik 1x10%ml sayida hiicre 20 ml medyum bulunan 75 cm? steril kiiltiir kabina (flask)
(Nunc, USA) konarak iki giinde bir medyum degistirilmek sartiyla inkubasyona birakildi. 3-5
giin siireyle hiicre iiremesi yeterli yogunluga ulastiginda 1/3 oraninda pasajlandi. Calisma
gruplar1 olusturulurken flask tabanina yapisan hiicreler 1-2 ml/75 cm® flask % 0,025
Tripsin/EDTA (Sigma) kullanilarak kaldirildi. Sonra hiicreler toplanarak oda 1s1sinda 400 g ve
5 d siireyle santrifiij edildi. Islem sonunda medyum atilarak dipte kalan hiicre peleti 1ml taze
komple medyumla kaldirildi. Hiicreler nazikce al-ver yontemiyle homojen olmalar1 saglandi.
Mikroskop (Olympos-CKX41) altinda hiicre sayimi tripan mavisi ile bir hemositometre
(Neubauer Assistent) yardimiyla belirlenerek deneme gruplar i¢in ihtiya¢ duyulan hiicre

sayist1 flasklara eklendi.
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3.3. Denemede kullamilan kimyasallar

3.3.1. Kafeik asit fenetil ester (CAPE)

Arastirmada kullanilan CAPE, dimetil siilfoksit icinde (DMSO-Sigma) cozdiiriildii.
Caligsma siiresince kullanilan CAPE konsantrasyonu elde edilen viabilite kontrollerine gore 5
uM/ml olarak belirlendi. Her uygulamada CAPE eklenmesi, hidrojen peroksit

uygulamalarindan 2 saat once yapilarak inkiibasyon periyotlar1 bu siireden sonra baglatildi.

3.3.2. Hidrojen peroksit (H,O,)

Arastirmada kullanilan H,O, (Merck, Germany) konsantrasyonu, 24 saat inkiibasyon
sonrasi viabilite kontrolleriyle 100 pM/ml olarak belirlendi. Caligma siiresince %30°‘luk stok
H,0, stogundan bu konsantrasyonu saglayan miktar (hiicre medyumunda c¢o6zdiiriildii)

hiicrelere uygulandi.

3.4. Homojenat hazirlama

Inkiibasyon sonrast hiicreleri yapismis olduklari hiicre kiiltiirii zemininden kaldirmak
icin 25 cm?lik flasklara 300 ul tripsin (% 0,025) eklenerek 1-2 d beklendi. Daha sonra
flasklar hafif cirpma hareketiyle hiicrelerin kalkmalar1 saglandi. Suspanse hiicreler pipet ile
toplanarak ependorf tiiplere aktarildi. Daha sonra oda 1s1sinda 400 g devir 5 d siireyle santrifiij

edilerek hiicre peletleri elde edildi. Homojenatlar hazirlanirken PBS (KH,PO,, Na,HPO,-

pH:7) ile 2 kez yikandiktan sonra tekrar santrifiij edildi ve {izerlerine 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] bulunan lizis bafir eklendi. Deterjanla ¢6ziinmeyen hiicresel proteinler 12 000
g, 4 °C’de 10 d siireyle santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi. Siipernatantlarin protein

diizeyleri Bradford metodu ile dl¢iildii.
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3.5. Tripan mavisi boyasiyla canhi-o6lii hiicre degerlendirilmesi ve hiicre sayimi

Tripan mavisiyle 6lii hiicreler boyanirken canli hiicreler boyanmaz. Ciinkii canh
hiicrelerde membran biitiinliigli bozulmadigindan boya sitoplazmaya gecemez (Leszczynski
ve ark. 2001). Seyreltilmis hiicre siispansiyonundan 20 pl alinarak, iizerine ayni miktarda
tripan mavisi soliisyonu eklenerek pipetle al-ver yontemiyle karismalart saglandi.
Hemositometre laminin (Neubauer Assistent) her iki boliimiine hiicre-metilen mavisi
karisimindan 1’er damla damlatildi. Lam iizerindeki bulunan dort karedeki hiicreler invert
mikroskop altinda sayild1 ve ortalama say1y1 belirlemek icin dorde boliindii. Elde edilen hiicre
sayilari ‘x10* olarak ifade edilerek kaydedildi. Goriintiiler 6zel atagmanli dijital fotograf

makinesi (Olympus C-7070) ile fotografland.
3.6. Biyokimyasal Analizler
3.6.1. Bradford Yontemi ile Protein Analizi

Bu yoOntemin prensibi, boya olarak kullanilan Coomassie brilliant blue G-250’nin,
negatif ylike sahip olmasi nedeniyle protein iizerindeki pozitif yiikke baglanmasidir. Bu

boyanin kirmizi (Xmax = 465nm) ve mavi (Xmax = 595nm) olmak iizere iki formu

bulunmaktadir. Protein baglanmasinin gostergesi, kirmizi formun mavi forma doniistidiir.
Yontem: test gruplarindaki hiicrelerin flasklardan bir kazici aparat yardimiyla toplanmasi ve
homojenize edilmesini takiben orneklerden 20 pl alinarak iizerine 200 pl Bradford ayraci ve
580 pl distile su ilave edilerek test tiipleri hazirlandi. Tiipler oda 1sisinda 10 d bekletildikten
sonra, spektrofotometre (Shimadzu)’nin 595 nm 151k dalga boyunda absorbans degeri Sl¢iildii.
Sigir serum albumininin farkli standart konsantrasyonlar1 hazirlanarak elde edilen standart

egriden Orneklerin protein diizeyleri hesaplandi1 (Bradford, 1976).
3.6.2. Nitrik oksit (NO) Diizeylerinin Belirlenmesi

Akciger epitel hiicrelerinin bulundugu flasklardan 24 saat inkubasyon sonucu elde

edilen medyumlardaki NO seviyeleri olciildii. Nitrik oksit yar1 omrii ¢ok kisa olan bir

molekiildiir. Bu nedenle NO iiretimi, nitrik oksitin Onciil molekiilleri olan nitrit (NO 2_) ve

nitrat (NOQ_) diizeylerinin saptanmasiyla hesaplanmaktadir. Bu amagcla ¢alisma da, Costas ve
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Wakid (1990) tarafindan gelistirilen ‘Griess metodu’ uygulama icin kullanildi. Bu metod
takip edilerek; kadmiyum graniilleri (2-25 g), stizge¢ 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. CuSO A soliisyonunda 5 d kanistirllarak aktive edildi. Her test grubundan 300 pl

miktar alinarak, iizerlerine 250 pl 75 mmol/L ZnSO , Ve 350 pl 55mmol/L NaOH eklendi. Bu

karistm 10000 x g rotor hizinda 4°C’de 3 d santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlardan 750
ul pipetlenerek farkli ependorf tiiplere alind1 ve iizerlerine 250 pl glisin tampon I (45 gr/L pH:
9.7) ilave edildi. Bu tiiplere yukarida belirtildigi gibi aktiflestirilen kadmiyum graniillerinden
bir pens yardimiyla her tiipe bir graniil olacak sekilde eklendi. 10 d karistirildiktan sonra hazir
hale gelen orneklerden 300 pl alinip iizerlerine 1125 pl ayirag 1 (N-naftil etilen diamin) ve
1200 pl ayirag 2 (siilfanilik asit, 3 mmol/L. HCL) eklendi. Ornek yerine su ilave edilerek
hazirlanan kore karsi spektrofotometrenin 546 nm 151k dalga boyunda absorbans Ol¢timleri

yapildi. Elde edilen veriler pmol/ml protein cinsinden hesaplanip kaydedildi.
3.6.3. Glutatyon (GSH) Analizi

Indirgenmis glutatyon (GSH) diizeylerinin ol¢iimii, Sedlak ve Lindsay (1968)
tarafindan gelistirilen metoda gore 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 metodta su asamalar takip edildi. Elde edilen hiicre
siipernatantlarindan 250 pl alinip ayn1 miktarda % 10’luk triklor asetik asit (TCA, Sigma) ile
karigtirilarak 8600 rpm rotor hizinda 15 d santrifiij edildi. Deproteinize edilen orneklerden

250 pl almip temiz tiiplere aktarilarak iizerlerine 2 ml 0.3 M’lik Na2HPO . ilave edildi.

Uzerlerine 250 pl DTNB eklenip vorteksle karisimlar1 saglandiktan sonra 5 d oda 1sisinda
bekletildi ve daha sonra spektrofotometrede 410 nm 151k dalga boyunda distile suya karsi
okunarak umol/mg protein olarak kaydedildi.
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3.6.4. Katalaz (CAT) Aktivitesi Analizi

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

yontemin prensibi H O,’in 1s1k spektrumunun ultraviyole dalga boyunun azalmasiyla artan bir
absorbans vermesine dayamr. Uygun bir tampon iginde (PBS) bulunan H O nun 6rnekte

bulunan katalaz etkisiyle yikilmasi sonucu 240 nm absorbansta azalma goriiliir. Absorbansta

gozlenen azalma 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,
distile suda ¢oziildii ve 1 L’ye tamamlanarak pH 7’ye ayarlandi. Fosfat tamponunda H,O,
cozeltisi (10 mM), % 30’luk H 2O 5 cozeltisinden 0.16 ml alinarak daha 6nce hazirlanmis olan

fosfat tamponunun 100 ml’sinde seyreltildi. Her Ornegin analizinden Once Ornekte
bulunabilecek maddelerin neden olabilece8i absorbans yiikselmesi saptamak ve sadece
ornekten kaynakli farkin elde edilmesi amaciyla kor deney tiipleri hazirlandi. Kor deney tiipii
icin quartz kiivete 2.95 ml fosfat tamponu iizerine 50 pl numune eklendi. Spektrofotometre
her ornegin 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 ornek eklenerek tam karisim saglanmasi icin kiivetler alt-list edilerek
spektrofotometreye yerlestirildi. 240 nm 151k dalga boyunda 30 s icinde absorbanslarda
meydana gelen azalmalar takip edilerek “k™ hiz sabiti elde edildi. Okunan degerler umol/mg

protein cinsinden hesaplanarak kaydedildi.

3.6.5. Total Antioksidan Kapasite (TAS) Analizi

Demir-2-o-dianisidine kompleksi, H202 ile Fenton tipi reaksiyon olusturarak OH

radikalini olusturur. Bu gii¢lii reaktif oksijen tiirii diisiik pH’da renksiz o-dianisidine molekiilii
ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidil radikallerini meydana getirirler. Dianisidil
radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumunu arttirmaktadir (Halliwell

ve Gutteridge, 2000).

TAS diizeyleri yukarida belirtilen prensiplere dayanan ticari kitler (Rel Assay

Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak analiz edildi. Bu amagcla kitte bulunan Reagent 1’den 800
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pl alindi ve iizerlerine 50 pl ornek eklenerek spektrofotometrede 660 nm dalga boyunda ilk
Olctimler yapild1 ve kaydedildi. Sonrasinda bu test tiiplerine 125 ul Reagent 2 eklenerek 10 d
oda 1s1sinda tutuldu ve tekrar 660 nm absorbans degerleri Olciilerek kaydedildi. Ayni1 islemler
standardin 660 nm’de absorbansini 6l¢cmek icin ornek yerine standart soliisyonu eklenerek
gerceklestirildi. Okunan degerler asagidaki formiilde yerlerine konarak net degerler

hesaplanarak pumol Trolox Eqiv./L olarak kaydedildi.

Sonug = (A Abs Std 1 — A Abs Ornek / A Abs Std 1 — A Abs Std 2) X Std 2 degeri
A Abs Std 1 = Std 1’in 2. absorbans degeri - Std 1’in 1. absorbans degeri
A Abs Std 2 = Std 2’in 2. absorbans degeri - Std 2’in 1. absorbans degeri

A Abs 6rnek = Ornegin 2. absorbans degeri - Ornegin 1. absorbans degeri

3.6.6. Total Oksidan Kapasite (TOS) Analizi

Orneklerdeki oksidanlar, ferroz-iyon selatér kompleksini ferrik iyona okside eder.
Ferrik iyonlar asidik ortamda kromojenle renkli bir kompleks olusturur. Spektrofotometrik
olarak oOlciilebilen renk yogunlugu, orneklerdeki oksidan molekiillerin toplam miktar1 ile
iliskilidir. Bu testte kalibrator olarak hidrojen peroksit kullanilir. Sonuclar her litredeki
esdeger mikromolar hidrojen peroksite gore belitlenir (Erel 2005). Orneklerdeki TOS
diizeyleri yukarida belirtilen prensibe dayanan ticari kitler (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye)
kullanilarak analiz edildi. Bu amacla kitte bulunan Reagent 1’den 1000 ul alind1 ve {izerlerine
150 ul ornekler eklenerek spektrofotometrede 530 nm dalga boyunda ilk Sl¢iimler yapildi ve
kaydedildi. Sonrasinda bu test tiiplerine 50 ul Reagent 2 eklenerek 10 d oda 1s1sinda tutularak
tekrar 660 nm absorbans degerleri dlciilerek kaydedildi. Ayn islemler standardin 660 nm’de
absorbansin1 6lgmek i¢in Ornek yerine standart soliisyonu eklenerek gerceklestirildi. Okunan
degerler asagidaki formiilde yerlerine konarak net degerler umol H, O, Eqiv./L cinsinden

hesaplanarak kaydedildi.

Sonug = (A Abs Std 1 — A Abs Ornek / A Abs Std 1 — A Abs Std 2) X Std 2 degeri
A Abs Std 1 = Std 1’in 2. absorbans degeri - Std 1’in 1. absorbans degeri
A Abs Std 2 = Std 2’in 2. absorbans degeri - Std 2’in 1. absorbans degeri

A Abs 6rnek = Ornegin 2. absorbans degeri - Ornegin 1. absorbans degeri
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3.6.7. Tiazol Mavisi Tetrazolyum Bromid (MTT) Viabilite Testi

Tiazol Mavisi Tetrazolyum Bromid kullanilarak bir hiicre toplulugundaki canli
hiicrelerin orani kolorimetrik yontemle nicel olarak saptanabilmektedir. Bu yontem saglikli
hiicrelerde  mitokondrial rediiktazlar tarafindan MTT nin tetrazolium  halkasini
parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu reaksiyon mitokondrial bir enzim olan siiksinat
dehidrogenaz aktivitesine bagimlidir. Tetrazolium halkasinin par¢alanmasi sonucu soluk sar1
renkli MTT boyas1 koyu mavi-mor formazan iirliniine doniismektedir (McGahon ve ark.
1995). Bu amacla 24 kuyucuklu pleytlerde deneme gruplari olusturuldu. 24 saatlik
inkiibasyon sonucu kuyucuklardan siipernatantlar alinarak yerlerine PBS’te ¢6zdiiriilmiis
MTT ayirac1 eklendi. %5 CO, ve 37 °C’lik inkiibatorde 90 d, bekletildi. Daha sonra her bir
kuyucuga 1 ml izopropil alkol/HCL ayiracindan eklenerek 5 d beklendi. Olusan formazan
tiriinlerinin  ¢ozdiiriilmesi saglandi. Kuyucuklardaki siipernatant ependorflara alinarak
inkiibatorde her bir deneme grubu kuyucuklarindaki siipernatantlar alinarak ependorflara

alindi. Ornekler spektrofotometrenin 595 nm 151k dalga boyunda okunarak kaydedildi.

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. Siipernatantlar
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 ornekler 12000 g ve 4°C’de 15 d santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 meydana gelen
ic fazdan {iistteki renksiz fazlar (RNA icerir) yeni ependorf tiiplere alinip, tizerlerine 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 olugsmasi1 saglandi. Peletler {izerindeki
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
tizerine 25-30 pl su (DEPC water-dietilpirokarbonathi su) ilave edilip, birka¢ kez al-ver

muamelesiyle pipetlenerek ¢oziinmeleri saglandi.
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Total RNA miktarlar1 ve safliklar1 spektrofotometrede 260 nm (OD,,) ve 280 nm

(OD,,)"151k dalga boylarinda degerler alinarak belirlendi. RNA/DNA oranlari (OD,,/ OD,)

1.7-2.0 araligindaki olan Orneklerin safligi yiiksek kabul edilip, cDNA (komplementer-

tamamlayict DNA) sentezinde kullanildi.

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

Elde edilen total RNA’lardan cDNA sentezi eldesinde su metod takip edildi.
Otoklavdan gecirilmis 0.2 ml ependorf tiiplere herbir 6rnek tiipiinden 1-2 pg total RNA alinip
tizerlerine 1 ul oligo (dT-18) primer eklendi. Daha sonra bu tiipler DEPC uygulanmis su ile
12 pul’ye tamamlandi. Karistim 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/l) ile 2 ul ANTP (2 mM) karisimi konulup karistirildi (Fermentas, Germany). Kisa
stireli santrifiij sonrasi test tiipleri termal sayklira yerlestirilerek 42° C’de 60 d siire ile RN’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.

3.9. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi, genetik materyaller (DNA ve RNA)
tizerinde sec¢ilmis 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 {ic basamaktan olugmaktadir.
Birincisi denatiirasyon (DNA cift zincirinin agilmasi), ikincisi primerlerin spesifik olduklar
gen bolgesine yapismasi (annealing) ve ii¢linciisii ise zincir uzamasi (extention)’dir. Spesifik
olmayan yapigsmalarin olmamasi icin dongii sayist genellikle 30-40 olacak sekilde
sinirlandirilir. Kisaca PCR reaksiyonu icin test tiipler su sekilde hazirlandi. Orneklerden elde

edilen cDNA’lardan 1 pl alinarak, iizerlerine 0.5 U DNA Tag polimeraz iceren Syber Green
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PCR mastermiks (Fermentas) ve mRNA iizerinde cogaltilmak istenen genlere spesifik bir ¢ift

primer (oligoniikleotid) ilave edildi.

Reaksiyonda 100 ng diizeyinde TNF-a, IFN-y, IL-12, IL-18 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)
kullanilarak yapildi. Amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait

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

-Ct ) (Ct

gen otn actin ) formiilii uygulandi; hesaplanan deger

- - Ct
denek grubu hedef gen beta actin” kontrol grubu

DC
tformtiltinde yerine konularak mRNA transkripsiyon diizeyi misli olarak

her bir gen icin 2_D
down- ya da up-regiile seklinde belirlendi. Her 6rnek i¢in kontrol gen olarak kabul edilen
beta aktin geni (housekeeping gen) diizeltme icin kullanilarak transkripsiyon seviyesi istenilen
genlerdeki transkripsiyon seviyeleri hesaplanarak kaydedildi. Real Time PCR sisteminde
Syber Green (Fermentas, Germany) boyasi c¢ift iplikcikli DNA parcasina baglanarak
elektriksel impuls ile birlikte floresan 1s1ma yapar ve bu 1sima sistemin lazer dedektorii
tarafindan alinarak bilgisayar ortaminda grafik formatina cevrilir. Olciilen floresans siddeti

PCR iiriiniiniin miktar ile dogru orantilidir. Daha sonra gruplar arasindaki farklar misli (katr)

cinsinden tablolarda verildi.

3.10. istatistiksel Metod

Arastirmada elde edilen veriler, SPSS 9.05 (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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4. BULGULAR

4.1. Spektrofotometrik analiz ve hiicre sayim sonuclari

4.1.1. Farkh konsantrasyonlardaki H,O,’in hiicre viabilitesi iizerine etkisi

24 kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki akciger epitel hiicrelerine (A549 hiicreleri) H,0, in
farkli konsantrasyonlar1 (10-5000 uM) eklendi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda MTT metoduyla viabilite kontrolleri yapildi. Buna gore 100 uM H,O, eklenen
grupta, canl hiicre sayist kontrol grubuna gore anlamli bir diizeyde azaldig: tespit edildi

(Sekil 4.1).

0,09 +
0,08 -
0,07 ~
0,06 -
0,05 +
0,04 -
0,03 +
0,02 +
0,01 ~

i

Hiicre viabilite (OD570 nm)

Kontrol 10 25 50 100 500 1000 5000
Hidrojen peroksit kons. (uM)

Sekil 4.1. H,O,’in farkli konsantrasyonlarinin hiicre viabilitesi tizerine etkisi

Inkiibasyon sonras1 100 uM H,0, eklenen gruptaki (0.057 + 0.0008) hiicre kayiplari
kontrol grubuna (0.078 £ 0.004) gore yaklasik % 27 oraninda azalma gosterdigi tespit
edildi(p<0.001). Arastirma siiresince H,O,’in 100 uM’lik konsantrasyonu hiicrelerde stres

olusturmak amactyla kullanildi.
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4.1.2. Farkh konsantrasyonlardaki CAPE’in hiicre viabilitesi iizerine etkisi

Akciger epitel hiicrelerine (24 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda) farkli konsantrasyonlarda (1-
40 uM) CAPE eklenerek, caligmada kullanilacak etkili konsantrasyon tespiti ic¢in hiicre
viabilitesi kontrolleri MTT metoduyla degerlendirildi.

1,000 -

|

0,800 -

0,600

0,400

0,200 -

Hiicre viabilite (OD 570 nm)

0,000 ‘
Kontrol 1 2,5 5 10 20 40

Kafeik asit fenetil ester (pM)

Sekil 4.2. Farkli CAPE konsantrasyonlarinin hiicre viabilitesi iizerine etkisi.

Buna gore; 24 saat inkiibasyon sonrasi 5 uM CAPE eklenen grupta kontrol
grubuna(0.854 + 0.005) gore hiicre viabilitesinde belirgin diizeyde (0.792 + 0.003) azaldig1
(Sekil 4.2) tespit edildi (p<0.001).
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Sekil 4.3. H,O, (100 uM) ile birlikte farkli CAPE konsantrasyonlarinin hiicre viabilitesi iizerine etkileri.

Kafeik asit fenetil esterin 5 pM konsantrasyonun 2 saatlik 6n muamelesinden sonra
H,0, eklenen grupta, yalmiz H,O, eklenen gruba gore meydana gelen hiicre kayiplarini

CAPE’in 6nemli diizeyde iyilestirdigi (0.684+0.012)(Sekil 4.3) saptand1 (p<0.001).
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4.1.3. Hidrojen peroksitin neden oldugu hiicre oliimleri iizerine CAPE’in etkisi

Akciger epitel hiicrelerine (24 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda) 5 uM CAPE 2 saatlik 6n
muameleyle uygulandi. Daha sonra 100 uM H,O, eklenerek 24 saat inkiibasyona siiresi

baglatildi. Siire sonunda canli hiicre sayimi tripan mavisi boyama yontemiyle ol¢iildii.

60 -

40 -

30 -

20

10

Hiicre sayimi (X10000 hiicre)

Kont. H202 CAPE + CAPE

Sekil 4.4. A549 hiicrelerinde CAPE ve H,0O,’in canli hiicre sayist iizerine etkisi

Canli hiicre sayis1, kontrol grubuna (51.66 x 10" + 0.4) gore H,0, eklenen grupta
(28.66 x 10* + 0.3) onemli derecede azaldigi, ancak CAPE 6n muamelesinin bu azalmay1
tyilestirerek hiicre viabilitesini 6nemli diizeyde arttirdigi (45.16 x 10* £ 0.3) saptandi

(p<0.001).
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4.1.4. Hidrojen peroksite maruz birakilan hiicrelerde CAPE’in katalaz aktivitesi

tizerine etkisi

Pleytlerdeki (24 kuyucuklu) akciger epitel hiicrelerine 5 uM CAPE 2 saatlik siire ile
uygulandiktan sonra 100 uM H,0O, eklenerek 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda

orneklerden elde edilen hiicre homojenatlarinda CAT aktivitesi arastirildi.

o)

£ o2,

o

E 0,15 - T

z o .

%g ’

£ 5 005 I
& R —

® Kont. H202 CAPE + CAPE
]

G

X

Sekil 4.5. CAPE ve H,0;’in akciger epitel hiicrelerinde katalaz enzim aktivitesi iizerine etkisi

Buna gore, CAT aktivitesi sadece CAPE eklenmis grupta kontrol grubuna gore
anlamli derecede arttifni saptandi. Ayrica HO, eklenen grupta katalaz aktivitesi
Olciilemezken, CAPE 6n muamelesi sonrasi H,O, eklenen hiicreler de kontrol grubuna
(0.0263 + 0) gore Onemsiz derecede artis oldugu (p>0.05), ancak sadece H,O, eklenmis
gruba gore CAT aktivitesinin anlamli derecede arttig1 (0.0425 + 0.023) saptand1 (p< 0.05).
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4.1.5. Hidrojen peroksitin neden oldugu NO iiretimi iizerine CAPE’in etKkisi

Akciger epitel hiicrelerine (24 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda) 5 uM CAPE’in 2 saatlik
on uygulamasi yapildi. Sonra H,O, eklenerek 24 saat inkiibasyona birakildi ve alinan

medyum orneklerinde NO diizeyi Griess yontemiyle ol¢iildii.

1,2 4
1,1 -

0,9 +
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

Nitrit diizeyi (Lmol/mi protein)

0,2
0.1 1 ————

kontrol H202 CAPE + CAPE

Sekil 4.6. A549 hiicrelerinde CAPE ve H,O,’in NO iiretimi iizerine etkisi.

Nitrik oksit tiretimi sadece CAPE eklenen grupta (0.112 + 0.011) kontrol grubuna
(0.123 £0.014) gore onemsiz derecede azalis gosterdigi saptandi (p>0.5). Ayrica NO iiretimi,
sadece H,0O; eklenen grupta (1.056 + 0.027) kontrol grubuna (0.123 + 0.014) gére anlaml
derecede artt1g1 (P<0.001) saptandi. Ancak CAPE 6n muamelesi sonrast H,O; eklenen grupta
(0.263 £ 0.028) CAPE’in H,0,’in meydana getirdigi NO iiretimi artisin1 anlamli derecede
azalttig1 (p<0.001) saptandi.
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4.1.6. Kafeik asit fenetil ester ve H,O, uygulamasimin glutatyon (GSH) diizeyi

tizerine etkileri

Flasklardaki (25 sz) A549 hiicrelerine 5 uM CAPE 2 saatlik 6n muameleyle
uygulandi. Daha sonra hiicrelere 100 uM H,O, eklenerek 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire

sonunda elde edilen hiicre homojenatlarinda GSH diizeyi olciildii.

Glutatyon diizeyi (umol/mg protein)
N

Kontrol H202 CAPE + CAPE

Sekil 4.7. Akciger epitel hiicrelerinde CAPE ve H,0,’in GSH {iretimi {izerine etkisi.

Glutatyon iiretimi sadece H;O, eklenen hiicrelerde (2.153 + 0.11) kontrol grubuna
gore anlaml derecede azald1 (P<0.001). Ancak CAPE 6n muamelesinden sonra H,O; ‘e maruz
birakilan grupta (2.972 + 0.11) ise CAPE, H,O,’in azalttigi GSH diizeyini anlamli derecede
arttirdi@1  saptandi (P<0.001).
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4.1.7. Total oksidan kapasite (TOS) iizerine CAPE ve H,0,’in etkileri

Akciger epitel hiicrelerine (25 cm”lik kiiltiir kaplarinda) 2 saatlik CAPE on
uygulamasini takiben H,O, eklenerek 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda alinan

orneklerden elde edilen hiicre homojenatlarinda TOS seviyeleri arastirildi.

S on
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= : : :

= Kont H202 CAPE + CAPE
Grup

Sekil 4.8. A549 hiicrelerine CAPE ve H,0, uygulanmasinin total oksidan kapasite (TOS) iizerine etkisi.

Total oksidan kapasite sadece CAPE eklenen grupta (-0.04 +0.033) kontrol grubuna
(0.1 £ 0.008) gore anlamli derecede azaldigi saptandi (p<0.001). Ayrica total oksidan
kapasite sadece H,O, eklenen grupta (0.502 + 0.010) kontrol grubuna (0.1 £+ 0.008) gore
anlaml derecede yiikseldigi (p<0.001), ancak CAPE 6n uygulamasindan sonra H,O, eklenen
grupta (-0.0773 = 0.006) bu artisin CAPE tarafindan giderilerek anlamli derecede azaldigi
saptand1 (p<0.001).
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4.1.8. Total antioksidan kapasite (TAS) iizerine CAPE ve H,0,’in etkileri

Kafeik asit fenetil esterin akciger alveoler epitel hiicrelerine (25 cm”lik flasklarda) 2
saatlik 6n uygulamasin takiben H,O, eklenerek 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda

alinan orneklerden elde edilen hiicre homojenatlarinda TAS seviyeleri aragtirildi.

I

Total antioksidant kapasite (umol
Trolox eqivalent/L)

Kont H202 CAPE + CAPE

Grup

Sekil 4.9. A549 hiicrelerine CAPE ve H,0, uygulanmasinin total anti-oksidan kapasite (TAS) iizerine etkisi.

Total antioksidan kapasite sadece CAPE eklenen grupta (5.78 + 0.10) kontrol grubuna
(5.07 = 0.25) gore anlamli derecede artis gosterdi (p<0.005). Ayrica TAS, sadece H,0O,
eklenen grupta (5.04 + 0.06) kontrol grubuna (5.07 + 0.25) gore Onemsiz diizeyde artig
oldugu saptandi (p>0.5). Ancak CAPE 6n muamelesi sonras1 H,O, eklenen grupta (6.02 +
0.04) ise TAS hem sadece H,0, eklenen gruba hemde kontrol grubuna gore anlamli derecede

yiikseldigi goriildii (p<0.001).
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4.2. Hidrojen peroksit ile muamele edilen akciger epitel hiicrelerinin

morfolojisine CAPE’in etkisi

Akciger epitel hiicrelerine CAPE’in (5 uM) 2 saatlik 6n uygulamasini takiben H,O,
(100 puM) eklenerek 24 saat maruziyeti saglandi. Siire sonunda elde edilen hiicre
orneklerinden invert mikroskobun 40X biiyiitmeli objektifi ile c¢ekilen fotograflar
incelendiginde, hiicre dliimlerinin H,O, uygulanan grupta (Sekil 4.11) kontrol grubuna (Sekil
4.10) gore onemli oranda arttig1, ancak CAPE tedavisinin (Sekil 4.13) H>O;’in neden oldugu

hiicre 6liimlerini 6nemli oranda azalttig1 saptandi.

Sekil 4.10 A549 hiicreleri kontrol grubu 24. saat mikroskop goriintiileri (40 X biiyiitme)

37



Sekil 4.12. Akciger alveoler epitel hiicrelerine CAPE (5 uM) eklenen grupta 24. saat mikroskop goriintiileri (40
X biiyiitme)
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Sekil 4.13. A549 hiicrelerine CAPE 6n muamalesi sonras1t H,O, eklenen grupta 24. saat mikroskop goriintiileri

(40 X biiyiitme)
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4.3. RT-PCR sonuclari

Akciger epitel hiicre kiiltiir ortamma (25 cm? flasklarda) kafeik asit fenetil ester (5
uM) 6n muamalesini takiben H,O, (100 uM) eklendi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda elde
edilen RNA orneklerinden cDNA sentezleri yapilarak belirli genlerin (sitokinlerden TNF-q,
IL-12, IL-18 ile IFN-y ve enzimlerden iNOS) mRNA transkripsiyon seviyeleri spesifik
primerler kullanilarak RT-PCR yontemiyle arastirildi.
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4.3.1. TNF-0 mRNA transkripsiyonu

Calismadan yaklasik 16 saat once 25 cm?” lik flasklara boliinen A549 hiicreleri iizerine
5 uM diizeyinde CAPE eklendi. 2 saatlik 6n inkiibasyon sonrasi iizerine 100 uM H,0O, ilave
edilerek 24 saatlik inkiibasyonlar1 saglandi. Siire sonunda elde edilen RNA oOrneklerinden
yangr Onciili bir sitokin TNF-a mRNA transkripsiyon seviyeleri RT-PCR yontemiyle

arastirildi.

E 70
.q;>>‘ 60 -+
$ 50 _
s
> 40
£
€% 30-
g =
2 )8’ 20 _
g3
9 10
B
£ 0 777777,
% 10 Kont H202 CAPE + CAPE
°
5 20
I
= -30 -

Sekil 4.14. TNF-o mRNA transkripsiyon seviyeleri (24 saat).

Tiimor nekroz faktor alfa (TNF-o) mRNA transkripsiyon seviyesinin H>O, eklenen
grupta kontrol grubuna gore (yaklasik 65 misli) uyarildigi, ancak CAPE 6n uygulamasinin bu
uyarilmay1 tamamen iyilestirildigi saptandi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.15. Gergek zamanli PCR’da TNF-a ve B-aktin genleri mRNA transkripsiyon amplifikasyon egrileri.

4.3.2. iNOS mRNA transkripsiyonu

Akciger epitel hiicrelerine (25 em”lik flasklarda), 5 uM CAPE’in 2 saatlik 6n
uygulamasini takiben 100 uM H,O, eklenerek 24 saat inkiibasyona birakildi. Nitrik oksit
iiretiminden sorumlu enzimlerden birisi olan iNOS geni mRNA transkripsiyon seviyeleri RT-

PCR yontemiyle analiz edildi.

Kont H202

iNOS relatif mRNA transkripsiyon seviyesi
(Misli degisim)
o

Sekil 4.16. iNOS mRNA transkripsiyon seviyeleri (24saat)
Buna gore; iNOS mRNA transkripsiyon seviyeleri, H,O, eklenen grupta kontrol

grubuna gore (yaklasik 3,5 misli) uyarildigi, ancak CAPE 6n muamelesi sonras1 H>O; eklenen

grupta ise bu artisin CAPE tarafindan %100 oraninda iyilestirildigi saptandi (Sekil 4.11).

42



= = = = = 5
A L VL R T T TN R
=aw = s = 5 £ " . &

ﬂLLLEB-al{ti“LLLLL

Sekil 4.17. Gergek zamanli PCR’da iNOS ve B-aktin genleri mRNA transkripsiyon amplifikasyon egrileri.
4.3.3. IL-18 mRNA transkripsiyonu

25 cm? flasklardaki yaklagsik 10* akciger epitel hiicresine 2 saatlik inkiibasyonla CAPE
uygulandi. Daha sonra hiicrelere H,O, eklenerek 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
yangi baslatici sitokinlerden IL-18 geni mRNA transkripsiyon seviyeleri gercek zamanli PCR

yontemiyle analiz edildi.

Kont + CAPE

IL-18 relatif mRNA transkripsiyon seviyesi
(Misli degisim)
N
L

Sekil 4.18. IL-18 mRNA transkripsiyon seviyeleri (24 saat).

Buna gore; IL-18 geni mRNA transkripsiyon seviyeleri, H,O, eklenen grupta kontrol
grubuna gore (yaklasik 4 misli) uyarildig1 saptandi. Fakat CAPE 6n muamelesi sonrast H,O,
eklenen grupta bu artisin CAPE tarafindan %27 oraninda baskilandig goriildii (4.12).
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Sekil 4.19. Gergek zamanli PCR’da IL-18 geni mRNA transkripsiyon amplifikasyon egrileri.
4.3.4. IFN-y mRNA transkripsiyonu

Akciger epitel hiicrelerine CAPE’in 2 saatlik 6n muamelesi sonrasi H,O, eklendi. 24
saat inkiibasyon sonrasi elde edilen RNA orneklerinden cDNA sentezi yapildi. Yanginin
baslamas1 ve devaminda biiyiik neme sahip olan IFN-y geni mRNA transkripsiyon seviyeleri

gercek zamanli PCR yontemiyle analiz edildi.
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Sekil 4.20. IFN-y mRNA transkripsiyon seviyeleri (24 saat).

Buna gore; IFN-y geni mRNA transkripsiyon seviyesi H>O,’in eklenen grupta kontrol
grubuna gore (127 misli) uyarildigi, CAPE 6n muamelesi sonrast H,O, eklenen grupta bu

artisin yaklasik %51 oraninda baskilandig goriildii (4.13).
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Sekil 4.21. Ger¢ek zamanli PCR’da IFN-y geni mRNA transkripsiyon amplifikasyon egrileri.

4.3.5. IL-12 mRNA transkripsiyonu

25 cm’lik flasklarda iiretilen hiicrelere CAPE eklenerek 2 saat siire ile inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda hiicrelere H,O, eklenerek, 24 saat inkiibasyon sonrasi elde edilen
RNA oOrneklerinden cDNA sentezi yapildi. Yangi baslatici ve IFN-y iiretimini uyaran
sitokinlerden IL-12 geni mRNA transkripsiyon seviyeleri RT-PCR yontemiyle analiz edildi.

Grup mRNA net etki derecesi (2")
Kontrol +1

H,0; +7.94

Cape -1.94

Cape + H;0; -1.44

Cizelge 2. IL-12 mRNA transkripsiyon seviyeleri (24 saat)
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Sekil 4.22. TL-12 mRNA transkripsiyon seviyeleri (24 saat).

Buna gore; IL-12 geni mRNA transkripsiyonu, H,O; eklenen grupta kontrol grubuna
gore (7.94 misli) uyarildigi, ancak CAPE 6n muamelesi sonrast H,O, eklenen grupta bu

artisin CAPE tarafindan % 100 oraninda baskilandig1 saptanda.
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5. TARTISMA

Propolis yapisinda biyolojik aktif kimyasallardan terpenler, sinamik asit, kafeik asit,
aminoasitler ve flavonoidleri icerir (Cohen ve ark. 2004). Fenolik bir bilesik olan kafeik asit
fenetil ester, propolis bilesiminde bulunan ¢ok genis etkilere sahip olan bir bilesiktir. Son
yillarda yapilan bircok calisma CAPE’in anti-oksidan ve anti-inflamatorik etkilere sahip
oldugu tespit edilmistir (Ahn ve ark. 2004). Yapilan literatiir taramalarinda in vitro
calismalarda CAPE’in oksidatif stresi ve yangiy1 onleyici etki mekanizmalar1 heniiz yeterince
ortaya konamamustir. Bu tez ¢alismasinda insan akciger epitel hiicreleri kullanilarak H,O; ile

olusturulmus oksidatif stres ve yangiya karst CAPE’in etkinligi arastirildi.

In vitro kosullarda H,O, oksidatif stres olusturmak i¢in iyi bir model olarak bilinir (Bi
ve ark. 2008). Hidrojen peroksit oksidatif hasar1 ATP sentezini bozarak ve serbest radikal
olusumunu arttirarak gerceklestirir (Jiang ve ark. 2004). Hidrojen peroksit ve OH™ radikalleri
hiicresel makromolekiillerde fonksiyonel ve yapisal bozulmalara neden olarak apoptozu uyarir
(Hwang ve Yen 2008). Mitokondriyal membran potansiyelinin (MMP) azalmasi ve yetersiz
ATP iiretimi mitokondriyal bozukluk olarak tanimlanan mitokondri uyarimli apoptotik
yolakla iligkilidir (Hwang ve Yen 2008). Hidrojen peroksitin meydana getirdigi oksidatif stres
uyarimli apoptoz, MMP’de azalma, sitokrom c’nin sitoplazmaya salinimi ve kaspazlari aktive
etmesinden kaynaklanir (Jung ve ark. 2007, Yu ve ark. 2008). Transkripsiyon faktorlerinden
niikleer faktor kapa B (NF-kB), inhibitor faktor kapa B (iK-B) tarafindan sitoplazma da
inaktif halde tutulur. Ancak mitojenler, inflamatorik sitokinler (TNF-a, IL-1 gibi), bakteriyel
iriinler, protein sentez inhibitorleri, oksidatif stres (H,O;), ultraviyole 151k ve forbol esterleri
gibi uyaranlar, iK-B’nin fosforilasyonuna saglayarak, NF-kB’nin hiicre cekirdegine
translokasyonuna sebep olurlar. Bunun sonucunda da hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin

tiretilmesini saglarlar (Takada ve ark.2003, Takaoka ve ark. 2005).

Bu calismada oksidatif stres uyarimli hiicre oliimlerine karsi CAPE’in etkinligi
arastirildi. Bu amacla H,O, uyarimli oksidatif stres modeli olusturularak hiicre canlilik testleri
yapildi. A549 hiicrelerine 100 uM H,O, 24 saatlik inkiibasyonu sonrasi hiicre viabilite
kontrolleri incelendiginde, H,O, eklenen grupta kontrol grubuna goére anlamli derecede hiicre
Olimleri sekillendigi, ancak 5 uM CAPE’in 2 saatlik 6n uygulamasmi takiben H,O,
maruziyeti saglanan grupta ise bu hiicre kayiplarinin anlamli derece de giderildigi gosterildi.

Xu ve ark. (2008) rat PCI12 hiicrelerine 24 saat siireli 100 uM H,O, maruziyetinin
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mitokondriyal depolarizasyonun meydana geldigini gostermislerdir. Crispo ve ark. (2010)
PCI12 hiicrelerinde H;0O, uyarimli apoptozun kaspaz 9 aktivasyonu artistdan, DNA
kiriklarindan ve mikondriyal depolarizasyondan kaynaklandigini saptamislardir. Davicino ve
ark. (2009) BW 5147 lenfoma hiicrelerini 24 saat siireli H,O, maruz birakarak olusturduklari
calisma da, H,O,’in NF-kB aktivasyonu sonucu DNA’da hasar meydana getirerek hiicre
proliferasyonunu azalttigin1 gostermislerdir. Bu arastirmadan elde edilen bulgularda oldugu
gibi, Natarajan ve ark. (1996), yaptiklar1 calisjmada CAPE’in reaktif oksijen tiirleri (H,O»)
uyarimli NF-kB gen ekspresyonunu 6nemli diizeyde baskiladigini ve yangi onciilii sitokin
uyarimli apoptozu Onledigini belirtmislerdir. Marquez ve ark. (2004) CAPE’in, NF-kB p65 alt
tiyesinin hiicre cekirdegine translokasyonunu onleyerek reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini
baskiladigimi belirtmislerdir. Bu literatiir bilgileri ve elde ettigimiz bulgulara gore oksidatif

stres uyarimli hiicre 6liimlerine karst CAPE’in iyilestirici olabilecegi diisiiniilebilir.

Oksidatif stres artan hiicre i¢i serbest radikal molekiillerinin yok edilmesine karsin
antioksidan savunma sisteminin yetersizligi ile ortaya c¢ikar (Aquilano ve ark. 2007).
Oksijenin metabolizmasi sirasinda reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilan bir¢ok {iriin
meydana gelir. Bunlar 0'2,H202, OH" ve NO gibi radikallerdir. Reaktif oksijen tiirleri, ksantin
oksidaz, sitokrom P450 rediiktaz ve glukoz oksidaz gibi mitokondriyal enzimlerin aktiviteleri
sonucu, elektron tagima zincirinde agiga cikar (Paramo ve ark. 2010). Bu calismada H,O,
uyarimli oksidatif streste CAPE’in total oksidan kapasite (TOS) ve total antioksidan kapasite
(TAS) fiizerine etkileri arastirildi. Yirmi dort siiresince H,O,’e¢ maruz birakilan hiicre
homojenatlarinda total oksidan kapasitenin anlamli derecede arttigi, ancak 5 pM CAPE
tedavisinin bu artist 6nemli derecede giderdigi saptandi. Antioksidan kapasite ise H,O,
eklenen hiicrelerde kontrol grubuna gore énemsiz derecede artarken, CAPE’in TAS diizeyini
hem kontrol grubuna hem de H,O, eklenen gruba gore anlamli derecede arttigi saptandi.
Undeger ve ark. (2009) V79 akciger fibroblastlarina 24 saatlik 100 uM H,0O, maruziyeti ile
olusturduklar1 arastirmada, kontrol grubuna gére H,O, eklenen grupta hiicrei¢i ROS nin
anlamli derecede arttigin1 gostermislerdir. Yine Bi ve ark. (2008) yeni dogmus 1 giinliik
farelerden elde ettikleri primer astrosit hiicrelerine 24 saatlik H,O, (100 uM) maruziyetinin

hiicrei¢ci ROS’i anlamli derecede arttigin1 gostermislerdir.
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Daha once yapilan calismalarda, CAPE’in hiicreleri antioksidan enzimlerin [XO
(Kartal ve ark. 2003, Celik ve Erdogan 2008), MPO (Giirel ve ark. 2004), GSH-Px (Celik ve
Erdogan 2008), SOD ve CAT (Parlakpinar ve ark. 2005)] aktivitelerini arttirarak oksidatif
hasara kars1 korudugu gosterilmistir. Hiicrei¢i GSH ve CAT enzimi H,O;’i suya ve molekiiler
oksijene doniistiirerek antioksidan etki gosterir (Conner ve ark. 2002, Parlakpinar ve ark.
2005). Yiiriitilen bu calisma da A549 hiicrelerinin H,O, maruziyeti sonucu olusturulan
oksidatif streste CAPE’in antioksidan kapasitede onemli yeri olan GSH iiretimi ve CAT
aktivitesi iizerine etkinligi arastirildi. Hiicrelerin 24 saat HO, maruziyetinde, GSH diizeyinin
anlamh derecede azaldig1 gosterildi. Ancak hiicrelerin CAPE ile 6n muamelesinin bu azalisi
anlaml derecede Onledigi saptandi. Hidrojen peroksit eklenen hiicre homojenatlarinda CAT
aktivitesi tespit edilemezken, CAPE tedavisinin CAT aktivitesinin anlamli derecede arttirdigi
saptandi. Bu sonuglara benzer olarak Bi ve ark. (2008) yeni dogmus 1 giinliik farelerden elde
ettikleri primer astrosit hiicrelerine 24 saatlik 100 uM H,O, uygulayarak olusturduklari
arastirmada, H,O, eklenen grupta kontrol grubuna gére GSH diizeyinin ve CAT aktivitesinin
anlaml1 derecede azaldigin gostermislerdir. Yine elde ettigimiz sonuglara benzer olarak Hino
ve ark. (1999) A549 hiicrelerine 24 saat siireli 100 uM H,O, uygulamasinin CAT aktivitesini
kontrol grubuna gore anlamli derecede azalttigimi gostermislerdir. Giiney ve ark. (2007)
yaptiklart in vivo florid uyarimli oksidatif stres modelinde, CAPE’in azalan CAT aktivitesini
anlaml derecede arttirdigini gostermislerdir. Durmus ve ark. (2008) yaptiklar1 in vivo diabet
modelinde CAPE’in azalan hiicrei¢i GSH diizeyinde artislara neden oldugunu gostermislerdir.
Celik ve Erdogan (2008) diyabet uyarimli oksidatif stres modelinde, azalan hiicreici GSH
diizeyinin CAPE tarafindan anlamli derecede iyilestirdigini gostermislerdir. Totan ve ark.
(2001) giimiis nitrat koterizasyonu kaynakli oksidatif stres caligmalarinda, azalan GSH
diizeyini CAPE’in anlamhi derece iyilestirdigini gostermislerdir. Bu verilerin 1s181inda
CAPE’in solunum yolu hiicrelerinde serbest radikallerin meydana getirdigi hasara karsi
antioksidan sistemi etkin bir sekilde uyarabilecegi ve bu amagla kullanilabilecegi

diisiiniilebilir.

Akcigerlerde yiiksek seviyede NO iiretiminden sorumlu hiicreler epitel hiicreleri,
makrofajlar, monositler ve eosinofillerdir (Coleman 2002). Epitel kiiltiirlerinde TNF-a, IL-1,
IFN-y gibi sitokinlerin iNOS ekspresyonunu uyardig1 gosterilmistir (Berkman ve ark. 1996).
Yangi siirecinde oksidatif stresin baslamasiyla NO ve O’; anyonu, bagisiklik sistemi hiicreleri
tarafindan iiretilerek salinir ve peroksinitritleri meydana getirirler. Peroksinitrit radikalleri ise

DNA’da kiriklara ve lipidlerde peroksidasyona neden olur (Saleh ve ark. 2010). Bu
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calismada akciger epitel hiicrelerinin 24 saat siiresince 100 uM konsantrasyonda H,0, ile
maruziyeti sonucu total oksidan kapasitede dnemli yer tutan NO diizeyinin anlamh diizeyde
arttig1 saptandi. Yapilan gercek zamanli PCR metoduyla bu artisin NO sentezinden sorumlu
iNOS {izerinden gerceklestigi tespit edildi. Nitrik oksit tiretimi ve iNOS transkripsiyonu H,O,
anlaml derecede artis gosterdi. Ancak CAPE (5 uM) uygulanan grupta bu artiglarin anlamli
derecede giderildigi saptandi. Davicino ve ark. (2009) BW 5147 lenfoma hiicrelerini 24 saat
stireli H,O,’e maruz birakarak olusturduklart ¢calismada, H,O,’in diisiik konsantrasyonlarinin
bile NO {iretimini kontrol grubuna gore anlamli derecede arttirdigini gostermislerdir. Song ve
ark. (2002) CAPE’in iNOS’un katalitik aktivitesini ve gen ekspresyonunu baskilayarak yangi
onleyici etki gosterdigini rapor etmislerdir. Durmus ve ark. (2008) yaptiklar1 in vivo diabet
modelinde, NO iiretiminin CAPE tarafindan azaltildigin1 gostermislerdir. Celik ve Erdogan
(2008) diyabet uyarimli oksidatif stres modelinde, diyabet kaynakli iNOS mRNA
transkripsiyon artisinin CAPE tarafindan baskilandigini gostermislerdir. Yine Armutgu ve ark.
(2004), CAPE’in antioksidan 6zelliginin NOS aktivasyonunu baskilayarak antioksidan etki
gosterdigini belirtmislerdir. Kafeik asit fenetil esterin solunum yollarinda NO artisina baglh

gelisen oksidatif hasarin 6nlenmesinde etkin olabilecegi diisiiniilebilir.

Yang: (inflamasyon) patojenler, fiziksel etkiler ve bircok kimyasalin dokularda
olusturdugu hasara kars1 yiiksek yapili organizmalarin gelistirdigi bir savunma
mekanizmasidir. Sitokinler yanginin baglamasi ve devamini saglayan proteinlerdir (Ferrero ve
ark. 2007). Sitokinlerin sekresyonu, bakteriyel {iiriinler, immiin kompleksler, toksinler ve

fiziksel etmenlerce uyarilabilmektedir (Drenth ve ark. 1995).

Tiimor nekroz faktor alfa yangi baslatict sitokindir. Ozellikle aktive olan makrofajlar,
lenfosit ve diger hiicre tipleri tarafindan sentezlenir ve salinir ( Park ve Barbul 2004). Akciger
yangisal hastaliklarin gelisiminde TNF-a ¢cok 6nemli bir role sahiptir (Kelley ve ark. 1990).
Intelokin-12 yardimei T lenfositlerin farklilasmasini ve aktivasyonunu saglayan bir sitokindir
(Sinigaglia ve ark. 1999). Akciger epitellerininde bulundugu bir¢ok hiicrede IFN-y iiretimini
ve litik etkisini arttirir (Foti ve ark. 2006). Interlokin 18, IL-1 ailesinin bir iyesi olup,
proinflamatorik sitokin etkilidir. Immun ve inflamatorik hastaliklarin gelisim siirecinde
ekspresyonu artar. Bu calismada kullanilan akciger epitel hiicrelerinin 24 saat siiresince
H,0;,‘e maruziyeti yangi Onciilii sitokinlerden TNF-o, IL-12, IL-18 ile bu sitokinlerin
etkisiyle ekspresyonu uyarilan ve yanginin devamimi saglayan IFN-y mRNA transkripsiyon

seviyeleri analiz edildi. Buna gore, H,O,’in bu sitokinlerin transkripsiyon seviyelerini 6nemli
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diizeyde arttirdigr saptandi. Kafeik asit fenetil esterin bu artiglar iyilestirildigi saptandi.
Benzer olarak Hino ve ark. (1999) AS549 hiicrelerine 24 saat siireli 100 uM H,O,
uygulamasinin TNF reseptor ekspresyonunu anlamli derecede arttirdigimi gostermislerdir.
Celik ve Erdogan (2008) diyabet uyarimli oksidatif stres modelinde, diyabet kaynakli TNF-a
ve IFN-y mRNA tarnskripsiyon artisinin CAPE tarafindan onemli derecede baskilandigini
gostermislerdir. Chandrasekar ve ark. (2003) kardiyomyositlerde H,O, uyarimli oksidatif
streste NF-kB aktivasyonuna bagl olarak IL-18 mRNA transkripsiyonunun uyarildigini
gostermiglerdir. Jayakumar ve ark. (2008) insan monositik kokenli dendritik hiicrelere CAPE
uygulamasiyla olusturduklart deneme modelinde, CAPE’in IRF-1, IRF-8, IL-12 RNA
ekspreyonunu bloke ettigini gostermislerdir. NF-kB normalde sitozolde iK-B’ye bagl olarak
inaktif halde tutulur. Ancak inflamasyon ve iligkili genlerde gen transkripsiyonlarinin artisi,
NF-kB’yi aktif hale getirerek hiicre cekirdegine gecisine neden olur (Wulczyn ve ark. 1996,
Linder ve ark. 2007). Marquez ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢alismada CAPE’in, NF-kB p65 alt
tiyesinin hiicre c¢ekirdegine translokasyonunu Onleyerek, ROS iiretimini ve bunlarin
uyarimiyla meydana gelen yangiyr baskiladigini belirtmislerdir. Bu sonuglar CAPE’in iyi bir

yangi Onleyici flavonoid olabilecegini gostermektedir.
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6. SONUC

Sonu¢ olarak, A549 insan akciger epitel hiicrelerinde ekzojen hidrojen peroksit
uyarimli oksidatif stres ve buna bagli olarak gelisen yangi modelinde, ar1 propolisinin
biyolojik aktif bileseni olan kafeik asit fentenil esterin anti-oksidan ve anti-inflamatuar
etkinligi arastirildi. Hidrojen peroksit oksidatif stresi etkin bir sekilde uyararak yogun hiicre
Oliimlerine sebeb oldugu saptandi. Kafeik asit fentenil ester ise hidrojen peroksitin meydana
getirdigi bu olumsuz tabloyu, etkin bir sekilde giderdigi bu arastirma sonuglarina gore tespit
edildi. Bu baglamda CAPE’in solunum yollarinda meydana gelen oksidatif stres kaynakli
durumlarin giderilmesinde uygun bir ajan olarak kullanilabilecegi diisiiniilebilir. Bu tez
calismasinda alinan sonuglar, in vitro kosullarda oksidatif stres ve bunun sonucu ortaya ¢ikan
yangida, CAPE’in hangi hiicresel mekanizmalarda degisikler meydana getirdigi konusunda
sonraki yapilacak kapsamli c¢alismalar icin bir kaynak olarak kullanilabilecegi gibi, aym

zamanda literatiirdeki bosluklarin doldurulmasina da biiyiik katkilar saglayacaktir.
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