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OZET

Yiksek Lisans Tezi
DIZEL EGZOZ PARCACIKLARININ (DEP) SOLUNUM YOLU EPIiTEL
HUCRELERININ COGALIMINI VE OLUMUNU DUZENLEYEN
PROTEINLERIN GEN iFADESI VE BU HUCRELERDEN INFLAMATUAR
SITOKIN SALINIMINA ETKISi

Recep BAYRAKTAR

Gaziantep Universitesi-Saglik Bilimleri Enstitiisii,
T1bbi Biyoloji Anabilim Dal1

Danismanlar:
Prof. Dr. Ahmet ARSLAN, Prof. Dr. Hasan BAYRAM
Temmuz -2011, 74 sayfa

Kentsel alanlarda havada ugusan partikiiler maddenin ¢ok Onemli bir kismini dizel
yakitlarinin yanmasi ile disariya salinan dizel egzoz partikiilleri (DEP) olusturmaktadir.
DEP’e maruziyetle, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), siddetli astim, solunum
enfeksiyonlarina hassasiyetin artmasi ve pulmoner inflamasyonlar gibi ¢ok ciddi saglik
problemleri arasinda yakindan iligki vardir. Bununla birlikte DEP’e bagli olusan akciger
hastaliklarinin mekanizmasi tam olarak agiklanamamustir. Bu ¢alismada DEP’in insan
primer brons epitel hiicreleri ve akciger alveol hiicre dizileri olan A549 hiicrelerinin
hicre donglsu ve apoptozisini duzenleyen genlerin mRNA ekspresyon seviyelerine
olan etkisi arastirilmisti. KOAH’l1, sigara icen ve sigara igmeyen hastalardan elde
edilen primer brons epitel hiicrelerine; Serumsuz kiiltiir vasati, 10 ug/ml DEP ve 100
ug/ml DEP olmak iizere ti¢ farkli ¢alisma grubu maruz birakilmistir. Akciger alveol
hilcre dizileri olan A549 hiicreleri serumsuz kiiltiir vasati, serumlu Kkiiltiir vasati
(%10FCS) ve 50 ug/ml DEP’e maruz birakilmistir. Ayrica 5O ug/ml DEP varliginda
JNK ve ERK inhibitorleri (10 uM, 33 uM,) ve n-asetil sistein ( NAC33 mM) iceren
calisma gruplar1 eklenerek bu maddelerin DEP’in etkilerini nasil etkileyecegi de
arastirilmistir. Bu hiicrelerden elde edilen cDNA Ornekleri ile bu hiicrelerdeki hiicre
dongiisii ve apoptozisini diizenleyen siklinE, siklin bagiml kinaz2, siklin-siklin bagimli
kinaz inhibitoru P21, transkripsiyon faktori NF-xB, proto onkogen c-MYC, MAPK
yolag1 diizenleyicileri Jnk2 ve Erk2 genlerinin mRNA ekspresyon seviyeleri RT-PCR
yontemiyle calisilmistir. Ayrica hiicrelerin DEP maruziyeti sonrasinda enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) yontemi ile interlokin (IL)-8 ve granulosit makrofaj
koloni stimule edici faktér (GM-CSF) salinimi arastirilmistir. Calisma sonucunda
DEP’in insan primer brons epitel hiicreleri ve akciger alveol hiicre dizileri olan A549
hlcrelerinin hlicre dénglsi ve apoptozisini duzenleyen genlerin mRNA ekspresyon
seviyelerinde onemli degisiklikler meydana getirebilecegini destekleyen sonuglar
bulunmustur.

Anahtar sozcukler: A549 hucreleri, Dizel egzoz parcaciklari, Gen ifadesi, Hiicre
dongiisii ve apoptozis, Primer brons epitel hiicreleri



ABSTRACT
M.S. Thesis

EFFECTS OF DIESEL EXHAUST PARTICLES ON GENE EXPRESSION OF
THE PROTEINS REGULATING PROLIFERATION AND APOPTOSIS OF
RESPIRATORY EPITHELIAL CELLS AND RELEASE OF INFLAMMATORY
CYTOKINES FROM THESE CELLS

Recep BAYRAKTAR

University of Gaziantep-Graduate School of Health Sciences,
Department of Medical Biology

Supervisors:
Prof. Dr. Ahmet ARSLAN, Prof. Dr. Hasan BAYRAM
July-2011, 74 pages

Diesel exhaust particles, which exits by burning diesel fuel, consist of a considerable
amount of particular matters wandering in the urban. There is a quite close relationship
between diesel exhaust particles and very crucial health problems such as chronic
obstructive pulmonary disease, brutal asthama, being sensitive against respiration
infection and pulmonary inflamations. On the other hand, the contrivance of pulmonary
diseases thanks to diesel exhaust particles has not ever been explained clearly. In this
work, cell cycle of A549 cells of which human primer bronch epithelial cells of diesel
exhaust particles and lung alveolar cell arrays and also the affect of genes that order
apoptosis to mRNA expression levels have been researched. Primer bronch epithelial
cells acquired from smoking and non-smoking patients with chronic obstructive
pulmonary disease were exposed to three different study groups who are free-serum
culture medium, 10 pg/ml DEP ve 100 ug/ml DEP. Pulmonary alveolar cell sequences
that are A549 cells were exposed to free-serum culture medium, culture medium with
serum (10% FCS) and 50 pg/ml DEP. Besides, study groups which include JNK and
ERK inhibitories (10 uM, 33 uM) and n-acetylcysteine (NAC33 mM) in the substances
of 50 pug/ml of DEP were added up and examined how these elements effect the affect
of DEP. cDNA samples obtained from these cells with cell cycle and silkinE that
regulates apoptosis, siklin dependent kinase inhibitory P21, transcription factor NF- Kb,
proto onkogenic c-MYC, MAPK path regulaters Jnk2 ve Erk2 genes mRNA expression
levels were studied by the method of RT-PCR. Moreover, after the DEP exposition of
the genes, the release of interleukin (IL)-8 and granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF) was researched by the method of linked immunosorbent
assay (ELISA). In the conclusion of this study, what was learnt is DEP might make a
remarkable change in the expression levels of mMRNA, that human primery bronchial
epithelial cells and pulmonary alveolar cell sequences that are A549 cells cell cycle
apoptosis regulator.

Key words: A549 cells, Diesel exhaust particles, Gene expression, Cell cycle and
apoptosis, Primary bronchial epithelial cells



1.GIRiS

Hava Kirliligi; soludugumuz dis havada kiikiirt dioksit (SO,), partikiiler madde (PM),
nitrojen oksitleri ve ozon (O3) gibi kirleticilerin gevre ve saglik {izerinde olumsuz
etkileri yapacak diizeylerde olmasi seklinde tanimlanabilir. Bu kirlilik atmosferde dogal
surecleri bozmakta ve toplum sagligin1 olumsuz yonde etkilemekte olup, diinyada son
30 yildir hava kirliligi diizeyleri diizenli olarak izlenmesine ve miicadele edilmesine
ragmen, Ozellikle biiylik metropollerde kirlilik diizeyleri halen giivenli kabul edilen
siirlarin lizerinde seyretmektedir (1). Diinyada hava kirletici emisyonlarinda 2030
yilia kadar bes katlik bir artis beklenmektedir (1). Ozellikle gelismekte olan bdlgelerde
hizli kentlesme ve enerji tiikketiminin artis1 ile birlikte kirlilik de artmaktadir. Son
yillarda evlerde ve endiistiyel tesislerde kullanilan gaz ve yakitlarin artmasi sonucu
solunabilir partikiil madde, nitrojen oksit ve atmosferik hidrokarbon derisikliklerinin

yiikselmesiyle hava kirliligi 6nemli derecede artmaya devam etmektedir (1).

PM’lerin bilesimine bakildiginda birden fazla kirleticiden ibaret oldugu, aerosol,
duman, is, yanma iriinleri, toz, deniz tuzu ve polen gibi maddelerden olustugu
gortlmektedir (2). Solunum yollarna alinan PM’in 10um’ den biiyiik kismi burun ve
nazofarenkste tutulmakta, 10 mikrondan kiigiik kismi ise bronslarda birikirken, 1-2
mikron c¢apindakiler. alveollerde toplanmakta, 0.5 mikron ¢apindaki partikiiller ise
alveollerden intrakapiller araliga sizmaktadir (2). Gaz kirleticilerden SO, burun ve
farenkste elimine edilirken, suda ¢ozinur olmayan gazlardan O; ve NO, solunum
sisteminin derinliklerine ulasabilmektedir. Karbon Monoksit (CO) ise alveoler kapiler

zardan s1zarak hemoglobine baglanmaktadir (2).

Kentsel alanlarda havada ugusan partikiiler maddenin ¢ok onemli bir kismini dizel
yakitlarinin yanmasi ile disariya salinan dizel egzoz partikiilleri (DEP) olusturmaktadir
(3). Tipik DEP binlerce organik ve inorganik bilesenlerin olusturdugu esas itibariyle
karbonlu pargalar igerir (4). Organik bilesenler; aromatik hidrokarbonlar, nitro aromatik
bilesikler, aldehitler ve heterosiklik bilesiklerden olusur (4). DEP’e maruziyetle, kronik
obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), siddetli astim, solunum hastaliklarina hassasiyetin
artmasi ve pulmoner inflamasyonlar gibi ¢ok ciddi saglik problemleri arasinda yakindan

ilisgki vardir (5). Bununla birlikte DEP’nin bagli olusan akciger hastaliklarinin



mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir (5). Oksidatif stresin DEP iliskili solunum
sistemi toksititesinde onemli rol oynadig1 disiiniilmektedir (6). Hidrojen peroksit ve
stiperoksit radikal igeren reaktif oksijen tiirleri oksidatif stres ve inflamasyonun yaninda

DNA protein ve yaglarda hasara neden olabilir (6).

Hiicreler oksidatif strese cevap olarak inflamasyon ve hiicre korumasini iceren genlerin
ekspresyonuyla gesitli sinyal yolaklarini aktif hale gegirirler. Bu yolaklar arasinda MAP
kinaz yolagi 6nemli yer tutar (7). Insan havayolu epitelyum hiicreleriyle yapilan
caligmalarda DEP ‘in MAP kinaz ailesini fosforilasyon yolu ile aktif hale getirerek NF-
kB ve AP-1 gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna neden oldugu
diistiniilmektedir (8). Bu molekiiller sitokin ve kemokin tiirlerinin genlerini kodlayan

6zendirici bolgelerine baglanarak onlarin ekspresyonlarini artirirlar (8).

Solunum sistemini hava yolu ile alinan zararlilara kars1 korumasi ve metabolik olarak
aktif bir bariyer rolii oynamasi nedeniyle, hava kirleticilerinin solunum yolu epiteli
tizerindeki etkileri yogun arastirma konusu olmustur. DEP ile yapilan ¢alismalarda, bu
parcaciklarin hem saglikli hemde astimli bireylerin brong epitelyum hiicre kiiltiirlerinin
silya titresim frekansini durdurdugu gésterilmistir (11). Diger bir ¢caligmada ise DEP’in
akciger alveol hiicre dizilerinin (A549) hiicre ¢ogalmasini artirdigi gosterilmistir (11).
DEP’in bu etkiyi hiicre dongiisiinii hizlandirarak ve apoptozisini baskilayarak
gerceklestirdigi distiniilmektedir (11). DEP’in bu etkisinin N-asetil sistein ve g¢esitli
hicre ici sinyal iletim yolu engelleyicileri tarafindan baskilandigi gésterilmistir (11).
Genetik yapisi hasara ugrayan hiicrenin apoptozisinde onemli iglevi olan p21 proteinin
gen ifadesine bakildiginda da, DEP’in bu proteinin gen ifadesini baskiladigi
bulunmustur (12).

P21 hicre dongust boyunca kritik 6neme sahiptir. Siklin-siklin bagli kinaz bilesenini
engelleyerek hiicre dongusii gegislerini  kontrol eder (9). Timor baskilayic
transkripsiyon faktor p53, p21 gen ifadesinin giiglii bir diizenleyicisidir (9). P21’in
DNA tamiri apoptozis ve hiicre ¢ogalmasi gibi fizyolojik fonksiyonlar1 vardir (10). P21

gen ifadesinin artig1 ile hiicre biiyiimesi durdurularak DNA hasar1 tamir edilir (10).

Bu c¢alismada insan brons epitel hiicreleri ve akciger alveol hiicre dizileri olan A549
hiicreleri kullanilmistir. DEP’in bu hiicrelerdeki hiicre dongiisii ve apoptozisini

diizenleyen siklinE, siklin bagimli kinaz2, siklin-siklin bagiml kinaz engelleyici P21,



transkripsiyon faktori NF-xB, proto onkogen c-myc, MAPK yolag: diizenleyicileri
Jnk2 ve Erk2 genlerinin gen ifade seviyeleri RT-PCR yontemiyle galisilmistir. Ayrica
insan brons epitel hlicrelerinde enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) yontemi
ile interlokin (IL)-8 ve granulosit makrofaj koloni stimule edici faktér (GM-CSF)

aracilarinin salinimi arastirilmastir.

Bu calisgmanin dizel egzoz partikiillerinin solunum yollar1 ve akcigerler {izerine olan

olumsuz etkilerinin arastirilmasina katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Ayni zamanda hava yollar1 epitel hiicrelerinin yasaminda ve 6liimiinde DEP’in yol
actigr etkilerin altinda yatan mekanizmalar1 aydinlatmaya katkida bulunacag:
diistiniiniilmektedir. Ayrica DEP’in kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) gibi
kronik hava yolu hastaliklarinin patogenezindeki etkileri hakkinda yeni bir fikir

verecegi diisliniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Solunum Hucre Biyolojisi

Solunum sisteminde hava yollari; akciger ile dis ortam arasinda hava tasinmasini
saglayan kanallar sistemini olusturmaktadir (13). Bu kanallarin gorevi; iginden gecen
havanin gidip gelmesini saglamak ve dis ortamdan viicut i¢ine alinan havay1 uygun hale
getirmektir (13). Bu kanallar sisteminin 6nemli kismini olusturan trakea ve bronslar
kendilerine has epitelyum dokusuna sahiptir (13). Hava yollarinin epitelyum tabakasi
hava yollar ile alinan toksik ve bulasici etmenlere karsi birincil savunma engelini
olusturur (14). Bu hiicreler ayn1 zamanda ¢esitli metabolik islevlere de sahiptir (14) .
Trakea ve ana bronslar belirgin bir bazal lamina {izerine oturan yalanci ¢ok katli silli
silindirik epitelyum ile ortiliidiir (14). Burada birgok hiicre tipi ayirt edilebilir.
Limenden bazal laminaya uzanan bu hiicrelerin 6nemli kismini sili prizmatik hiicreler
olusturur (14). Goblet hiicreleri sayica fazla olup silya bulundurmayan, bazal lamina ve
liimenle iliskili hiicrelerdir. Bazal hiicreler bazal lamina lizerine oturur ve liimene kadar
uzanmazlar. Trakeanin epitelyum Ortiisiinde ayrica endokrin hiicrelerde bulunur. Bu
hicreler kicuk granulleri ile epitelyumun bazal bolumi icinde gorulebilir ve toplam
hiicre popiilasyonunun yaklasik %8’ini olustururlar (14). Memeli solunum yollari
Ozellesmis gorevleri olan c¢ok cesitli hiicreler ile kaplidir (14). Bu hiicrelerin gorevleri
akciger sivi dengesinin ayarlanmasi solunan hava ile aliman ajanlarin metabolize
edilmesi ya da temizlenmesi, yaralanma ve hasar durumunda inflamatuar sistemin
harekete gecirilmesinden ve hava yollar1 diiz kas hiicrelerinin fonksiyonlarinin

duzenlenmesinden sorumludur (14).
2.1.1. Epitelyumun anatomisi

Insan solunum sistemi epitelyumu en az sekiz gesit farkl1 hiicreden olusmaktadir (16).
Ancak molekiiler yapilari, islevleri ve biyokimyasal 6zellikleri ele alindiginda bazal,

silyal1 ve salgi hiicreleri olmak tizere temel olarak ii¢ gruba ayrilir (16).



Ankliar: EKirpiklerin
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Sekil 1. Solunum epiteli. Goblet hiicreleri silli hiicrelerin iizerini 6rten Ortiiyii olugturan mukusu
salgilar. Sillerin diizenli ve isbirligi halindeki ritmik hareketleri, yapisan artiklar1 tagiyan

mukusu hava yollarindan disariya siipiiriir (17).

2.1.1.1. Silyah hiicreler

Hava yollarin1 kaplayan epitelyum hiicrelerinin biiyiik bir kismini silli silindirik
yapidaki epitelyum hiicreleri olusturur (17). Bu hiicreler solunum yollar1 daraldikga
kiibik sekil alirlar ve alveollerde goriilmezler (17). Biiyiik solunum yollarinda kiigiik
solunum yollarina gore daha c¢ok sayida silli hiicre vardir (17). Silyali epitelyum
hiicreleri hava yollarinin yaklagik olarak %50’sini kaplayan 6nemli hiicre grubudur. Bu
hiicreler ya bazal ya da salgi hiicrelerinden koken alirlar (17). Bu hucrelerin apikal
yuzeyinde yer alan sil denen tiiysii yapilar zararli pargaciklari akcigerlerden uzaklastiran
mukosiliyer transportta yer alirlar (17). Siller ayn1 yonde uyumlu bir bicimde hareket
ederler (17). Tipik olarak bir hiicre yaklagik olarak 200-300 adet silya tasir (15). Siller
senkronize olarak saniyede 12-16 defa titresir ve bu titresim Hertz (Hz) olarak ifade
edilir (15). Brons epitelyum dokusu ile yapilan ¢alismalar, in vitro kiiltiir ortaminda
silyal1 brons epitelyum hiicre elde edilebilecegi ve silya titresim frekansimin saghkli ve
astiml1 hiicreler arasinda farklilik gdstermedigini ortaya koymustur (15). Bu hiicrelerin

apikale bakan yiizeylerinde silya hareketinde kullanilan enerjiyi temin etmek igin bol
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miktarda mitokondri bulunur (14). Bu hucrelerin temel gorevi mukusu ve igindekileri

akcigerden uzaklastirmaktir (14).

Sekil 2. insan brons epitel hiicrelerinin elektron mikroskobik gdriiniimii A= x30.000,
B=x56.000 blyiitme (25) .

2.1.1.2. Mukus (goblet) hicreler

Mukus hiicreleri salgiladiklar1 salgi maddeleri ile hava yollarina giren yabanci nesneleri
yakalarlar (14). Mukus siyalik asit igerikli glikoprotein yapisinda oldugundan
viskoelastik bir yapiya sahiptir ve bu yap1 silyalarin hareketini kolaylastirir (14). Hava
yolu epitelyumu solunum havasi ile alinan birgok parcacik ve mikroorganizmaya karsi
savunma bolgesidir (18). Birgok pargacik ve mikroorganizma ile ilk temas epitelyum
dokusunda gergeklesir (18). Bu nedenle epitelyum dokusunun hem patojenlere karsi
engel olmast hem de hava yolu ile alinan parcaciklarin solunum kanallarindan
uzaklagtirllmas1 gerekmektedir (18). Hava yollarinda bu gorevi mukus saglar. Mukus
havayolu epitelyumunda bulunan goblet hiicrelerinden salmir (18). Goblet
hiicrelerinden salinan mukus silya hareketleri yardimiyla mukusu akcigerlerden disari
spdrir (18). Havayollarinin goblet hiicreleri tarafindan salinan mukus ile etkili bir
sekilde temizlenebilmesi i¢in bu hiicrelerden salinan mukusun viskozitesi ve miktari
cok onemlidir (19). Goblet hiicreleri tarafindan salgilanan mukus silyalar1 kaplayacak
sekilde yaklasik Sum kalinlikta viskoelastik bir katman olusturur (19).



2.1.1.3. Bazal hiicreler

Epitel dokusu icerisinde bulunan bazal hiicrelerin trakeobransiyal epitelyumun bazal
laminaya tutunmasini saglamak ve epitelyumda kok hiicre olarak goérev yapmak iizere
iki temel gorevi vardir (20). Epitel dokusunda bulunan bazal hiicreler agirlikli olarak
genis solunum yollarinda bulunan biiyiikk ¢ekirdekli hiicrelerdir ve bu hiicreler diger
epitelyum hiicrelerine farklilagirlar (20). Bazal hiicreler solunum epitelyumunda kok
hiicre gorevi gorerek diger hiicrelere kaynak olustururlar (20). Yapilan caligmalarda
solunum yollarinda bulunan epitelyum kalinligi ile epitelyumda bulunan bazal hiicre
sayist arasinda iliski oldugu gosterilmistir (21). Bazal hiicreler solunum yollarinda kok
hiicre gibi davranarak silyali ve klara hiicrelerine doniisiirler (22). Bazal hiicreler ayn1
zamanda havayollar1 epitelyum dokusunun bazal zara tutulmasindan sorumludur (23).
Bazal hiicreler bazal lamina ile silindirik epitelyum hiicreleri arasinda desmozom,

hemidesmozom ve hiicre iskelet mekanizmasini kullanarak baglanti saglar (23).
2.1.2. Hava yolu epitelinin gorevleri

Klasik olarak hava yollarinda bulunan epitelyumun gorevi dis ¢evre ile akciger dokusu
arasinda bir engel olusturmak ve solunum yollarinin islevlerini diizenlemektir (14).
Epitel dokusunda bulunan gesitli hiicrelerin iirettigi aracilar ve kimyasal ajanlar bazal
membran ve Tlizerinde tasidi§i epitelyumu uyararak hava yollarin islevlerini
etkilemektedirler (14). Epitelyum c¢ok miktarda ve cesitli aract lipidler, biiylime
faktorleri, kemokin ve sitokin Uretir (15). Herhangi bir nedenle, inflamatuar aracilarin
(sitokin, kemokin) epitelyum tarafindan anormal iiretimi astim gibi alerjik hava yolu
hastaliklar1 ve kronik obstruktif akciger hastaligt (KOAH) gibi kronik hava yolu
hastaliklarinin gelisiminde olduk¢a oOnemli role sahiptir (41). Calismalar astiml
bireylerden elde edilen brong epitelyum hiicrelerinin, saglikli hiicreler ile
karsilastirildiklarinda anlamli olarak daha yiiksek oranlarda inflamatuar sitokin ve

adezyon molekiilii salgiladiklarini gdstermektedir (41).

Calismalar hava yolu epitelyum hiicrelerinin fosfolipaz aktivitesi ile liretilen yag asit ara
tirtinlerini 6nemli oranda icerdiklerini gostermistir (24). Epitel hiicreleri ayn1 zamanda
yiiksek oranda siklooksijenaz ve lipooksijenaz aktivitesine sahip olup, arasidonik asitten

pro-inflamatuar aktiviteleri olan bir dizi ekosonoid sentezlemektedirler (24).



Tablo 1. Bronsial epitel hiicreleri tarafindan iiretilen molekiiller ve bunlar1 uyaran molekiiller
(14)

Molekiller Uyarici molekiiller
PGE, Leukotrienes, bradykinin, O;
PGF,,, TXB, PAF

Lipidler LtC,, LtD, LtE,9-HODE, B-HODE ET-1, histamin

Cytochrome P450-derived acosanoids | Os, PAF
IL-1, TNFo IL-6, IL-11, LIF IL-10 Virisler, IL-1b, TGFp

Sitokinler IL-8, GRO-0, GRO-8 TNFa, IL-1B, viriisler,
Rantes TNFa, allerjen, rhinoviriis
Mip-1la
Kemokinler MCP-1,4 TNFa, IL-1p
Eotaxin-1, -2 Rhinoviris
TGFp EGF, IL-1B, hipoksi
EGF (family)
PDGF
Buylme Faktorleri GM-CSF, CSF-1, G-CSF IL-4, IL-13
IGF, bFGF TGFB, IL-1B
Collagen I, IV
FN, LN, Hyaluronan Damage, EGF
CD44 PDGF
.. . mmp-1, -2, -3 TNFo, PMA
Elrlcl)?ura?ncllésr} matriks mmp-9, matrilysin (mmp-7) Bakteri
TIMP-1, -2 TGFpB
. Endotoxin, pro-inflammatory
Endotelin cytokines, IL-6, TGFB
Peptid Aracilar ICAM-1 IL-1b, TNFa
o Ep-CAM
Adezyon Molekiilleri E. N, C-cadherins
integrinler al,2,3,4,5,6,8,9 EGF
B1,4,6,8
Gazlar NO, CO IL-1B, Allergen, TNFa, LPS
Digerleri Oksijen radikalleri

2.1.3. Brons epitel hiicrelerinin elde edilmesi ve kullanilan yontemler

Brons epitel hiicreleri, basta solunum yoluyla alinan aracilar ve hava yollarina yonelik
zararlarin etkilerini arastirmak ve hava yolu hastaliklarinin patogenezini arastirmak
amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadirlar (25). Bu amag i¢in insan brons epitelyum

hiicreleri (BEH) ¢esitli yontemler kullanilarak izole edilebilir ve kullanilabilir (25).

2.1.3.1. Fircalama yontemi ile BEH elde edilmesi

Brons epitelyum hiicrelerinin elde edilmesi i¢in kullanilan yontemlerden birisi firgalama
yontemidir. Bu yontemde bronkoskopi yardimi ile ana bronglara firgalama uygulanir,
elde edilen hiicreler daha sonra kollajen ile kapl kiiltiir kaplarina alinir (25). Kaltur

kaplarina alinan hiicreler serumsuz, hormonla zenginlestirilmis, penisilin ve
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streptomisin igeren vasatta 37°C’de, % 5 CO; ‘li nemlendirilmis ortamda inkiibe edilir

ve yeterli hacime ulagan kiiltiirler yapilacak ¢aligmalar i¢in hazir hale gelirler (25).

2.1.3.2. Primer eksplant (¢cikartilan parca) teknigi ile BEH elde edilmesi

Brong epitelyum hiicrelerinin elde edilmesi i¢in kullanilan bir diger yontem ise primer
eksplant teknigidir (25). Lobektomi veya pnomonektomi uygulanan hastalarin cerrahi
eksplantinda bulunan bronglardan diseksiyon mikroskopu yardimiyla brong epitelyum
tabakas1 ayrilir (25). Ayrilan bu parcalar 1-2 mm?® veya 0.5-1 mm?® biiyiikliginde
pargalara ayrilir (25). Elde edilen bu eksplantlar antibiyotik igeren hucre kualtur
vasatiyla en az ii¢ kere yikanir (25). Primer hiicre kiiltiir kaplarina her kapta 7-9
eksplant olacak sekilde konulur (25). Her {i¢ giinde bir kiiltiir vasati degistirilerek

hiicrelerin ¢ogalmasi beklenir (25). Kdltlrler 2-3 haftanin sonunda yapilacak ¢aligmalar

icin kullanima hazir hale gelirler (25).

Sekil 3. Yedinci giinde, kiiltiir ortaminda doku eksplant1 ve ¢evreye dogru ¢ogalan insan brons
epitel hiicreleri (Hoffman Modulation Contrast Isik Mikroskopu)

2.1.4. Alveol epitelyum hicreleri

Akcigerin i¢ ylizey alanini1 kaplayan alveol epitelyum; alveolar tip 1 (AT1) ve alveolar
tipll (ATII) hiicrelerinden olusur (26). ATI ve ATII hiicrelerinin morfoloji ve
fonksiyonlart birbirinden farklidir (26). ATI hiicreleri CO, /O, degisiminin yapildigi
biiyiik ve yasst1 hiicrelerdir (26). Bu hiicreler alveolar yiizeyin yaklasik %95’ini, alveolar

epitelyumun yaklasik %40’mn1 ve biitlin akciger hiicrelerinin yaklasik %38’ini
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olustururlar (26). Son yapilan ¢alismalar ATI hiicrelerinin alveolar sivi dengesi ve su
gecirgenliginde 6nemli bir rol oynadigini gostermistir. Buna karsilik ATII hiicreleri ATI
hiicrelerine gore daha kiigiik ve kiibik yapidadir (27). ATII hiicreleri alveolar ylizeyin
yaklasik %5’ini, alveolar epitelyumun yaklasik %60°1n1 ve akciger hiicrelerinin yaklasik
%15’ini olusturur (27). ATII hiicreleri siirfaktan sentez, salinim ve depolamasinda
gorev alir (28). Bunun yaninda dokularin i¢inde bulunan alveolar siviya iyon transferi
yapar (28). ATII hiicreleri akciger hasarindan sonra epitelyumdaki hasar1 diizeltmek i¢in
ATT hiicrelerine doniisebilir (28). Ayrica fotal akciger gelisimi boyunca bu doniisiim
gerceklesebilir (28). ATII hiicrelerinden sentezlenen proteinlerdeki genetik mutasyon ya

da eksiklik ciddi akciger hastaliklarina neden olabilir (28).
2.1.5. Hava yolu epitel hiicre hatlar

Herhangi bir doku veya organdan alinacak numune hemen her zaman birden fazla hiicre
tipini bir arada bulundurmaktadir (33). Eger hiicreler kompakt bir dokunun icinde yer
aliyorsa once etrafindaki dokudan ayristirilmas: gerekir (33). Ayristirilan bu hiicrelerin
kiiltiir ortaminda c¢ogalmalar1 sonucu ortaya ¢ikan hiicre kiiltiirlerine, birincil hiicre
kiiltiirii denilmektedir (33). Ancak omurgali canlilarin ¢ogunun hiicreleri belli sayidaki
boliinmeden sonra ¢ogalamaz (33). Ornegin insan fibroblastlari kiiltiir ortaminda 25-50
kez boliiniirler (33). Bu 6zellikten dolayr birincil hiicre kiiltiirii ile elde edilen hiicreler
belli sayida boliinme 6zelligine sahiptir (33). Bununla beraber, laboratuar ortaminda bu
hiicreler telomerazlarinin katalitik alt (nitelerini kodlayan gen ile bir araya getirilerek
sinirsiz lremeleri saglanabilir (33). Boylece genetik degisiklik sonucu sonsuza dek
boliinme 06zelligi kazanan hiicrelere Oliimsiizlestirilmis (immortalize) hiicreler
denilmekte ve kiiltiir ortaminda hiicre hatlar1 (cell line) olarak adlandirilmaktadir (33).
Bu hiicreler laboratuar ortaminda istenilen miktarlarda g¢ogaltilip kullanilabilirler (33).
Hiicre hatlarinin en 6nemli 6zelligi kolay temin edilebilmeleridir (33). Bir kez elde
edildiklerinde dondurulmak suretiyle ihtiya¢ halinde gogaltilarak kullanilabilirler (33).
American Type Culture Collection (ATCC) gibi kurumlardan {icret karsiliginda bu
hiicre hatlar1 elde edilebilmektedir (33). En 6nemli istenmeyen Ozellikleri ise genetik
yapilar1 degistirilmis hiicreler olduklar1 i¢in biinyede sahip olduklari genotipik ve

fenotipik 6zelliklerinin tamamini tagimazlar (33).
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2.1.5.1. A549 hicreleri

Insan akciger epitelyum karsinoma hiicreleri olan A549 hiicre dizileri tipIl alveolar
epitel hicrelerine (ATII) benzer 6zellikler gostermektedir (28). Bu hucreler, 1972
yilinda Giard D.J. ve arkadaslari tarafindan 58 yasinda, beyaz kafkas irkindan bir
erkegin kanserli doku eksplantindan elde edilmistir (28).

A459 hiicreleri yapisinda keratin bulundurur (28). Keratin varligi immiinoperoksidaz
boyama ile gosterilebilir (28). Bu hicreler lesitin sentezleyebilir ve yiiksek oranda
doymamus yag asiti igerirler (28). Bunlar sitidin-difosfokolin yolag: tarafindan kullanilir

ve hiicrelerin fosfolipit zarinin korunmasinda 6nemlidir (28).
2.2. Hava Kirliligi

Hava kirliligi; soludugumuz dis havada kiikiirt dioksit (SO,), partikiler madde (PM),
nitrojen oksitleri (NOy) ve ozon (O3) gibi kirleticilerin ¢evre ve saglik {izerinde olumsuz
etkileri yapacak diizeylerde olmasi seklinde tanimlanabilir (34). Bu kirlilik atmosferde
dogal siirecleri bozmakta ve toplum sagligini olumsuz etkilemekte olup, diinyada son 30
yildir hava kirliligi dtizeyleri diizenli olarak izlenmesine ve miicadele edilmesine
ragmen Ozellikle biiyiik metropollerde kirlilik diizeyleri halen giivenli kabul edilen
sinirlarin  tizerinde seyretmektedir (34). Hava kirliligi, diinya genelinde o6zellikle
endustriyel tesislerden, konutlarda 1sinma amaglh yakit tiiketiminden ve motorlu tasit
egzozlarindan kaynaklanmaktadir (1). Giiniimiizde hava kirliligi {ilkelerin sanayi
gelisimlerine paralel olarak insan saghigini tehdit eden en biiyiikk problemlerden biri
haline gelmistir. 1980’ li yillara kadar diinyada 1,3 milyar kisinin hava kalite
standartlarinin iistiinde kirlilik i¢eren sehirlerde yasadigi saptanmistir (1). Diinyada hava
kirliliginin 2030 yilma kadar bes kathik bir artig gosterecegi beklenmektedir (1).
Ozellikle gelismekte olan bolgelerde hizli kentlesme ve enerji tiiketiminin artisi ile

birlikte hava kirliligi de artmaktadir (1).
2.2.1. Hava kirleticileri

19. ylizyillm sonlarinda komdiir, petrol gibi fosil yakitlarin enerji {iretimi icin
kullaniminin 6nemli 6lglide artmasi sonucunda SO, CO,, ve partikuler madde gibi

kirleticilerin atmosferdeki konsantrasyonlar1 da giderek artig gostermis, bu artis bilhassa
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20. yiizyilin ikinci yarisindan sonra kiiresel 6lgekte hava kirliliginin 6nemli derecede

artisina neden olmustur (35).

2.2.1.1. Kukiirt dioksit (SO5)

Kukirt dioksit (SO,), renksiz, keskin kokulu reaktif bir gaz olup kémir, petrol gibi
kiikiirt igeren yakitlarin 6zellikle enerji santralleri ve endiistride yakilmasi sonucu agiga
cikmaktadir (36). Genel olarak, en yiiksek SO, derisiklikleri, biiylik endiistriyel
kaynaklarin yakiinda bulunur. Kiikiirt dioksit atmosferde taginma sirasinda siilfiirik
aside doniisebilmektedir (36). Gliniimiizde sadece New York sehrinden yilda 1,5 milyon
ton kiiklirdin atmosfere verildigi ABD’de yilda yaklasik 26 milyon ton kiikiirt,
Ingiltere’de ise yilda yaklasik 6 milyon ton SO, atmosfere salinmaktadir (36). Tiim
diinyada ise yilda yaklasik olarak 80 milyon ton SOy atmosfere verilmektedir (36). Bu,
diinya SO, derisikliklerini her yil 0,006 ppm olarak arttirtmaktadir (36). Asit ve siilfatlar

yagis yolu ile ancak 43 giinliik bir siire i¢erisinde atmosferden uzaklastirilmaktadir (36).

SO; ile yapilan hayvan ¢aligmalarinda, yiiksek derisikliklerinin havayolu epiteline zarar
verdigi, siliyer taginimini yavaslattigi, bronkokonstriksiyon ve 6dem meydana getirdigi
goriilmiistiir (41). Insan galigsmalarinda ise, astimlilarin SO,’ye daha hassas olduklar1 ve

SOy nin artan derisiklikleri ile FEV1’deki diigmenin iligkili oldugu goriilmiistiir (41).
2.2.1.2. Ozon (O3)

Ozon, guclu bir oksidatif ajan olup, troposfer tabakasinda giines 1sinlari ile NO, ve

hidrokarbonlarin yer aldig1 bir dizi karmagik reaksiyon sonucu olugsmaktadir (15).
NO;+h —-NO+0O (1), 0+ 02— 03(2), NO + O3 — NO2+ O3

Ozonun kent merkezlerindeki diizeyi, trafigin olusturdugu NOy’lerin O3z’li tutmasi

sonucu, kirsal kesimlerdeki diizeyine gore daha diisiik olabilmektedir (38).

Os, sistemik inflamatuar yanit ile akciger fonksiyonlarinda bozulma gibi etkilerle

pulmoner sistem yaninda, ateroskleroz gelisimine sebep olarak kardiyovaskiiler

sistemde de zararh etkilere neden oldugu goriilmiistiir (37).

Oj; ile yapilan laboratuvar kabin ¢aligmalarinda, bu gazin akut inhalasyonunun saglikli
kimselerde ve daha belirgin olarak da astimlilarda c¢esitli solunum sistemi
semptomlarina neden oldugu ve solunum fonksiyon testleri (SFT) nde obstriiksiyon ile

uyumlu birtakim degisikliklere yol actig1 gosterilmistir (38). Hava kirleticilerinin brons
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reaktivitesi lizerine etkilerini arastiran ¢aligmalarda, degisik dozlardaki Oz ve NO;’ye
maruziyet, hafif astmatiklerin inhale ettikleri allerjene gosterdikleri cevabi artirmigtir
(38). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, tekrarlayan O3 maruziyetinin astimlilarin
semptomlarinda artisa ve solunum fonksiyonlarinda bozulmaya yol agtig1 saptanmistir
(34). O3 ile yapilan insan g¢alismalarinda, astimli goniilliilerin hava yolu sivilarinda
eozinofil ve eozinofil iirlinlerinin arttigi saptanmistir (34). Ozonun, ayrica insan ve
hayvanlarda allerjenlere duyarlilig1 arttiran Ig E sentezini arttirdigi goriilmiistiir (39).

Os’nun astimli hastalarin brons mukozasinda inflamatuvar sitokin salimimini artirdigi
bulunmugtur (40). Saglikli ve astimli goniillilerden elde edilen brons epitel hiicre
kaltarleri degisik derisikliklerde Oz’a maruz birakildiginda, bu gazin sadece astmatik
kiiltiirlerin gegirgenligini artirdigim1 bulunmustur (41). Diger yandan bu gaz hem
saglikli hem de astimlilarin hiicre kiiltiirlerinden inflamatuar araci salinimini artirirken,
astimlilardaki artigin daha belirgin oldugu bildirilmistir (42). Oz ile yapilan in vitro
caligmalarda, bu gazin insan akciger fibroblast hiicre hatlarinda hyaluronan gibi
inflamatuar aracilarin sentezini artirdigi bildirilmistir (43). Diger yandan, bu gaza
maruziyet sonrasinda makrofaj benzeri hiicreler ve bir insan bronsg epitel hiicre hatti
(BEAS-S6) ile birincil brong epitel hiicrelerinden (BEH) platelet aktive edici faktor
(PAF) yapimui artmaktadir (43). Bir baska calismada, 0.4 ppm (parts per million
[milyonda bir]) Os’nun alveolar makrofajlardan interlokin (IL)-1 B, IL-6, IL-8 ve timor

nekrozis faktor (TNF)- o salinimini anlamli olarak artirdigi bulunmustur (43).
2.2.1.3. Nitrojen oksitler (NOy)

NOy’ler, biiyiik oranda fosil yakitlarin santrallerde (1s1 ve elektrik {iretimi) ve motorlu
araglarda yakilmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (38). NO ve NO, seklindeki atmosferik
derigikliklerinin birlesik degeri NOy ile temsil edilmektedir (38). Dis atmosfer
kosullarinda NOy, Oz gibi oksidanlarin etkisiyle hizla NO;’ye donlismektedir. NO,,
karakteristik keskin kokusu olan kirmizimsi: kahverengi bir gazdir ve giiglii bir
oksidandir (38). /n vitro ¢alismalar, NO, nin ozondan daha az olmak (izere oksidan

yolaklar1 aktive ettigini dogrulamistir (38).

Yapilan ¢aligmalarda, NO2’nin artmis diizeylerinin astimli hastalarda ve daha belirgin
olarak biitlin solunum sistemi rahatsizliklarina bagl oliim riskinde artiglara neden
oldugu gorilmiistir (38). NO; calismalarinda, bu gazin soluklanmasinin saglikl

kimselerin mukosiliyer esik degerini azalttigi ve akciger sivilarinda lenfosit, mast

15



hiicreleri, polimorfoniikleer 16kosit (PNL) ile ¢esitli inflamatuar aracilarin diizeylerinde
artisa yol actigi gosterilmis, astimlilarin bu etkilere karst daha duyarli olduklar

bildirilmistir (38).
2.2.1.4. Partikiler madde (PM)

Havada bulunan pargaciklar, 6nemli ¢evresel etkileri dolayisiyla izlenmesi ve kontrol
edilmesi gereken bir hava kirletici grubudur (65). Ozellikle havada uzun siire askida
kalabilen 10 mikrondan kiigiik parcaciklar (PM1g) ve solunum yollarina ulasabilecek
bliyiikliikteki parcaciklar (PM,s) diinyada son yillarda hizla artan sayida calismaya
konu olmustur (65).

2.2.1.4.A. Dizel egzoz parcaciklar1 (DEP)

Ozellikle dizel motorlarin kullanldig1 kentsel alanlarda, dizel egzoz pargaciklari (DEP)
muhtemelen havadaki PM’nin ana bilesenini olusturmaktadir (66). DEP kirliligi,
verimliligi ve maliyetinin diisiik olmasi nedeniyle dizel kullanan motorlu arag
sayisindaki artig sonucunda ciddi bir sorun halini almistir (67). Dizel ara¢ egzozundan
cikan atiklar incelendiginde, karmasik bir gaz ve pargacik karisitmindan olustugu ve
icinde yiizlerce degisik madde bulundugu goriiliir (67). Gaz bilesenler, CO, NOx,
silfiir, diisiik molekiil agirlikli hidrokarbonlar (aldehidler, benzen, poliaromatik
hidrokarbonlar )’dan olusur (67). Dizel egzozundan c¢ikan pargaciklarler, elemental
karbondan olusan bir ¢ekirdek ve bu cekirdegin iizerine yapisan organik bilesikler ile
kiigiik miktarlardaki siilfat, nitrat, metaller ve diger eser elementlerden olusurlar (67).
DEP, kiigiik capli (PM25) ve cok sayida ‘ultra’ kiigiik (cap1 0.1 um’den kiiciik)
parcaciklardan olusur (67).

Bu tez ¢aligmasi i¢in kullanilan DEP Dr. Takano tarafindan hediye edilmis olup, kendi
laboratuarlarinda elde edilmistir (Environmental Health Sciences Division, National
Institute for Environmental Studies, Ibaraki, Japan). DEP, 10 ton yiik altinda 1500
devirde calisan, standart dizel yakit kullanan 4JB1-tipi, hafif yuklu, dort silindirli, 2.74-

L Isuzu dizel motordan (Isuzu Automobile Co, Tokyo, Japonya) toplanmuistir.
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Sekil 4. DEP’nin sematik diyagrami (67).

2.3. Hiicre Dongiisii (Cell cycle) ve Programh Hiicre Oliimii (Apoptosis)

Hicre dongiisii, cogalmak (prolifere olmak) tizere uyarilmis bir hiicrede gergeklesen ve
bir dizi gegici biyokimyasal islevlerin ve morfolojik degisikliklerin goriildiigii bir
stirectir (29). Bir dongiiye giren hiicre, morfolojik ve genetik olarak birbirine tipa tip
benzeyen iki hiicre olusumuyla dongliyii tamamlar (29). Hiicre ¢ogalmasi hiicre
dongiisi i¢inde yer alan baz1 kontrol noktalar1 (check-points) tarafindan diizenli olarak
kontrol edilir (29). Hiicre dongiisii, c¢ogalma, farklilasma (diferansiyasyon) ve
programlanmis hiicre 6liimleri gibi temel hiicresel islevleri diizenlediginden biiyiime ve
doku c¢evrimi ile yakin iligki i¢inde bulunur (29). Bu diizenleme 6zelliginin olmasi
organizmadaki hemen hemen her tiir fizyolojik (6rnegin doku hemostazisi) ve patolojik
durumlarda (6rnegin tiimor olusumu) hiicre dongiisiiniin ne denli kritik bir dneme sahip
oldugunu gostermektedir (29). Nitekim kanserlerde hiicre dongiisiiniin diizenleyici
proteinleri olan siklinler veya siklin-bagimli kinaz durdurucularinin (CDI) diizeylerinde

anormallikler saptanmustir (29).
2.3.1. Hicre dongusu (Cell Cycle)

Surekli boliinen hiicrelerde mitozdan sonra siklus G1-S-G2 (interfaz) ve M (mitoz)
seklinde tekrarlanir (69). Bu siirecte hiicre uyarimi ve biiylime meydana gelmekte veya
boliinme uyaris1 almadiklar siirece istirahat fazi1 GO da durmaktadirlar (69). G1, S, G2
fazlar1 (Interfaz) hiicre siklusunun %90'nin1 kapsar ve 16-24 saat surer (69). Mitoz
bolinme ise 1-2 saat stirmektedir (69).
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G1 fazi, hiicre dongiisiiniin siiresi agisindan en degiskenlik gosteren fazidir. Bu fazin
stiresi donglnin en 6nemli belirleyicisidir (29). G1 fazinda hiicreler kendi ¢evrelerini
kontrol eder, uyarilar1 alir ve biiylimeyi tetikler (29). Bu fazda DNA sentezi
(replikasyonu) igin hazirlik yapilir (29). RNA ve protein sentezi olur (29). Bu fazda
hiicre ya boliinmek, ya farklilagmak, ya da 6lmek i¢in karar verir ve bazi genlerde
degisiklikler baslar (29). Ornegin, boliinecek hiicrede DNA polimeraz veya niikleotid
sentezinde gerekli olan dihidrofolat rediiktaz gibi bazi enzimlerin genlerindeki
ilerlemeleri takiben bu genlerin iirlinleri G1/S smirinda artmaya baslar (29). Bu fazda
gerceklesen degisiklikler baslica c-fos, c-myc ve c-jun gibi transkripsiyon faktorlerinin
genlerinde goralur (29). Bu transkripsiyon faktorleri AP1 bdélgeleri olarak da bilinen
diizenleyici DNA dizilerine baglanirlar. Boylece, AP1 bdlgelerini tasiyan genlerin

ilerlemesi sonucu siklin ve CDK’larin islevsellikleri saglanir (29).

S fazinda, hiicre DNA’sin1 hizla iki katina ¢ikarir (29). Hizli olmasinin nedeni, DNA
iplik¢iklerinin birbirinden ayrilmasi esnasinda bazlar, ¢esitli ilaglar veya mutajenler gibi
dis ajanlarin etkisine agik hale gelirler (29). Bu yiizden DNA sentezi bir kez basladi m1
hizla bitirilmelidir (29).

G2 fazinda, bir onceki (S) fazda iki katina ¢ikan DNA ve kromatin proteinleri
yogunlasilar ve kardes kromatidler halinde paketlenirler (29). Tamir mekanizmalarindan

kagcmis hasarlt DNA veya replike olmamis DNA bu fazda kontrol edilir (29).

M fazinda, “sister” kromatidler diizgiin bir sekilde bir hizaya gelirler ve ardindan ¢esitli
asamalardan gecilerek (profaz, metafaz, anafaz, telofaz ve sitokinez) hiicre ikiye

bolunar (29).
2.3.1.1. Siklinler

Memeli hucrelerinde hiicre dongistniin dizenlenmesinde siklin D, siklin E, siklin A ve
siklin B rol oynamaktadir (31). Siklinler (A, B, D ve E) hiicre dongiisiiniin gesitli
fazlarinda periyodik olarak bir taraftan sentez edilirlerken diger taraftan da yikilirlar
(31). Bu yiizden de siklinler olarak isimlendirilmislerdir (31). Siklinlerin periyodik
yapim ve yikimlari, dolayisiyla iliskide bulunduklart CDK (CDK2, CDK4, CDKS,
CDK6, CDK7 ve CDK25)’larin islevlerinin diizenlenmesini saglar (31). Siklin D, E, G1

/S fazlarmin sinirinda gegici olarak sentez edilir ve hiicre S fazma girdiginde hizla
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yikilir, Siklin A ve B, S/G2 /M faz gegislerinde sentezlenir, siklin A1 mayoz ve
embriogenesis de, siklin A2 ¢ogalan viicut hiicrelerinde bulunur (31). Siklin B1’in siklin

B2’nin fonksiyonlarini kontrol ettigi diisiiniilmektedir (31).

Go

G2

Farklilagsma

Sekil 5. Memeli hiicrelerinde hiicre dongiisiinde farkli fazlar arasindaki gegislerin siklin-CDK
bilesenleri tarafindan diizenlenmesi. Farkli siklinler hiicre dongiisii boyunca sentezlenirler ve
farkli CDK’lar ile birlesirler (51).

2.3.1.2. Siklin bagimh kinazlar (CDK)

Siklin bagimli kinazlar kendi baslarina bulunduklarinda islevsizdirler. Ancak, siklinlere
baglandiklarinda islevlesir ve bdylece islevsel siklin-CDK bilesenleri meydana gelir
(29). Siklinler siklin-CDK bilesenlerinin diizenleyici alt birimleri, CDK'lar ise katalitik
alt birimleridir (31). CDK, siklin (yapisal proteini) ve kinazdan (enzim) olusmaktadir.
Her bir CDK Kkatalitik alt birimi farkli diizenleyici alt birimle bir araya gelebilir (31).
Hiicre dongiisii boyunca kinaz bilesenlerinin islevsellik diizeyi degisir. Bu nedenle
hiicreler DNA'larin1 bir kez replike eder ve kromozomlarin yavru hiicrelere uygun
dagilimi saglanir (31). CDK’larin aktiviteleri sadece siklinlerle diizenlenmez ayrica

0zgiin fosforilasyon/defosforilasyona yol agan baska yollarla da diizenlenir (31).
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Sekil 6. Siklin bagimli protein kinaz (CDK) sistemi (29)

2.3.1.3. Siklin bagimh kinaz durdurucular1 (CDKI)

Hiicre dongilisti durdurucu proteinleri (CDKI) CDK islevini kontrol eder. Bu proteinler
cyc-cdk bilesimini ve DNA replikasyonunu durdurur. CDKI'lar hiicre ddngusini
frenlediklerinden tiimor baskilayici genlere de adaydir (31). Etkiledikleri CDK ve
durdurucu mekanizmalarina gore iki farkli CDKI ailesi vardir. Bunlardan ink 4
ailesinde pl5, pl6, pl8, pl9 Gl fazindaki CDK4 ve CDK6'y1 baglayarak cyc-cdk
bilesimini engeller. Cip/Kip ailesinde ise p21, p27 ve p57 bulunmaktadir. Cip/Kip ailesi
cyc-cdk bilesimini durdurmaktadir (31).

2.3.2. Hiicre dongiisiinde kontrol noktalar1 (Checkpoint)

Hiicre dongiisiiniin ilerlemesini veya durdurulmasini saglayan noktalara kontrol noktasi
(checkpoint) denir (30). Bu kontrol noktalarinda meydana gelen degisiklikler mutant
hiicre ¢ogalmasina neden olur (30). Hiicre dongisilinde bir faz tamamlanmadan sonraki
faza gecilirse genetik materyal tam ve dogru kopyalanmadigi i¢in hiicrede hasar
meydana gelebilir (30). Hucre dongusiunde G1-S gegisinde, G2-M gecisinde ve
metafaz-anafaz gecisinde kontrol noktalari vardir (30). Bu kontrol noktalarinda

hiicrenin dongiiye devam edip etmeyecegi karar1 verilir (30). Normal hiicrelerde DNA
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hasari, DNA replikasyonu olmadan 6nce G1 fazinda tamir edilir (30). DNA hasar1 olan
hiicrelerin S fazina gegisi pS3 bagiml bir dizi reaksiyonla durdurulur (30). Eger hasar
tamir edilemez ise hiicre programlanmis hiicre 6liimiine ugrar (30). Hatal1 p5S3 bulunan
hiicrelerde ise mutasyonlar ortaya ¢ikar ve timor gelisir. Kontrol noktalari, S fazindaki
DNA replikasyonunu ve mitoz sirasindaki kromozom ayrilmasini diizenler. Eger bu

islemlerde hata olursa hiicre dongiisii durdurulur (30).

G2/M kontrol noktasi

G1/S kontrol
noktasi

Diferansiyasyon

Sekil 7. Hiicre dongiisiindeki kontrol noktalar1 (check point) (29)

2.3.3. Programlanmus hiicre 6liimii (Apoptozis)

Apoptozis yada programli hiicre 6liimii eriskin dokularin korunmasinda ve embriyonik
gelisimde anahtar rol oynayan normal fizyolojik bir bi¢imdir (30). Programli hiicre
Olimii hiicre ¢ogalmasinin dengelenmesi ve dokularda var olan hiicre sayisinin sabit
tutulmasindan sorumludur (30). DNA hasarinda programli hiicre o6limi kanser
gelisimine yol acabilecek mutasyonlari tasiyan hiicreler gibi potansiyel zararli
mutasyonlart tasiyan hiicreleri ortadan kaldirabilir (30). Programli hiicre 6limii
sirasinda kromozomal DNA, genelde niikleozomlar arasindan kesilmesi sonucunda
pargalara ayrilir (30). Kromatin yogunlasir ve cekirdek o zaman kiiciik parcalara
boliiniir. Son olarak hiicre biiziiliir ve apoptotk cisimcikler denilen zarla cevrilmis
parcalara ayrilir (30). Bu gibi apoptotik hiicreler ve hiicre parcalar1 hem makrofajlar
hemde komsu hiicreler tarafindan kolayca taninir ve yutulur, bdylece apoptozis ile dlen

hiicreler dokular tarafindan etkin bir sekilde yok edilir (30).
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2.3.3.1. Programlanms hiicre oliimiiniin diizenlenmesi

Programli hiicre oliimii ¢ok sayida ve cesitte araci tarafindan diizenlenir. Bunlar
arasinda, bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler, proteinler ve hatta
organeller (mitokondri) bulunmaktadir (29). Bazi aracilar hiicre tipine 0zgiindiir,

bazilar1 da apoptotik uyarinin ¢esidine gore farklilik gosterebilirler (29).

p53, hiicrede bir sekilde (radyasyon, kemoterapi etkisiyle) DNA hasar1 (tek veya cift
sarmal kiriklarinda, niikleotid eksikligi) olustugunda, eger hasar onarilabilecek diizeyde
ise hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurur ve hiicreye DNA’sim1 tamir edebilmesi i¢in
zaman kazandirir (29). Eger DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar biiyiikse bu
durumda p53 programli hiicre 6liimiinii uyarir (29). p53°lin programli hiicre 6limiini
uyarmasi Bax’in gen ifadesini artirmasi boylece Bel-2/Bax oranini degistirmesi yoluyla

gerceklesir (29).

Kaspaz (caspase)’lar, zimojen (ham Onciil) olarak sitoplazmada bulunan ve islevsel
merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup
enzimlerdir (29). Kaspazlar birbirlerini tetikleyerek bir silsile preteolitik bir reaksiyon
dizisine neden olurlar (29). Bazilar1 (Caspase 2, 8, 9, 10) tetikleyici kaspazlar olarak
bilinirken bazilar1 da (3, 6, 7) etkinlestirilmis kaspazlar olarak bilinir (29). Tetikleyici
kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan oliim uyarilarini etkinlestirilmis kaspazlara
naklederler. Etkinlestirilmis kaspazlar ise ilgili proteinleri (6rnegin, hiicre iskeleti
proteinleri aktin, nikleer zar proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan poli (ADP-riboz)
polimeraz (PARP)) parcalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine
neden olurlar (29).
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Sekil 8. Programli hiicre 6liimiiniin genel goriiniimii (29).

2.3.3.2. Programl hiicre o6liimii ile nekrozis in karsilastirilmasi

Degistirici  Etkinlestirilmis Ara Uriin Oliim

Nekrozis fizyolojik bir 6lim sekli olmamasina ragmen programli hiicre 6liimii hem

fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilir (30). Programli hiicre

Olimund ile o6len hiicreler dokular tarafindan etkin bir sekilde yok edilir (29). Buna

karsin nekrozis te akut yaralanma sonucunda dlen hiicreler siser ve patlar, hiicre

igerikleri dig ortama salinir ve inflamasyona neden olur (29).
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Tablo 2. Nekrozis ve programli hiicre 6liimiiniin karsilastirilmasi. TNFR-1 (timor nekrozis

faktor almaci-1) (29)

OZELLIK NEKROZIS APOPTOZIS
»  Biiyiime faktori eksikligi
=  Hiicre yaglanmasi
= fskemi = HIV, Kanser ilaglar1
= Hipertermi = Radyasyon
= Hipoksi = Yiksek doz glukokortikoid

Yol agan nedenler

Viral enfeksiyon

Toksik maddelerin yiiksek
konsantrasyonlari

Siddetli oksidatif stres

= Fasveya TNFR-1
almaglarinin
islevsellesmesi

= Sitotoksik T lenfositler

= Cok siddetli olmayan
oksidatif stress

Morfolojik 6zellikler

Hiicre zar1 biitlinliigiiniin kayb1
Kromatin degisimi

Hiicre sismesi

Organellerin parcalanmasi
Endoplazmik retikulumun
geniglemesi

Biiyiik vakuollerin olusumu
Hiicre pargalanmasi

=  Bozulmamis hiicre zar1

=  Kromatinin nikleer zar
civarinda toplanmasi ve
yogunlagmast

= Hiucre kiigulmesi

= Organellerde parcalanma
yok

=  Hiicrenin bozulmamis
organelleri iceren zarla
kapl1 apoptotik
cisimciklere pargalanmasi

Biyokimyasal 6zellikler

Bozulmus iyon dengesi
ATP gerekmez (pasif slrec)

+4 0C’de gerceklesebilir

DNA rastgele parcalanir (agaroz
jel elektroforezinde kirli
gorantsi)

Hiicre pargalanmasi sonucu
DNA’ninda par¢alanmasi

= lyi kontrollii, baz1
islevselliklerin ve
enzimatik basamaklarin
olmasi

= ATP gereklidir (aktif
siireg)

= +4 OC’de gerceklesmez

=  DNA nikleozom igi
alanlarda 180 kb ciftinin
katlar1 olacak sekilde
kirilir mono ve
oligonukleozomlara
ayrilir (agaroz jel
elektroforezinde merdiven
diizeni = apoptozisin en
Onemli belirteci)

Diger o6zellikler

Hiicreler gruplar halinde 6lur
Fizyolojik olmayan (patolojik)
etkiler sonucu gergeklesir
Lizozomal enzimler salinir
Inflamasyona neden olur

= Hucreler tek tek veya
birkac1 birarada oliir

=  Fizyolojik sartlarda da
gergeklesebilir.

=  Komsu hiicreler veya
makrofajlar tarafindan
fagosite edilirler

* Inflamasyon gériilmez
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2.3.3.3. Hucre dongustu ile programl hiicre 6liimiiniin baglantisi

Bu baglantida anahtar faktor bir tiimor baskilayici gen {irlinti bir protein olan p53’°diir
(29). Normalde esas islevi, DNA bir sekilde (radyasyon veya bazi ilaglar etkisiyle)
hasarlandig1 zaman, hiicre dongiisiinii durdurup hiicrenin hasarlanmig DNA’sini1 tamir
etmesi i¢in ona zaman kazandirmasidir (29). Bu yilizden gen koruyucusu “guardian of
the genome” olarak da tanimlanir (29). p53 bilindigi gibi kanser hastalarinda mutasyonu
en sik goriilen proteindir ve kanserlerin %50-55’inde mutant’dir (29). p53 normal
olarak bir CDKI’ii olan p21’in sentezini artirarak hiicre dongiisiinii durdurur (29). p21,
siklin-CDK bilesenine baglanarak bileseni islevsellestirir. Boylece, bu bilesen pRb’yi
fosforile edemeyeceginden E2F ailesi de pRb’den ayrilamayacagi icin dongii ilerletici
islevini yerine getiremez ve sonugta hiicre dongust durur (29). Hucre dongusunin
durmasi hiicreye zaman kazandirir ve hiicre hasarlanmis DNA’sin1 tamir eder. Ama

hasar tamir edilemeyecek kadar biylikse bu kez p53 hiicreyi apoptozise gotirdr (29).

Mél l iglevsizlegtirme
NN D

| Karsinojenler |

-
[ =1 ] [ G ADID>Aaas | SN |

! ! l

‘ Genomik | G1'de I Hiicresel |

Kararhlik tutulum oliim

Sekil 9. P53 tiimor baskilayici gen yolu (32)

2.3.3.4. Onkogenler

Onkogenler, protoonkogen denen normal hiicresel genlerden gelisir (32).
Protoonkogenlerin kodlanmig protein iirtinleri genel olarak hiicre uyarimininda ve hiicre
biiyiimesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (32). Protoonkogenler degisik yollarla
islevsel hale gelerek onkogen haline gelirler (32). Genin yapisal bir bolgesinde
degisiklik sonucu farkli islev goren bir protein sentezlenir (32). Bu tip degisiklikler
siklikla nokta mutasyonlart sonucunda olusur ve en sik ras onkogen ailesinde goriiliir

(32). Bir baska mekanizma da, genin gen ifadesini diizenleyen bolgede olusan bir
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degisiklik sonucu, yapisal olarak normal olmasina karsin siirekli olarak uyarilma sonucu
gen Uriinlinlin asirt miktarda iiretilmesidir (32). Kromozom translokasyonlarinda ise
kromozomun bir bolgesi koparak yer degistirir. Genin yeni yerlestigi bolge, devaml
uyar1 alan bir genin regiilatuar bolgesinin kontrolii altinda ise siirekli uyarilacaktir. Gen

amplifikasyonu ile de hiicre i¢indeki DNA miktar1 artar (32).
2.3.3.4.1. Myc ailesi

Myc genleri, DNA’ ya baglanan {i¢ niikleer fosfoproteini kodlar (32). Bu proteinler
hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasinda ve etkilidirler ve DNA sentezinin baglamasinda rol
alirlar (32). Klonlandiklar kiiltiirlere ve elde edilme sartlarina gore bu genler, c-myc,

N-myc ve L-myc den olusur (32).
2.3.4. Cahsilan gen bolgeleri

Bu tez c¢alismasinda Siklin bagl kinaz 2 (CDK2), Siklin-E1 (CCNEL), (Mitojen aktif
protein kinaz 2) (ERK2), Mitojen aktif protein kinaz 9 (JNK2), Nikleer faktor NF-
kappa-B (NFKB1), proto-onkogen protein c-myc, Siklin bagl kinaz inhibitorii p21
olmak (zere 7 tane gen bolgesi RT PCR yontemiyle gen ifadesi miktarlart

belirlenmistir.

Tablo 3. Calisilan gen boélgelerinin standart adlar1, tam adlar1 ve alternatif adlar1 (71)

Standart Tam Adi Diger Adlar:
Ad1

CDK2 Siklin bagli kinaz 2 (p33 protein kinase) Cell division kinase 2, p33, CDK2

CCNE1 G1/S Siklin-E1 CCNE, cyclin Es, cyclin Et

MAPK1 Mitojen-aktif protein kinaz 1 | ERK, p38, p40, p4l
(Extracellular signal-regulated

kinase 2), (ERK-2) (Mitogen-activated
protein kinase 2)

MAPK?9 Mitojen-aktif protein kinaz 9 (Stress- | INK2, p54a, SAPK, JNK2A
activated protein kinase JNK2) (c-Jun N-
terminal kinase 2)

NFKB1 Nukleer faktér NF-kappa-B p105 subunit | p50, KBF1, p105, EBP1
(DNA-binding factor KBF1)

MYC Proto-onkogen protein (c-Myc) | MRTL, c-Myc, bHLHe3, myc proto-oncogene

(Transcription factor p64) protein

CDKNIA | Siklin bagli kinaz engelleyici 1 1, (p21) | P21, CIP1, SDI1, WAF1
(CDK-interacting protein 1)
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2.3.4.1. Siklin E1

Insan siklin E ilk olarak ¢cDNA’ s1 1991 yilinda c¢DNA Kkiitiiphaneleri
taramalarinda tanimlandi (44). Sonraki ¢alismalar siklin E nin hiicre dongiisii boyunca
G1 evresinde en yiiksek seviyeye ulastigini kanitladi (44). G1 evresindeki siklin E
seviyesi, yuksek enzimatik islevli CDK-siklin E bilesimi ile yakindan iligkilidir (44).

¢ F
2 0 ‘-QY;C/

@ T @ e "> DNAREPLIKASYONU
m " ® % s FAZINDA iLERLEME

Sekil 10.Hicre dongiisiinde G1fazindan S fazina gegisin kontrolii (45). Ik basamakta siklin D-
CDK4/6 bilesimi Rb yi fosforiller (45). Ardindan siklin E-CDK2 bilesimi Rb Vi
fosforilleyerek E2F islevsel hale getirilerek G1 den S fazina ge¢is tamamlanir (45).

2.3.4.2. Siklin bagh kinaz 2 (CDK2)

CDK2’ler prolin bagli serin-treonin protein kinazlar olup 6karyotik hiicre bélinmesinde
cok onemli rol oynarlar (46). Siklin E formlar1 CDK2 ile bilesim olusturur. Bu bilesimin
gorevi diizenli bir sekilde G1 den S fazina gegisi saglamaktir (47).

2.3.4.3. Siklin bagh kinaz engelleyici 1 (P21)

Son zamanlarda memelilerde yapisal ve islevsel ozelliklerine gore siniflandirilmis iki
tip siklin bagiml kinaz engelleyici ailesi tantmlanmistir (49). Kip ailesini p21, p27 ve
p53 olustururken Ink4 ailesini ise pl16, pl5, p18 ve pl19 iiyeleri olusturur (49). Siklin
bagl kinaz engelleyici p21, p53’iin ana hedefidir (50). DNA hasar1 sonras1 p53 bagiml
hlcre donglsunun durmasinda anahtar rol oynar (50). p21 esas olarak siklinE/CDK2

bilesenine karigarak hiicre cogalmasini durdurur (50).
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Sekil 11. Hiicre dongiisii boyunca siklinler, CDK’lar ve CKI’leri arasindaki iligkilerin

gosterilmesi (52).

2.3.4.4. Mitojenin tetikledigi protein kinaz 1 (MAPK1)

MAPKI hiicre farklilagmasi, hiicre biiylimesinin durdurulmasi ve programli hiicre

6liminde rol oynar (53). MAPKI1 hiicrelerdeki sicaklik, ultraviyole, inflamatuar

sitokinler, biliylime faktorleri ve stresle birlikte islevsel hale gelir (53). MAPK1’in

islevsel hale ge¢cmesi sik sik hiicre 6liimlerine neden olur (53). Ek olarak MAPK1’in

hiicre boliinmesi boyunca kontrol noktalarinda rolii vardir (53).
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Cekirdek

Sekil 12. MAPK1’in islevsellesme semasi ve hiicre cogalmasi (54).

Almag tirozin kinaz (RTK) yada almag bagli G proteinin (GPCR) bilyiime faktorleri
tarafindan islevsellestirilmesi adaptor protein Grb2 ve guanin niikleotit degistirici faktor
SOS islevsel hale geger (54). SOS, Ras proteinini aktif hale getirir (54). Plazma zarinda
bulunan Raf ¢esitli bolgelerinden fosforillenerek aktiflesir (54). ERKI1/2’nin
fosforillenmesi ile birlikte RSK ve ERKI1/2 niikleusa girer (54). Burada cesitli
transkripsiyon faktorlerini aktif hale getirerek hiicre yasami ve cogalmasiyla ilgili

degisiklikleri diizenler (54).

2.3.4.5. Mitojenin tetikledigi protein kinaz 9 (MAPK?9)

MAPKQ stresin tetikledigi MAP kinaz olarak da bilinen memelilerdeki birkag ana MAP
kinaz grubundan biridir (55). MAPK9 hiicre ¢ogalmasi, programli hiicre 6limii ve

embriyonik gelisimi de kapsayan genis fizyolojik islemlerde gorev alir (56).
2.3.4.6. Nukleer faktor -kappa-B1 ( NF-xB)

Memelilerde NF-«B ailesi NF-«B1 (p50/p105), NF-xB2 (p52/p100), c-Rel, RelA (p65)
ve RelB olmak iizere bes tane tiyeden olusur (57). NF-kB1, niikleer faktor engelleyici
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kappa B (IkB) proteinleri tarafindan Go fazindaki hiicrelerin sitoplazmasinda
sentezlenir ve islevsiz olarak bulunur (60). NF-kB sitokinler, radyasyon ve bazi
kemoterapotik aracilarla fosforilasyon, ubikuitinasyon ve IkB’nin proteozom-araciligi
ile bozulumuna yol agarak islevsel hale gelir. (61). Transkripsiyon diizenleyici faktor
olarak tanimlanan NF-xB1 kritik hastaliklarla ilgili genlerin diizenlenmesinde biiyiik bir
Ooneme sahiptir (58). NF-xB1 c¢esitli hastaliklara karst gereken araci, yapisma
molekdlleri ve sitokin transkripsiyonunun dizenlenmesinde merkezi rol oynar (58).
NF-xB oksidatif stres cevabi ile alakalidir (58). Oksidatif stres hiicre igerisinde H,0O-
hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin ve hidroksi radikallerin artmasi ile
meydana gelir (58). Arastirmacilar birka¢ hiicre hattinda hiicre kiiltiir vasatina eklenen
H,O, nin NF-xB nin islevsel hale gegtigini bulmuslardir (58). Ek olarak hiicrelerdeki
reaktif oksijen tirlerininde NF-xB’nin aktiflestigi gosterilmistir (58). Biitiin bu
caligmalar gosteriyor ki oksidatif stres hucrelerdeki NF-xB’yi etkinlestirir (58).

1L-1 almcn

Sitoplazma | @ |

m“

W ®®®
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Sekil 13. NF-kB’nin TNF-a (tumor necrosis factor-a) ve IL-1 (interleukin-1) tarafindan islerligi
(59). NF-kB, IxB ( B inhibitorii) ile birlikte sitoplazmada islevsiz halde tutulur. Bu etkilesim

‘.._-

sayesinde NF-kB’nin niikleusa gecisi engellenmis olur. TNF-a yada IL-1 almaglarina
baglandigi zaman NF-kB aktif hale gelir. NFkB aktivasyonu, NF«kB’nin bir engelleyicisi olan

IkB’nin IkB kinaz bilesimi (IKK) ile fosforilasyonu ve bozunmasina baglidir (59).

30



2.3.4.7. Proto-onkogen protein C-Myc

Myc gen ailesi C-myc L-myc, and N-myc genlerinden olugmaktadir (72). C-myc hiicre
farklilasmasi, programli hiicre O6liimii, hiicre donglisi ve metabolizmasi ve cesitli
hiicresel islevler Uzerinde etkilidir (73). C-myc P53’i aktive ederek programli hiicre
Olimiinii baglatabilir (74). C-myc ayni zamanda siklin bagh kinaz engelleyicilerini

baskilayarak hiicre cogalmasini da tetikleyebilir (74).
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Sekil 14.C-myc ile tahmini hedef genler, hiicre bilylimesi hiicresel fonksiyonlar arasindaki
iliski (72).
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Sekil 15. CCNE1, CDK2, CDKN1A, MAPK1, MAPK9, NFKBlve MYC arasindaki
tahmini baglantilarin gosterilmesi (75).
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2.3.5.Sitokinler

Sitokinler diisiik molekiil agirlikli proteinlerdir. Ozellikle inflamatuar yanitin
diizenlenmesinde onemli bir rol oynarlar. Ayrica hiicresel aktivasyon, proliferasyon,
farklilagsma, adezyon ve akut faz proteinlerinin sentezinde de 6nemli rolleri vardir (76).
Cesitli uyarilara kars1 cevap olarak 6zel hiicreler tarafindan salgilanir ve hedeflenen
hlcrelerin davranigini etkilerler. Belli bir sitokin gesitli hiicreler tarafindan farkli
dokularda salgilanir fakat ayni biyolojik etkiyi gosterir. Sitokinlerin etkileri sistemik
veya lokaldir. Bazilar1 klasik hormon gibi davranirlar. Soyle ki; belli hiicreler tarafindan
kana veya cesitli hiicresel sivilara salgalanip viicudun diger bolgelerindeki hucresel
reseptorlerine baglanirlar. Diger sitokinler daha lokalize olmus etkiler gosterirler.
Bunlar otokrin (bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin ayni hiicre tizerine etkisi) ve
parakrin (belli bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin yakindaki komsu hiicreye etkisi)
etkilerdir (77). Sitokinlerin tanimlanmasi ve karakterize edilmesi ¢esitli isimlendirme ve
siiflandirma sistemine gore yapilmistir. Bu siniflandirma sitokinler arasindaki islevsel
benzerliklere etki mekanizmalarina dayanmaktadir. Sitokinler baslica iki ana gruba

ayrilmaktadir:

1) Buyume faktorleri (Epidermal buyume faktori, EGF; Platelet orijinli biyime
faktori, PDGF; insulin benzeri biylme faktorii-1, IGF-1; Insiilin benzeri biiyiime
faktori-2, IGF-2; Sinir blyume faktort, NGF; Asidik fibroblast blyiime faktori, aFGF;
Basik fibroblast blylme faktort, bFGF; Neurol6kin; Amfiregulin; Hepatosit blylime
faktorl, HGF v.b.)

2) Lenfokinler (interlokin-1a, IL-1a; 11-1b; IL-2; IL-3; IL-4; IL-5; IL-6; IL-7; IL-8; IL-
9; IL-10; IL-11; IL-12; IL-13; IL-14; IL-15) 3) Koloni sitimile eden faktorler
(Granulosit/makrofaj koloni sitimile eden faktér, GM-CSF; Granilosit-CSF; Multi-
CSF; Eritropoietin, EPO; Losemi inhibitor faktor, LIF) 4) Transforme edici buyime
faktorleri (TGF-a; TGF-b) 5) Tumor nekroz faktorleri (TNF-a; TNF-b) 6) Interferonlar
(IFN-a; IFN-b; IFN-g) (78).
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3.GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismas1 Ekim 2009 ve Haziran 2010 tarihleri arasinda Gaziantep Universitesi
Tip Fakiiltesi Egitim ve Arastirma hastanesinde GoOglis Hastaliklar1 Anabilim Dali
blinyesinde faaliyet gosteren Hiicre Kiiltiirii Laboratuarinda yiiriitiildii. Tez ¢calismasinda
Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis Cerrahisi Servisinde ¢esitli nedenlerden
dolay1 lobektomi veya pndmonektomi uygulanmis hastalarin cerrahi materyalinden elde
edilen primer brons epitel hiicreleri kullanildi. Bunun yaninda A549 hiicre hatlar1 da
kullanildi. A549 hiicre hatlarinin ve birincil hiicrelerin RNA izolasyonu ve RT-PCR
calismalar1 Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim ve Arastirma hastanesinde ki

Molekiiler Genetik Tan1 Laboratuarinda bulunan cihazlar kullanilarak yapildi.

3.1. A549 Hiicreleri ile Yapilan Cahsmalar

Bu calisma A549 hiicre hattinin 2.30 ile 2.40 arasindaki pasajlar1 kullanilarak yapildi.

3.1.1. A549 hiicrelerinde kullanilan kiiltiir vasatinin hazirlanmasi

AS549 hiicreleri icin DMEM (Dulbecco’s Modified Medium, Gibco, Invitrogen) ile

hazirlanan kultir vasati kullanildi.

Kiiltiir vasatinin hazirlanmasi

DMEM 500 ml Gibco 31053

Fotal sigir serumu 50 ml (%10) Sigma F2442-100ML
L-Glutamin 200mM 5,5ml (2 mM) Sigma G3126-100G
Sodyum privat 100 mM 5,5ml (1 mM) Sigma 8636

Serumsuz vasat (SF) hazirlanmasi

DMEM 500 ml Gibco 31053
L-Glutamin 200mM 5,5 ml (2 mM) Sigma G3126-100G
Sodyum privat 100 mM 5,5 ml (1 mM) Sigma 8636
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3.1.2. A549 hiicrelerinin kaldirilmasi

Deneyler i¢in kullanilacak hiicreler 37 °C ’de, %5 CO; ve %95 nemli ortam igeren
inkiibator bulunan 162 cm?lik hiicre kiiltiir kaplarinda (Falcon; BD Biosciences, ABD)
kiltiir yapilarak cogaltildi. Burada cogaltilan hiicreler inkiibatérden alindiktan sonra
kiiltiir kab1 i¢inde bulunan DMEM vasati vakum ile ¢ekildi. Hiicrelerin lizerine 5 ml
HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, Gibco, Invitrogen) eklenerek hiicreler yikandi.
Uzerine 1X’lik Tripsin-EDTA (Gibco, Invitrogen, 25300) eklenip, 37 C°’de 3-4 dakika
kadar beklendi. Hiicrelerin kalkip kalkmadigi mikroskopla kontrol edildi. Hiicreler
kalktiktan sonra Tripsini etkisizlestirmek i¢in 5-10 ml %10 FCS igeren kiiltiir vasati
eklendi. Kiiltiir kabindaki hiicreler 50 ml’lik steril tiipe (Falcon; BD , ABD) aktarildi ve
1500 rpm’de 4 dk dondiiriildii.

3.1.3. A549 hiicrelerinin sayllmasi

Santrifiij isleminin ardindan tiip igerisindeki iist faz atildi ve tiipiin alt kisminda
toplanmis olan hiicreler tiipiin kenarlarina yavasca vurularak homojenize hale getirilip
tizerine 5 ml hiicre kiiltiir vasati eklendi. Hiicre sayimi i¢in asagidaki karigim hazirlandi.
20 pl hicre suspansiyonu,
20 pul %0,5’lik Trypan-Blue (Sigma-Aldrich, T6146)
160 pl hiicre vasati
Hazirlanan bu karisim thoma lamina (Marienfeld, Germany) konarak birim alandaki

canli hiicreler sayildi.
3.1.4. A549 hiicre ekimi ve hiicrelerin SF’e alinmasi

Sayilan hiicreler 5000 hiicre/ml olacak sekilde hiicre vasatina eklendi. Caligmalarda
kullanilacak hiicreler 75 cm®lik kiiltiir kaplarma (Falcon; BD Biosciences, ABD)
ekildi. Yaklasik 72 saat inkiibatorde bekletildikten sonra ekilen hiicreler kiiltiir kabinin
%80’ini kapladiktan sonra (confluence) kiiltiir kaplarindaki hiicre vasat1 ¢ekilerek SF ile

yikandiktan sonra 10 ml SF konularak 24 saat inkiibatorde bekletildi.
3.1.5. Dizel egzoz parc¢aciklarinin (DEP) hazirlanmasi

Calismada kullanilacak DEP’ler hassas terazide dikkatli bir sekilde tartilarak 50 ml’lik
steril tiip icerisine konuldu. Tup igerisindeki DEP serumsuz kiiltiir vasati (SF) ile mg/ml

olacak sekilde sulandirildi ve ultrasonik karistiricida 20-30 dakika kadar bekletilerek
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parcaciklarin SF igerisinde iyi bir sekilde homojenize olmasi saglandi. Deneylerdeki

DEP derisikligi ng/ml olacak sekilde ayr1 ayr tiipler igerisinde hazirlandi (15).
NAC (N-Asetil Sistein)

N-Asetil Sistein (NAC, Sigma), ile ¢alisilan derisiklikler SF igerisinde hazirlandi. NAC
ile yapilan deneylerde calisilan derisiklikler; FCS %10, SF, 50ug/ml DEP, 50ug/mi
DEP-NAC33 mM.

JNK inhibitori

Jnk inhibitoéri (c-jun N-terminal kinase, Calbiochem, Merck,) ile ¢aligilan derisiklikler
SF igerisinde hazirlandi. JNK inhibitorii ile yapilan deneylerde ¢alisilan derisiklikler;
SF-DMSO, 50ug/ml DEP -DMSO, JNK 10 uM, 50ug/ml DEP- JNK33 uM.

ERK inhibitorii

ERK inhibitorii (extra regulated kinase, Calbiochem, Merck) ile ¢alisilan derisiklikler
SF igerisinde hazirlandi. Erk inhibitorii ile yapilan deneylerde calisilan derisiklikler;
SF-DMSO, 50ug/ml DEP -DMSO, ERK 33 uM, 50ug/ml DEP- ERK33 uM.

3.1.6. A549 hiicrelerinin DEP’e ve ajanlara maruz birakilmasi

24 saat SF icerisinde inkubatorde bekletilen hiicrelerden SF vakum ile gekilerek yerine
yukar1 da hazirlanan derisiklikler eklendi. Kiiltiir vasatina eklenen bu maddeler 48 saat
hlcrelere inkibator igerisinde maruz birakildi. Hiicreler 48 saatin sonunda RNA

izolasyonu i¢in hazir hale geldiler.
3.2. Brons Epitel Hiicre Kiiltiirii Elde Edilmesi
3.2.1. Brons epitel hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyerleri

Tasiyict Medium (TM)
50 ml Medium 199 (Sigma M2154) (izerine 40 pl Gentamisin (80 mg/ml) eklenerek
hazirlandi (15).
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FCS Medium (CM)

187 ml Medium 199 (Sigma M2154), 5 ml Fetal Calf Serum (Sigma F2442), 2 ml
bovine pankreatik insulin (25 mg/100 ml) (Sigma 1-6634-100MG), 2 ml Hidrokortizon
(3,6 mg/100 ml) (Sigma H0396-100MG), 2 ml insan transferrin (25 mg/100 ml)
(Sigma-T2036-100MG) 60 pl epidermal buyume faktéru (0,1 mg/2 ml) (Beckton
Dickinson BD 354001), 2 ml Antibiotik (Sigma A5955-20ML) (15).

Tim bilesenler eklendikten sonra 50 ml’lik enjektor ile 0,25 pm por caph filtreden
gecirildi (15).

Nu Serum 4 Medium (NuS4)

NuS4 medium ile CM* un hazirlanmasi iglemi aynidir. Sadece kiiltiir vasatina FCS

yerine 5 ml Nu Serum4 (Becton Dickinson Cat No: 355504) konuldu (15).
3.2.2. Ornegin alinmasi ve Kesilip parcalanmasi

Brong epitel hiicreleri lobektomi veya pnomonektomi uygulanan hastalarin cerrahi
olarak disar1 ¢ikartilan bronglardan elde edildi. Hastalardan elde edilen akciger pargasi
hizl1 bir sekilde patoloji boliimiine gotiirtildii. Akciger pargasindan klinik tani amaclh
kullanilmayacak brons dokusu TM ig¢ine alinarak laboratuvara getirildi. Laboratuvara
getirilen 6rnek 1-2 defa TM ile yikandiktan sonra dokunun iizerinde bulunan brong
dokusu disindaki kisimlar kesilerek uzaklastirildi. Kiiciik parcalara ayrilan brons
pargacig1 i¢cinde TM olan petri kab1 i¢inde kesilip parcalanarak epitel dokusu diger
brons dokularindan ayrildi. Ayrilan epitel dokusu 2-3 defa TM ile nazikga calkalanarak
yikandiktan sonra iginde TM bulunan petri kabinda yaklasik 1-2 mm?®lik parcalara
ayrild.
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Sekil 16. Brons epitelyumu elde edilmesi. Lobektomi yapilmis hastanin akciger dokusundan
brons dokusunun alinmasi; (A). Brons dokusundan epitel tabakasinin ayirma mikroskobu
esliginde ayrilmasi; (B). Ayrilan epitelyum dokusunun kiigiik parcalara ayrilmasi; (C).

Epitelyum dokusunun hiicre kiiltiir ortamina ekimi; (D).
3.2.3. Brons epitel hiicrelerinden Kiiltiir elde edilmesi

Kiigiik parcgalara ayrilan epitel dokusu 1-2 defa daha TM ile yikadiktan sonra i¢inde 4
ml CM bulunan primer hiicre kiiltiir kaplarina her bir kaba 6-9 doku pargasi gelecek
sekilde esit araliklarla ekim yapildi. 37 °C ve %5 CO;’li inkubat6rde 4 giin inkiibasyona
birakildi. Bu siirenin sonunda primer hiicre kaplarindaki kiiltiir vasati ¢ekilerek yerine 5
ml NuS4 ile hazirlanan kiiltiir vasati eklendi. Bu asamadan sonra 2-3 guinliik periyotlarla

hiicre kiiltiir kaplariin ytizeyindeki kiiltiir vasat1 ¢ekilerek degistirildi (15).
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Sekil 17. Brong epitelyumu hiicre kiltiiriiniin agamalari. Kiiciik parcalara ayrilan brong

epitelyum dokusunun hiicre kiiltiir kaplarina ekimi; (A). Ekimden sonraki birinci haftada doku
parcasindan ¢evreye dogru {iremeye baglayan brons epitel hiicrelerinin faz-kontrast
mikroskobundaki goruntiisi (X40); (B). ve (X100); (C). 30. ginde hicrelerin Kkaltar
ortamindaki goriiniisii (X100); (D).

Kiiltiir edilen brons epitel hiicreleri genellikle 3-4 haftanin sonunda deney i¢in hazir
hale geldiler. Hiicreler kiiltiir kabinin yuzeyini %80-90 oraninda kapladiktan sonra doku
parcalart penset yardimiyla dikkatli bir sekilde alindi. Kiiltiirler deney igin
kullanilmadan 24 saat 6nce kiiltiir vasatt FCS ve diger hormon ve biiylime faktorleri

icermeyen Medium 199 (SF) vasatina kondu (15).
3.2.4. Brons epitel hiicreleri ile yapilan deneyler

Deney i¢in hazir hale gelen hiicre kiiltiir kaplarindaki hiicreler 24 saat Medium 199 (SF)
vasatinda bekletildikten sonra kiiltiir kaplarinin iizerindeki SF ¢ekildi. Brons epitel
hiicreleri ile yapilan deneyler de galisilan drnekler 3 gruba ayrildi. ilk grupta Kontrol
grubu olarak SF vasati igeren kiiltiirler ¢alisildi. ikinci olarak 10 pg/ml DEP ve son
olarak ve 100 pg/ml DEP olacak sekilde derisiklikler hazirlanarak hiicre kiiltiir
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kaplarina eklendi ve 48 saat inkiibatdrde bekletildi. 48 saatin sonunda hiicreler RNA

izolasyonu i¢in hazir hale geldiler.
3.3. RNA Elde Edilmesi

Hem AS549 hiicrelerinin hem de brong epitel hiicrelerinin RNA izolasyon asamalari
aynidir. 48 saatin sonunda A549 hiicreleri ve brons epitel hiicreleri mikroskop altinda
incelenerek kiiltiir kabr yiizeyinde bulunan kiiltlir vasati vakum ile ¢ekilerek yerine
HBSS eklenerek yikama islemi yapildi. Steril hiicre kaziyici ¢ubuk (cell scraper, Costar,
Mexico) yardimiyla kiiltiir kab1 yiizeyinde yapisik durumda bulunan hiicreler yavas ve
dikkatli bir sekilde kazindi. Caligmadaki farkli gruplar ayri ayri 15 ml’lik tiiplere
aliarak tizerine HBSS eklendi ve 1500 rpm’da 4 dakika dondiiriildi. Tiiplerin iist fazi
vakumla ¢ekildi ve hiicrelerin tiipiin dip kisminda toplanmas1 saglandi. Tiipleri {izerine
600 pul  2-Merkaptoethanol (Fluka , BioChemika ) eklenerek 1.5 ml’lik tiiplere alindi.
QIAGEN QIAcube (Almanya) model cihaz da RNA izolasyonu igin gerekli ayarlamalar
yapilarak hiicrelerin bulundugu tiipler bu cihaza yerlestirildi. RNA izolasyonu igin

gerekli program ayarlanarak RNA elde islemi tamamland.
3.4. cDNA Elde Edilmesi

RNA ‘dan cDNA elde edilmesi Precision Reverse Transcrition Kit” kullanilarak yapildi.
(Eklenen maddelerin miktarlar1 ve uygulanan protokoller iiretici firmanin tavsiyesine

gore uygulandi).

Tablo 4. cDNA elde edilmesi sirasinda eklenen maddeler ve miktarlari

Eklenen Madde Miktar (ul)
ddH,0 5
dNTP 1
Oligo dT primer 1
RNA 3

Yukaridaki karisim hazirlandiktan sonra 6rnekler 0,2 ‘lik tiiplere alinarak 65°C’de 5
dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan asagidaki maddeler ayr1 bir tiipe

hazirlandi.
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Tablo 5. cDNA elde edilmesi sirasinda eklenen maddeler ve miktarlari

Eklenen Madde Miktar (ul)
ddH,0 0,8

5X Tampon )

Enzim 4

Bu karisimdan orneklerin bulundugu 0.2 ‘lik tiiplerin her birine 10 ul eklenerek 42°C’
de 60 dakika inkiibasyona birakildi. Boylece RNA’ dan ¢cDNA elde islemi tamamlanmis
oldu. Elde edilen cDNA’lar -20 °C de saklanmak iizere buzdolabina kaldirildz.

3.5. Real-Time Reverse Transcriptase RT PCR ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Real-time PCR DNA’ nin ¢ogaltimini ve iiriinlerini tek bir tiipte belirlemeyi miimkiin
kilan ¢ok yakin bir zamanda uygulamaya konulan popiiler bir metottur (62). Bu metot
gen ekspresyonu ile geleneksel PCR yontemini birlestirmistir. PCR ¢ogaltimini goriiniir
hale getirebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA

ile dogru orantili olarak arttig1 bir ¢ogalma yontemidir (63).

Bu ¢alismada RT PCR c¢alismalar1 Corbett Research (Model: RG-600, Avustralya) RT-
PCR cihaz1 kullanilarak yapildi. RT PCR calismalarinda asagida gosterilen protokol
uygulandi. Calismalar soguk blok tizerinde yapildi.

Tablo 6. RT-PCR protokoliinde eklenen maddeler ve miktarlari

Eklenen Madde Miktar (ul)
ddH20 4
Primer Prob 1

2X Mastermix 10
cDNA 5

Yukaridaki miktarlar 1.5 ml’ lik tiipe hazirland1 ve 0.1 ml’ lik tiiplere 15 pl olacak
sekilde dagitildi. Daha 6nceden hazirlanan 1:10 oraninda seyreltilen cDNA’ lar her bir
tipe 5 pl olacak sekilde dagitildi. Toplam hacim 20 pl olmak iizere tiipler kontrol
edilerek RT-PCR cihazina yerlestirildi.
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3.5.1. RT PCR tepkime protokoli

Tablo 7. RT PCR tepkime kosullart

Basamak Sicakhik Sure Dongii Sayisi
Denatirasyon 95°C 10 dakika 1
2.Denaturasyon 95°C 15 saniye 50
Baglanma 60 °C 60 saniye

3.6. Calismada Kullanilan Primer ve Prop Dizileri

Tablo 8. Calismada kullanilan primer ve prop dizileri.

Gen ad1 Primer dizisi (5°-3°) Prob dizisi (5°-3°)

DKz o G oA, AGTTAGCCTCCACCACCCTTTCCCC

conEr 3 e T ea ATGTCGCACCACTGATACCCTGAAACCTTT
MAPKL 3 A CCACAGCCAGCCGCAGTTATAAGCAGG
MAPKY 3 A tcas  CCGAAGCAGAAGCCCCACCACCTCAA
NFKBL 3. S G O O Ao A CGGCTTCGCAAACCTGGGTATACTTCATGT
MYC S A S IS TGTGTTTCAACTGTTCTCGTCGTTTC
CDKN1A 3 TCCAGCGACCTTCCTCATC-3 AATGTCTGACTCCTTGTTCCGCTGCTAATC

5’-GCCTCTACTGCCACCATCT-3’
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3.7 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) analizi

Brong epitel hiicreleri kiiltiir kaplarinin yiizeyini kapladiktan sonra hiicrelerin tizerine 5
ml HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, Gibco, Invitrogen) eklenerek hiicreler
yikand1. Uzerine 1X’lik Tripsin-EDTA (Gibco, Invitrogen, 25300) eklenip, 37 C°’de 10
dakika kadar beklendi. Hiicrelerin kalkip kalkmadigi mikroskopla kontrol edildi.
Hicreler kalktiktan sonra tripsini etkisizlestirmek i¢in 5-10 ml %10 FCS igeren kultur
vasat1 eklendi. Kiiltiir kabindaki hiicreler 50 ml’lik steril tiipe (Falcon; BD, ABD)
aktarildi ve 1500 rpm’de 4 dk donduruldu.

Santrifiij isleminin ardindan tiip igerisindeki iist faz atildi ve tiipiin alt kisminda
toplanmis olan hiicreler tiipiin kenarlarina yavasca vurularak homojenize hale getirilip

tizerine 5 ml hiicre kiiltiir vasati eklenerek toplam hiicre sayisi belirlendi.

Sayilan hiicreler 10000 hiicre/ml olacak sekilde hiicre vasatina eklenerek 24 kuyucuk
iceren kiiltiir kaplarina (Falcon; BD Biosciences, ABD) ekim yapildi. Yaklagik 72 saat
inkiibatorde bekletildikten sonra ekilen hiicreler kiiltiir kabinin %80’ini kapladiktan
sonra kiiltiir kaplarindaki hiicre vasati ¢ekilerek SF ile yikandiktan sonra tekrar SF
konularak 24 saat inkubatorde bekletildi. Hiicre kilturleri %70-80 yogunluga ulastiktan
sonra, 0, 10, 50, 100ug/ml DEP ile 24-48 saat sire ile inkibe edildi. 24 ve 48 saatin
sonunda hiicre kiiltiir kaplarinin tizerindeki kiiltiir vasati toplanarak -80 °C de analiz
edilinceye kadar saklandi. Bu ¢alismada sigara icmeyen 3 hasta, sigara i¢en 4 hasta ve
KOAH’l1 5 hastanin brons epitel dokusundan elde edilen brons epitel hicreleri
kullanildi. interldkin (IL)-8 (human CXCL/IL-8, DY208, RnD System) ve granulosit
makrofaj koloni stimule edici faktér (GM-CSF) (human GMC-SF, DY215, RnD
System) diizeyleri DuoSet ELISA kitleri kullanilarak olgiildii. Calismalar iiretici

firmanin tavsiyelerine gore yapilmistir.
3.7.1.ELISA protokoll
Kullanilan Soliisyonlar ve malzemeler

PBS (phosphate buffered saline) pH: 7.2-7.4 (Sigma p4417, ABD). Tween 20 (Sigma
p5924, ABD) 96 kuyulu elisa tabagi (Thermo, 439454, Denmark) , Reaktif sulandirici
(reagent diluent, RnD System DY995, ABD), Ara urln solusyonu (substrate reagent,
RnD System DY999, ABD), Durdurucu solusyon ( 2N H,SO,4 , RnD System DY994,
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ABD). Yikama tamponu (wash buffer, RnD System WA126), Engelleyici tampon
(Block buffer, System DY995, ABD).

Yakalayict antikorun (capture antibody) derisikligi 4pg/ml olacak sekilde PBS ile
sulandirilarak 96 kuyulu elisa tabagina 100ul eklenerek oda 1sisinda 1 giin inkiibasyona
birakildi. Ertesi giin elisa tabagi bosaltilarak 400ul yikama tamponu ile kuyular toplam
3 kez yikandi. 300ul engelleyici tampon eklenerek 1 saat beklendi. Ardindan 3 kez
yikama islemi yapildi. Ardindan standartlar ve 6rnekler 100ul olacak sekilde eklendi ve
2 saat oda 1sisinda beklendi. Standartlar en yiiksek derisimi 2000pg/ml olacak sekilde
reaktif sulandirict ile sulandirildi (2000pg/ml, 1000pg/ml, 500pg/ml, 250pg/ml,
125pg/ml, 62.5pg/ml, 31.25, 15.625 pg/ml). Yikama islemi 3 kez tekrar edildi. Bulucu
antikorun (detection antibody) derisikligi 20ng/ml olacak sekilde reaktif sulandirici ile
sulandirilarak 100ul kuyucuklara eklendi. Yikama islemi 3 kez tekrar edildi. Ardindan
100ul streptavidin eklenerek 20 dk beklendi. Yikama islemi 3 kez tekrar edildi. 100ul
ara irlin soliisyonu eklenerek 20 dk beklendi. Yikama islemi yapilmadan kuyularin
uzerine 50ul H,SO4 eklendi ve hizl bir sekilde spektrofotometre (Biotek, ABD) ile 450-
570 nm’de degerlendirildi.
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4. BULGULAR VE SONUC

Bu calismada A549 Hiicre hatti ve brong epitel hiicrelerinden elde edilen cDNA
ornekleri ile siklin baglh kinaz 2 (CDK2), siklin-E1 (CCNE1), (Mitojen aktif protein
kinaz 2) (ERK2), Mitojen aktif protein kinaz 9 (JNK2), nikleer faktér NF-kappa-B
(NFkB1), proto-onkogen protein (c-MYC), siklin baglh kinaz engelleyici 1 olmak zere
7 tane gen bolgesinin gen ifadesinin analizi RT-PCR yontemi ile ¢alisilmistir. Gen
ifadesi sonuglarinin degerlendirilmesi i¢in ‘Prism 5’ bilgisayar programi kullanilmistir

(GraphPad Software, ABD).

Caligsma sonucunda hedef gen bolgesinin bulunan kopya sayis1 hamarat genin (GAPDH)
kopya sayisina oranlanmasiyla gen ifadesi degerleri belirlenmistir. Belirlenen degerlere
ilk 6nce normalite testi (D'Agostino & Pearson omnibus normality test ) uygulanmistir.
Daha sonra sonuglar tek yonlu varyans analizi (One-way analysis of variance, ANOVA)
ile degerlendirilmistir. Gruplar arasi Kkarsilagtirmalar ise Bonferroni’nin ¢oklu

karsilastirmalar testi ( "Bonferroni's Multiple Comparison Test") ile yapilmustir.

A549 hiicre hatlar ile ¢alisilan gruplarda konrol grubu olarak SF ve 50 pg/ml DEP
secilerek diger gruplarla karsilagtirma yapilmistir. Brons epitel hiicreleri ile ¢alisilan
guplarda ise butin gruplar (SF, 10 ug/ml DEP, 100 ug/ml DEP) birbirleri ile

karsilastirilmistir.

ELISA yontemi ile ¢alisilan Interlokin (IL)-8 ve granulosit makrofaj koloni stimule
edici faktor (GM-CSF) deney sonuglarinin degerlendirilmesi ise Dunnett’in ¢oklu
karsilagtirma testi (Dunnett compare all columns) ile yapilmistir. Konrol grubu olarak

SF secilmistir.
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Tablo 9. A549 hiicrelerinde DEP ve NAC’a maruz birakilan 6rneklerdeki mRNA degerlerinin
gosterilmesi. (Bu degerler hedef gen bolgesinin mRNA seviyeleri GAPDH’e oranlanarak elde
edilmistir).

CCNE1 CDK?2 CDKNIA MAPK1 MAPK9 NFkB1 C-MYC

FCS %10 0.0000047 0.00008  0.0019 0.0000075 0.00054 0.00038 0.00048

SF 0.000016  0.000055 0.0050 0.0000070 0.00061 0.00030 0.00046
5DOEM g/ml 0.000018  0.000045 0.0021 0.0000069 0.00062 0.00044 0.00039
50ug/ml

DEP - 0.000005  0.000018 0.0083 0.0000063 0.00066 0.00027 0.00029
NAC33 mM

SF ile FCS (%10) kiyaslandiginda CDK2 gen ifadesi FCS (%10)’de anlamli olarak
artmistir. 50pug/ml DEP ile 50ug/ml DEP-NAC33 mM kiyaslandiginda CDK2 gen
ifadesi 50pg/ml DEP’de anlamli olarak artmistir. (Tablo 9 ve Sekil 18B) (P<0.0001).
SF ile FCS (%10) kiyaslandiginda P21 gen ifadesi FCS (%10)’de anlamli olarak
baskilanmistir. 50pg/ml DEP ile 50ug/ml DEP -NAC33 mM kiyaslandiginda P21 gen
ifadesi 50ug/ml DEP’de anlamli olarak baskilanmistir. (Tablo 9 ve Sekil 18C)
(P<0.0001). 50ug/ml DEP ile 50ug/ml DEP -NAC33 mM kiyaslandiginda ¢c-MYC gen
ifadesi 50ug/ml DEP’de anlamli olarak artmistir.(Tablo 9 ve Sekil 18G) (P<0.0001).
Diger calisilan 6rneklerdeki gen ifadesi seviyelerinde istatiksel olarak anlamli sonuglar

elde edilemedi.
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Sekil 18. A549 hiicrelerinde DEP ve NAC’a maruz birakilan 6rneklerdeki mRNA degerlerinin
histogramlar1 (SF: serum icermeyen kontrol, Ds: 50 pg/ml DEP igeren kontrol )

47




Tablo 10. A549 hiicrelerinde DEP ve JNK inhibitoriine maruz birakilan orneklerdeki mRNA

degerlerinin gosterilmesi. (Bu degerler hedef gen bolgesinin mRNA seviyeleri GAPDH’e

oranlanarak elde edilmistir).

CCNE1 CDK2 CDKNIA MAPK1 MAPK9 NFkB1 C-MYC
SF-DMSO  0.000069 0.00018  0.00475  0.000009  0.00080 0.00032  0.00097
SDOE“F?/ ml 0.000051 0.00018  0.00908  0.000010  0.00083 0.00031  0.00011
DMSO
JNK 10 M 0.000030 0.00010  0.00458  0.000007  0.00073 0.00029  0.00091
50053/ m| 0.000052 0.00011  0.01050  0.000011  0.00069  0.00030  0.00083
JNK33 pM

SF-DMSO ile JNK 10 uM kiyaslandiginda CCNE1 gen ifadesi JNK 10 pM’ da anlaml
olarak baskilanmigtir (Tablo 10 ve Sekil 19A). SF-DMSO ile 50ug/ml DEP—-DMSO
kiyaslandiginda ise CCNEI gen ifadesi 50ug/ml DEP-DMSO’ da baskilanmistir (Tablo
10 ve Sekil 19A). 50ug/ml DEP-DMSO ile 50ug/ml DEP- JNK33 uM kiyaslandiginda
ise CCNEL gen ifadesi 50ug/ml DEP- JNK33 uM’ da anlamli derecede artmistir (Tablo
10 ve Sekil 19A) (P<0.0001). SF-DMSO ile 50ug/ml DEP-DMSO kiyaslandiginda
CDK2 gen ifadesinin 50ug/ml DEP—DMSO’da baskilandigi bulunmustur (Tablo 10 ve
Sekil 19B). (P<0.0001). SF-DMSO ile JNK 10 uM kiyaslandiginda P21 gen ifadesi
JNK 10 uM’ da anlamli olarak artmistir (Tablo 10 ve Sekil 19C). 50ug/ml DEP—-DMSO
ile 50pug/ml DEP-JNK33 uM kiyaslandiginda ise P21 gen ifadesi 50ug/ml DEP- JNK33
uM’ da anlamli derecede artmistir (Tablo 10 ve Sekil 19C) (P<0.0001). 50ug/ml DEP-
DMSO ile 50ug/ml DEP-JNK33 uM kiyaslandiginda ise MAPK1 gen ifadesi 50pug/ml
DEP- JNK33 uM’ da anlaml derecede artmistir (Tablo 10 ve Sekil 19E) (P 0,0299).
Diger ¢alisilan 6rneklerdeki gen ifadesi seviyelerinde istatiksel olarak anlamli sonuglar

elde edilemedi.
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Sekil 19. A549 hiicrelerinde DEP ve JNK inhibitoriine maruz birakilan drneklerdeki mRNA

degerlerinin histogramlart (SF-DMSO: serum icermeyen kontrol, Ds,-DMSO: 50 pg/ml DEP

iceren kontrol )
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Tablo 11. A549 hiicrelerinde DEP ve ERK inhibitoriine maruz birakilan 6rneklerdeki mRNA
degerlerinin gosterilmesi. (Bu degerler hedef gen bolgesinin mRNA seviyeleri GAPDH’e

oranlanarak elde edilmistir).

CCNE1 CDK?2 CDKN1A MAPKS9 NFkB1 C-MYC

SF-DMSO 0.000090 0.000044  0.00587  0.000155 0.000075  0.0010
S0ug/mIDEP- 4 500068 0.000028  0.00410  0.000178  0.000088  0.00060
DMSO

ERK 33pM 0.000047  0.000027  0.00259  0.000178 0.000082  0.00065
S0ug/mIDEP- 0.000055 0.000030  0.00238  0.00178  0.000060  0.00055
ERK33 pM

SF-DMSO ile ERK 33 uM kiyaslandiginda CCNEI gen ifadesi ERK 33 pM’ de anlaml
olarak baskilanmistir (Tablo 11 ve Sekil 20A). SF-DMSO ile 50ug/ml DEP—-DMSO
kiyaslandiginda ise CCNEI gen ifadesi 50ug/ml DEP-DMSO’ da baskilanmistir (Tablo
11 ve Sekil 20A) (P<0.0001). SF-DMSO ile ERK 33 uM kiyaslandiginda CDK2 gen
ifadesi ERK 33 uM’ de anlamli olarak baskilanmistir (Tablo 11 ve Sekil 20B). SF-
DMSO ile 50pg/ml DEP-DMSO kiyaslandiginda ise CDK2 gen ifadesi 50pug/ml DEP —
DMSO’ da baskilanmistir (Tablo 11 ve Sekil 20B). (P<0.0001). SF-DMSO ile 50ug/mi
DEP-DMSO kiyaslandiginda P21 gen ifadesinin 50pug/ml DEP —DMSO’da baskilandig:
bulunmusgtur (Tablo 11 ve Sekil 20C) (P<0.0001). SF-DMSO ile ERK 33 uM
kiyaslandiginda ¢c-MYC gen ifadesi ERK 33 puM’ de anlamli olarak baskilanmistir
(Tablo 11 ve Sekil 20F) (P<0.0001). Diger c¢alisilan oOrneklerdeki gen ifadesi
seviyelerinde istatiksel olarak anlamli sonuglar elde edilemedi. Ayrica A549
hiicrelerinde DEP ve ERK inhibitoriine maruz birakilan 6rneklerdeki MAPK1 gen
ifadesi analiz edilemedi.
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Sekil 20. A549 hiicrelerinde DEP ve ERK inhibit6riine maruz birakilan 6rneklerdeki mRNA
degerlerinin histogramlart (SF-DMSO: serum icermeyen kontrol Ds,-DMSO: 50 pg/ml DEP

iceren kontrol )
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Tablo 12. KOAH’I1 hastalardan elde edilen brons epitel hiicrelerinin SF, 10ug/ml DEP ve

100pg/ml DEP’e maruz birakilan 6rneklerinin mRNA degerlerinin gosterilmesi. (Bu degerler

hedef gen bolgesinin mRNA seviyeleri GAPDH’e oranlanarak elde edilmistir).

CCNE1 CDK2 CDKNI1A MAPK?9 NFkB1 C-MYC
SF 0.000184  0.000308 0.6002 0.000725 0.001708 0.02234
10[';lggnl 0.00029 0.000341 0.6875 0.000775 0.002067 0.02911
1D0£;Lg/ml 0.00039 0.000408 0.7700 0.000925 0.001433 0.08555

KOAH’l1 hastalardan elde edilen brons epitel hucreleri SF, 10ug/ml DEP ve 100ug/ml

DEP’e maruz birakilmistir. Tablo 12 ve Sekil 21°de de bu 6rneklere ait gen ifadesi

degerleri gosterilmistir. SF ile 100ug/ml DEP kiyaslandiginda ¢c-MYC gen ifadesinin

100ug/ml DEP’ de anlamli olarak arttigi bulunmustur (Tablo 12 ve Sekil 21F) (P

0,0336). Diger ¢alisilan 6rneklerdeki gen ifadesi seviyelerinde istatiksel olarak anlamli

sonuglar elde edilememistir.
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Sekil 21. KOAH’l1 hastalardan elde edilen brons epitel hiicrelerinin SF, 10ug/ml DEP ve

100pg/ml DEP’e maruz birakilan drneklerinin mRNA degerlerinin histogramlari
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Tablo 13. Sigara icen hastalardan elde edilen brons epitel hiicrelerinin SF, 10ug/ml DEP ve
100pg/ml DEP’e maruz birakilan 6rneklerinin mRNA degerlerinin gosterilmesi. (Bu degerler

hedef gen bolgesinin mRNA seviyeleri GAPDH’e oranlanarak elde edilmistir).

CCNE1l CDK?2 CDKNI1A MAPK9 NFkB1 C-MYC

SF 0.000049  0.000175 0.1186 0.00117 0.000422 0.0026
1D0£Lg/ml 0.000062  0.000161 0.1171 0.00141 0.000417 0.00325
;Oé);tg/ml 0.000072  0.000195 0.1261 0.00111 0.000327 0.00498

Sigara igen hastalardan elde edilen brons epitel hiicreleri SF, 10ug/ml DEP ve 100ug/ml
DEP’e maruz birakilmistir. Tablo 13 ve Sekil 22’de bu orneklere ait gen ifadesi
degerleri gosterilmistir. SF ile 100ug/ml DEP kiyaslandiginda CCNE1 gen ifadesinin
100pg/ml DEP’ de anlamli olarak arttigi bulunmustur (Tablo 13 ve Sekil 22A) (P
0,2653). SF ile 100ug/ml DEP kiyaslandiginda c-MYC gen ifadesinin 100pug/ml DEP’
de anlamli olarak arttigr bulunmustur (Tablo 13 ve Sekil 22F) (P 0,0088). Diger
calisilan orneklerdeki gen ifadesi seviyelerinde istatiksel olarak anlamli sonuclar elde

edilememistir.
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Sekil 22. Sigara igen hastalardan elde edilen brons epitel hiicrelerinin SF, 10ug/ml DEP ve

100pg/ml DEP’e maruz birakilan drneklerinin mRNA degerlerinin histogramlari
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Tablo 14. Sigara igmeyen hastalardan elde edilen brons epitel hiicrelerinin SF, 10ug/ml DEP ve
100pg/ml DEP’e maruz birakilan 6rneklerinin mRNA degerlerinin gosterilmesi. (Bu degerler

hedef gen bolgesinin mRNA seviyeleri GAPDH’e oranlanarak elde edilmistir).

CCNE1 CDK2 CDKN1A MAPK9 NFkB1 C-MYC

SF 0.000019 0.000225  0.1646  0.000227 0.000535  0.00502
Eoé*é’/ M 0000029 0000241  0.1612 0000351 0000444  0.00435
éoé’;‘g/ M 0000027 0000258 02108 0000167 0.000283  0.0174

Sigara igmeyen hastalardan elde edilen brons epitel hiicreleri SF, 10ug/ml DEP ve
100ug/ml DEP’e maruz birakilmistir. Tablo 14 ve Sekil 23°de bu 6rneklere ait gen
ifadesi degerleri gosterilmistir. SF ile 100pug/ml DEP kiyaslandiginda NFKB1 gen
ifadesinin 100pg/ml DEP’ de anlamli olarak baskilandigi bulunmustur (Tablo 14 ve
Sekil 23D) (P 0,0113). SF ile 10ug/ml DEP kiyaslandiginda MAPK9 gen ifadesinin
10pg/ml DEP’ de anlamli olarak arttigi bulunmustur (Tablo 14 ve Sekil 23E) (P
0,0017). SF ile 100pg/ml DEP kiyaslandiginda c-MYC gen ifadesinin 100pg/ml DEP’
de anlamli olarak arttigi bulunmustur (Tablo 14 ve Sekil 23F) (P<0.0001). Diger
calisilan O6rneklerdeki gen ifadesi seviyelerinde istatiksel olarak anlamli sonuclar elde

edilememistir.
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Sekil 23. Sigara igmeyen hastalardan elde edilen brons epitel hiicrelerinin SF, 10ug/ml DEP ve

100pg/ml DEP’e maruz birakilan drneklerinin mRNA degerlerinin histogramlari
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Sekil 24. Sigara i¢cmeyen, sigara igen ve KOAH’l1 hastalardan elde edilen brons epitel
hicrelerinin SF, 5ug/ml DEP, 10upg/ml DEP, 50ug/ml DEP ve 100ug/ml DEP’e maruz

birakilan 6rneklerdeki GMC-SF duzeylerinin gosterilmesi
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Sekil 25. Sigara i¢cmeyen, sigara igen ve KOAH’l1 hastalardan elde edilen brons epitel
hicrelerinin SF, 5ug/ml DEP, 10upg/ml DEP, 50ug/ml DEP ve 100ug/ml DEP’e maruz

birakilan 6rneklerdeki IL-8 diizeylerinin gosterilmesi
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Sigara igmeyen hastalardan elde edilen brons epitelyum hiicrelerinde 24 saat sonunda
SF ile 100ug/ml DEP kiyaslandiginda GMC-SF saliniminin anlamli olarak azaldigi
bulunmustur (Sekil 24, GMC-SF NON SMOKER T24) (P<0.0001). Sigara icmeyen
hastalardan elde edilen brong epitelyum hiicrelerinde 48 saat sonunda SF ile 100ug/ml
DEP kiyaslandiginda GMC-SF salimimimin burada da anlamli olarak azaldigi
bulunmustur (Sekil 24, GMC-SF NON SMOKER T48) (P<0.0001). Sigara igen
hastalardan elde edilen brong epitelyum hiicrelerinde 48 saat sonunda SF ile 100ug/ml
DEP kiyaslandiginda GMC-SF saliniminin anlamli olarak azaldigi bulunmustur (Sekil
24, GMC-SF SMOKER T48) (P<0.0001). KOAH’l1 hastalardan elde edilen brons
epitelyum hcrelerinde 48 saat sonunda SF ile 100pug/ml DEP kiyaslandiginda GMC-SF
salmimiin anlamli olarak azaldigi bulunmustur (Sekil 24, GMC-SF KOAH T48)
(P<0.0001).

Sigara igmeyen hastalardan elde edilen brons epitelyum hiicrelerinde 24 saat sonunda
SF ile 100pg/ml DEP kiyaslandiginda IL-8 saliniminin anlamli olarak azaldigi
bulunmustur (Sekil 25, IL-8 NON SMOKER T24) (P<0.0001). Sigara i¢cmeyen
hastalardan elde edilen brons epitelyum hiicrelerinde 48 saat sonunda SF ile 100ug/ml
DEP kiyaslandiginda IL-8 saliniminin anlamli olarak azaldigi bulunmustur (Sekil 25,
IL-8 NON SMOKER T48) (P<0.0001). KOAH’l1 hastalardan elde edilen brons
epitelyum hcrelerinde 24 saat sonunda SF ile 100ug/ml DEP kiyaslandiginda 1L-8
salinimmnin anlamli olarak azaldigi bulunmustur (Sekil 25, IL-8 KOAH T24)
(P<0,0101). KOAH’l1 hastalardan elde edilen brong epitelyum hiicrelerinde 48 saat
sonunda SF ile 50ug/ml DEP kiyaslandiginda IL-8 saliniminin anlamli olarak azaldig
bulunmustur (Sekil 25, KOAH T48) (P<0.0001). Ayni sekilde KOAH’l1 hastalardan
elde edilen brons epitelyum hiicrelerinde de 48 saat sonunda SF ile 100ug/ml DEP

kiyaslandiginda IL-8 saliniminin anlamli olarak azaldigi bulunmustur (Sekil 25, KOAH
T48) (P<0.0001).
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TARTISMA

Parcaciklarin neden oldugu hava kirliligi inflamatuar ve zararli etkileriyle solunum
hastaliklariyla yakindan iligkilidir (12). Fakat bu parcaciklarin akciger tizerindeki zararl
etkilerinin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamustir (12). Calismalar, tiitiin dumani
ve dizel egzoz pargaciklart gibi oksidanlarin hiicre dongiisii ve programli hiicre 6liimii
ile ilgili proteinlerin gen ifadesini ve aktivitesini etkileyebilecegini gostermektedir (91).

Bu ¢aligmada hiicre dongilisii ve programli hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde rol alan
siklin bagl kinaz 2 (CDK2), siklin-E1 (CCNE1), mitojen aktif protein kinaz 2 (ERK2),
mitojen aktif protein kinaz 9 (JNK2), nukleer faktér NF-kappa-B (NFKBL1), proto-
onkogen protein (c-MYC), siklin bagl kinaz engelleyici 1 (p21)’in gen ifadesi
seviyeleri RT-PCR yo6ntemi ile ¢alisildi. Calismada A549 hiicre hattinin yani sira direkt
olarak brons dokusundan elde edilen brons epitel hiicreleri de kullanildi. DEP’e
maruziyet sonrasinda brons epitel hiicrelerinden salinan IL-8 ve GM-CSF miktarlar1 da

ELISA yontemi ile tayin edildi.

A549 hiicre hatt1 ile yaptigimiz c¢alismalarda %10’luk serumlu ortamda p21 gen
ifadesinin serumsuz ortama gore baskilandigi bulunmustur. Ayni1 zamanda 50 pg/ml
DEP’e maruziyet sonrasinda da p21 gen ifadesinin baskilandigi bulunmustur. Bir
antioksidan olan NAC ise (33 mM) 50 pug/ml DEP’li ortamda p21 gen ifadesini anlaml
derecede artirmistir. Bunun nedeni serumlu ortamda hiicre g¢ogalmasinin artmasi ve
diisiik derisiklikteki DEP’in hiicre ¢ogalmasini uyarmasiyla hiicre artisgina neden
olmasi olabilir. Ayni zamanda NAC’nin 50 pg/ml DEP’in hiicre ¢ogaltict etkisini
ortadan kaldirmasi olabilir. DEP varliginin serumsuz ortamda hiicre ¢ogalmasina etki
edebilecek mitojenik sinyalleri olusturabilecegi ileri siirtilmektedir (88). Calismalar
DEP ve kiicik capli PM’in insan brons epitel hiicrelerinde ekstraseliiler sinyal
diizenleyici kinaz (‘extracellular signal-regulated kinase’, ERK) sinyal iletici yolagini
aktive edebileceklerini gostermektedir (89). ERK aktivasyonunun hiicre ¢ogalmasini
uyarmak icin yeterli ve gerekli oldugu bildirilmektedir (90). Bu nedenle, olasidir ki
DEP kimyasallart ERK aktivasyonu araciligiyla bir mitojen gibi davranarak hicre
¢ogaltimmin uyarilmasina neden olmaktadir (88). Bayram ve ark (2006) serumsuz
ortamda yaptiklar1 caligmalarda p21 gen ifadesinin DEP tarafindan baskilandigi ve

bunun hiicre ¢ogalmasina eslik ettigini gdstermesi de bu bulgular1 teyit etmektedir.
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Ayrica parcaciklarin hiicre yasam dongiisii tizerindeki etkilerini arastiran diger
calismalarda da, DEP ve PM;5 gibi parcaciklarin fare makrofajlarinda diisiik dozlarda
hiicre ¢ogalmasina, daha yiiksek dozlarda ise programli hiicre 6liimiine yol actiklarin
gostermistir (79). Dolayisiyla, hiicre ¢cogalmasi ve programli hiicre 6liim siirecinin es
zamanli olarak cereyan edebilecegi diigiiniilmektedir (12). Ayrica DEP’nin doza bagiml
olmadan A549 hiicre hatt1 kiiltiiriindeki canli hiicre sayisin1 48 saatin i¢inde artirdigi,
10ug/ml dozun ise en yiiksek etkiyi gosterdigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (12).
DEP’nin ayn1 zamanda hiicre dongiisiiniin Gg;; fazindaki hiicre oranini azaltirken, S
fazindaki hiicre sayisimi artirdign da gosterilmistir (12). Bundan baska, DEP’nin

serumsuz ortamda artan A549 hiicre 6limunu baskiladigi da gosterilmistir (12).

P21 gen ifadesi degerlerinin CDK2 ve siklin-E gen ifadesi degerleriyle
kiyasladigimizda ise p21 gen ifadesi sonuglarini destekledigini gormekteyiz. Bilindigi
lizere p21 esas olarak siklinE/CDK2 bilesenine karisarak hiicre ¢ogalmasini durdurur
(50). Siklin E nin hiicre déngusi boyunca G1 evresinde en ylksek seviyeye ulastigini
bilinmektedir (44). Siklin E formlarimin CDK2 ile bilesim olusturup hiicre dongiisiinde
G1 den S fazina gegisi sagladig1 bilinmektedir (47). Bu bilgilere gore siklinE ve CDK2
gen ifadelerinin paralellik gostermesi beklenebilir. Teorik olarak da p21 gen ifadesi
seviyesinin siklin E ve CDK2 gen ifadeleri ile ters orantili olarak artmasini veya
azalmasimm1  bekleyebiliriz.  Yaptigimiz =~ calismalarda  biiyilk  Olgiide  bunu
desteklemektedir. CDK2 gen ifadesi seviyesinin serumlu ortamda serumsuz ortama gore
artis gosterdigi sonuglarimizda yer almaktadir. Bununla beraber 50 pg/ml DEP ve
NAC’li 6rneklere bakildiginda ise NAC‘li 6rneklerde 50 pg/ml DEP’li 6rneklere gore
CDK2 gen ifadesi azalmistir. Bu da NAC’nin DEP’in hiicre ¢ogalmasini artirict etkisini
blylk Olcude ortadan kaldirdigi diisiindiirmektedir. Siklin E gen ifade seviyelerine
bakildiginda ise serumlu ortamda siklin E seviyesinin daha diisiik oldugu goriilmektedir.
Bu sonu¢ yukarida elde edilen bulgularla celismektedir. Bunun sebebi gen ifadesi
analizlerindeki teknik hatalardan kaynaklaniyor olabilir. Fakat 50 pg/ml DEP’ve
NAC’li oOrneklere bakildiginda CDK2 gen ifadesi sonuglart ile paralellik
gostermektedir. DEP ve NAC ile yapilan ¢alismalarda ¢alisilan diger gen bolgelerinde

gen seviyesi diizeylerinde anlamli bir sonug elde edilememistir.

JNK inhibitérii ile yaptigimiz ¢aligmalarda serumsuz ortamdaki p21 gen ifadesi ile INK

10 uM ile karsilastirildiginda JNK 10 uM olan 6rneklerdeki p21 gen ifadesinin anlamh
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olarak arttig1 bulunmustur. Bu sonuctan JNK inhibitoriiniin hiicre canliligini baskiladig:
sonucu ¢ikarilabilir. Nitekim KB-3 adindaki bir adenokarsinoma hiicre hatti ile yapilan
caligmalarda JNK inhibitoriiniin hiicre canliligini baskiladigi bulunmustur (80). Benzer
sekilde 50ug/ml DEP ve 50ug/ml DEP-JNK33 uM ‘li 6rneklerde de p21 gen ifadesi
seviyesinin JNK inhibitorii bulunan 6rneklerde DEP’li 6rneklere gore anlamli bir artis
gozlenmistir. Siklin E gen ifadesi seviyesine bakildiginda ise JNK 10 pM bulunan
orneklerde anlamli sekilde azaldigir goriilmektedir. Bu bulgu da JNK 10 uM olan
orneklerdeki p21 gen ifadesi ile ortiismektedir. 50ug/ml DEP ve 50pg/ml DEP- JNK33
puM “li orneklerde ki siklin E gen ifadesi seviyeleri karsilagtirildiginda ise JNK
inhibitorii ve DEP bulunan 6rneklerde DEP’li 6rneklere gore siklin E gen ifadesi
seviyesinin anlamli bir artig gdstermesi ise JNK inhibitorii ve DEP bulunan 6rneklerde
hiicre c¢ogalmasinin uyarilmasin1 akla getirebilir. Yapilan c¢alismalarda JNK
aktivasyonunun, serumsuz ortamda birakilan A549 hiicrelerinde baslayan programli
hicre 6limane eslik ettigi, dolayisiyla bu yolagin ayn1 zamanda pro-apoptotik aktivite
de gosterebilecegi ileri siirtilmektedir (81). Baz1 oksidatif stres modellerinde de, INK
yolaginin aktivasyonu araciliiyla MAPK (mitojen aktive edici protein kinaz) yolaginin
uyarilmasinin hiicrede programli hiicre 6liimiine yol agabilecegi ileri siiriilmektedir (82,
83). Boylece, JNK yolagi hem programli hiicre 6liimii, hem de hiicrenin yasamu ile ilgili
sinyallerin iletiminde rol oynayabilir (55). Baz1 oksidatif stres modellerinde de, c-jun N-
terminal kinaz (JNK) yolaginin aktivasyonu araciligryla MAPK yolaginin uyarilmasinin
programli hiicre Oliimiine yol acabilecegi ileri siiriilmektedir (53,54). Yine bazi
kosullarda, JNK yolaginin aktivasyonunun hiicre yasam siiresini artirabilecegi ve hiicre

cogalmasinin uyarilmasini tetikleyebilecegi belirtilmektedir (55).

ERK inhibitorii ile yaptigimiz ¢alismalarda serumsuz orneklere gore ERK 33 uM’li
orneklerde yine p21 gen ifadesinde azalma goriilmiistir. Yine 50pg/ml DEP’li
orneklerde p21 gen ifadesi seviyesi NAC ve JNK inhibitorii gruplariyla yapilan
deneylerdeki sonuclarla ortiismektedir. Siklin E gen ifadesi seviyelerine baktigimizda
ise ERK 33 uM’l1 6rneklerde serumsuz drneklerdekine gore bir azalma s6z konusudur.
CDK2 gen ifadesi seviyesi ise serumsuz Orneklere gore ERK 33 uM’li 6rneklerde
azalmistir.

Brons epitel hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda ise hiicreler farkli hastalarin akciger
dokularindan elde edildikleri i¢in gen ifadesi seviyeleri oldukc¢a degiskenlik

gostermistir. Sigara icen, sigara icmeyen ve KOAH’l1 hastalarin akciger dokularindan
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elde edilen brong epitel hiicrelerinde c-MYC gen ifadesi seviyesi serumsuz Ornekere
gore 100 ug/ml DEP °li 6rneklerde anlamli olarak artmistir. Pargaciklarin hiicre 6liimii
lizerine olan etkilerini aragtiran c¢alismalar, PMjy gibi parcaciklarin nekrozis ve
programli hiicre 6liimiinli uyararak hiicre 6liimiine yol agabileceklerini gdstermistir (84,
85). Bu nedenle c-Myc’nin P53’l aktive ederek programli hiicre 6liimiinii baslattigi
disiiniilebilir (74). Yapilan hicre canliligi calismalarinda; serumsuz ortamda diisiik
derisikliklerindeki DEP (1-50 pg/ml) hiicre canliligint arttirirken, 100 pg/ml gibi yiiksek

derisikliklerin hiicre canliligini1 azalttigin1 gostermektedir.

ELISA yontemi ile c¢alisilan orneklerde sigara icen, sigara igmeyen ve KOAH’I1
hastalardan elde edilen brons epitel hiicrelerinin 24 ve 48 saat DEP’e maruziyet
sonrasinda IL-8 ve GM-CSF salimimlari Olciilmistiir. Bununla ilgili yapilan
calismalarda partikiiler hava kirleticilerinin hiicrelerin ¢esitli islevleri ve inflamatuvar
parametreler iizerindeki etkileri arastirllmistir. Bu c¢alismalar, DEP ve diger
parcaciklarin in vitro ortamda hiicrelerin fizyolojik islevlerini bozabileceklerini ve
inflamatuvar degisikliklere yol acabileceklerini gostermektedir (12). Bayram ve ark
(2006) DEP’nin primer brong epitel hiicrelerin silya titresim frekansini
baskilayabileceklerini ve bu hiicrelerden 1L-8, GM-CSF ve c¢oziilebilen hiicreler arasi
yapisma molekiilii (SICAM)-1 gibi inflamatuvar aracilarin salinimin artirabilecegini
bildirmistir. Yapilan bir diger ¢alismada da, astimli bireylerden elde edilen brons epitel
hiicrelerinin DEP’e maruziyet sonrasinda astimli olmayan bireylerin hicreleri ile
kiyaslandiginda daha yiliksek oranlarda IL-8, GM-CSF, RANTES ve SICAM-1
salgiladiklar1 bulunmustur (12). Diger yandan, DEP’nin non-toksik dozlarinin st ve alt
havayolu epitelyum hiicrelerinde doz ve zaman bagimli olarak IL-8 ve GM-CSF
tretimini arttirdigr gosterilmistir (11). Bu etkinin bir protein sentez inhibitori olan
sikloheksimid (CHX) ile anlamli olarak azaltildigi izlenmistir (86). Hiicre hatlar1 ile
yapilan caligmalarda ise; A549 hiicrelerini 24 saat DEP maruziyeti sonrasinda IL-/a, IL-
6, IL-8 ve TNF-o'nin mRNA gen ifadesinin doza bagimli olarak arttifi ve DNA

sonlarindaki kiriklarda artis oldugu goriilmiistiir (87).

Sigara igmeyen hastalardan elde edilen brons epitel hiicrelerinin 24 ve 48 saat DEP’e
maruziyet sonrasinda GM-CSF seviyelerinde 10 pg/ml ve 50 pg/ml DEP’te bir miktar
artts gozlenmektedir. Bu sonuglar DEP’in GM-CSF seviyesini artirabilecegini

diistindiirmektedir. 100 ug/ml ise anlamli derecede azalma vardir. Burada ise bir ¢eligki
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s06z konusudur. 100 pg/ml deki azalma bu derisiklikte hiicre sayisinin 6nemli derecede
azalmasindan kaynaklaniyor olabilir. Sigara icen ve KOAH’l1 hastalardan elde edilen
brons epitel hiicrelerinininde 24 ve 48 saat DEP’e maruziyet sonrasinda 100 pg/ml
derisiklikte GM-CSF seviyesinde anlamli derecede azalma s6z konusudur. Burada da

100 pg/ml DEP derisiklikliginin hiicre 6liimiine neden olmasi diisiiniilebilir.

Sigara igen, sigara igmeyen ve KOAH’li hastalardan elde edilen brons epitel
hlcrelerinin 24 ve 48 saat DEP’e maruziyet sonrasinda IL-8 seviyelerinde 100 pg/ml

DEP’te anlamli olarak azalma s6z konusudur.

Brons epitel hiicrelerinin 24 ve 48 saat DEP’e maruziyet sonrasinda IL-8 ve GM-CSF
salimimlarinin degerlendirilmesinde hiicrelerin farkli hastalarin akciger dokularindan
elde edildikleri goz 6niinde bulundurulmalidir. Oneri olarak her hasta grubu ayri ayri
degerlendirilebilir. Ayrica bu Orneklerin hiicre canliligi analizleri géz Oniinde

bulundurulabilir.
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