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DĠZEL EGZOZ PARÇACIKLARININ (DEP) SOLUNUM YOLU EPĠTEL 

HÜCRELERĠNĠN ÇOĞALIMINI VE ÖLÜMÜNÜ DÜZENLEYEN 

PROTEĠNLERĠN GEN ĠFADESĠ VE BU HÜCRELERDEN ĠNFLAMATUAR 

SĠTOKĠN SALINIMINA ETKĠSĠ 
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Prof. Dr. Ahmet ARSLAN,  Prof. Dr. Hasan BAYRAM 

Temmuz -2011, 74 sayfa 

 

Kentsel alanlarda havada uçuĢan partiküler maddenin çok önemli bir kısmını dizel 

yakıtlarının yanması ile dıĢarıya salınan dizel egzoz partikülleri (DEP) oluĢturmaktadır. 

DEP‟e maruziyetle, kronik obstrüktif akciğer hastalığı (KOAH), Ģiddetli astım, solunum  

enfeksiyonlarına hassasiyetin artması ve pulmoner inflamasyonlar gibi çok ciddi sağlık 

problemleri arasında yakından iliĢki vardır. Bununla birlikte DEP‟e bağlı oluĢan akciğer 

hastalıklarının mekanizması tam olarak açıklanamamıĢtır. Bu çalıĢmada DEP‟in insan 

primer bronĢ epitel hücreleri ve akciğer alveol hücre dizileri olan A549 hücrelerinin 

hücre döngüsü ve apoptozisini düzenleyen genlerin mRNA ekspresyon seviyelerine 

olan etkisi araĢtırılmıĢtır. KOAH‟lı, sigara içen ve sigara içmeyen hastalardan elde 

edilen primer bronĢ epitel hücrelerine; Serumsuz kültür vasatı, 10 g/ml  DEP ve 100 

g/ml  DEP olmak üzere üç farklı çalıĢma grubu maruz bırakılmıĢtır. Akciğer alveol 

hücre dizileri olan A549 hücreleri serumsuz kültür vasatı, serumlu kültür vasatı 

(%10FCS) ve 50 g/ml DEP‟e maruz bırakılmıĢtır. Ayrıca 5O g/ml DEP varlığında 

JNK ve ERK inhibitörleri   (10 μM, 33 μM,) ve n-asetil sistein ( NAC33 mM) içeren 

çalıĢma grupları eklenerek bu maddelerin DEP‟in etkilerini nasıl etkileyeceği de 

araĢtırılmıĢtır. Bu hücrelerden elde edilen cDNA örnekleri ile bu hücrelerdeki hücre 

döngüsü ve apoptozisini düzenleyen siklinE, siklin bağımlı kinaz2, siklin-siklin bağımlı 

kinaz inhibitörü P21, transkripsiyon faktörü NF-κB, proto onkogen c-MYC, MAPK 

yolağı düzenleyicileri Jnk2 ve Erk2 genlerinin mRNA ekspresyon seviyeleri RT-PCR 

yöntemiyle çalıĢılmıĢtır. Ayrıca hücrelerin DEP maruziyeti sonrasında enzyme linked 

immunosorbent assay (ELISA) yöntemi ile interlökin (IL)-8 ve granulosit makrofaj 

koloni stimule edici faktör (GM-CSF)  salınımı araĢtırılmıĢtır. ÇalıĢma sonucunda 

DEP‟in insan primer bronĢ epitel hücreleri ve akciğer alveol hücre dizileri olan A549 

hücrelerinin hücre döngüsü ve apoptozisini düzenleyen genlerin mRNA ekspresyon 

seviyelerinde önemli değiĢiklikler meydana getirebileceğini destekleyen sonuçlar 

bulunmuĢtur. 

 

 

Anahtar sözcükler: A549 hücreleri, Dizel egzoz parçacıkları, Gen ifadesi, Hücre 

döngüsü ve apoptozis, Primer bronĢ epitel hücreleri 
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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 g/ml DEP ve 100 g/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 g/ml DEP. Besides, study groups which include JNK and 

ERK inhibitories (10 μM, 33 μM) and n-acetylcysteine (NAC33 mM) in the substances 

of 50 g/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- Κb, 

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 mRNA, 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  
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1.GĠRĠġ 

 

 

Hava Kirliliği; soluduğumuz dıĢ havada kükürt dioksit (SO2), partiküler madde (PM), 

nitrojen oksitleri ve ozon (O3) gibi kirleticilerin çevre ve sağlık üzerinde olumsuz 

etkileri yapacak düzeylerde olması Ģeklinde tanımlanabilir. Bu kirlilik atmosferde doğal 

süreçleri bozmakta ve toplum sağlığını olumsuz yönde etkilemekte olup, dünyada son 

30 yıldır hava kirliliği düzeyleri düzenli olarak izlenmesine ve mücadele edilmesine 

rağmen, özellikle büyük metropollerde kirlilik düzeyleri halen güvenli kabul edilen 

sınırların üzerinde seyretmektedir (1). Dünyada hava kirletici emisyonlarında 2030 

yılına kadar beĢ katlık bir artıĢ beklenmektedir (1). Özellikle geliĢmekte olan bölgelerde 

hızlı kentleĢme ve enerji tüketiminin artıĢı ile birlikte kirlilik de artmaktadır. Son 

yıllarda evlerde ve endüstiyel tesislerde kullanılan gaz ve yakıtların artması sonucu 

solunabilir partikül madde, nitrojen oksit ve atmosferik hidrokarbon deriĢikliklerinin 

yükselmesiyle hava kirliliği önemli derecede artmaya devam etmektedir (1). 

PM‟lerin bileĢimine bakıldığında birden fazla kirleticiden ibaret olduğu, aerosol, 

duman, is, yanma ürünleri, toz, deniz tuzu ve polen gibi maddelerden oluĢtuğu 

görülmektedir (2). Solunum yollarına alınan PM‟in 10μm‟ den büyük kısmı burun ve 

nazofarenkste tutulmakta, 10 mikrondan küçük kısmı ise bronĢlarda birikirken, 1-2 

mikron çapındakiler. alveollerde toplanmakta, 0.5 mikron çapındaki partiküller ise 

alveollerden intrakapiller aralığa sızmaktadır (2). Gaz kirleticilerden SO2 burun ve 

farenkste elimine edilirken, suda çözünür olmayan gazlardan O3 ve NO2 solunum 

sisteminin derinliklerine ulaĢabilmektedir. Karbon Monoksit (CO) ise alveoler kapiler 

zardan sızarak hemoglobine bağlanmaktadır (2). 

Kentsel alanlarda havada uçuĢan partiküler maddenin çok önemli bir kısmını dizel 

yakıtlarının yanması ile dıĢarıya salınan dizel egzoz partikülleri (DEP) oluĢturmaktadır 

(3). Tipik DEP binlerce organik ve inorganik bileĢenlerin oluĢturduğu esas itibariyle 

karbonlu parçalar içerir (4). Organik bileĢenler; aromatik hidrokarbonlar, nitro aromatik 

bileĢikler, aldehitler ve heterosiklik bileĢiklerden oluĢur (4). DEP‟e maruziyetle, kronik 

obstrüktif akciğer hastalığı (KOAH), Ģiddetli astım, solunum hastalıklarına hassasiyetin 

artması ve pulmoner inflamasyonlar gibi çok ciddi sağlık problemleri arasında yakından 

iliĢki vardır (5). Bununla birlikte DEP‟nin bağlı oluĢan akciğer hastalıklarının 
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mekanizması tam olarak açıklanamamıĢtır (5). Oksidatif stresin DEP iliĢkili solunum 

sistemi toksititesinde önemli rol oynadığı düĢünülmektedir (6).  Hidrojen peroksit ve 

süperoksit radikal içeren reaktif oksijen türleri oksidatif stres ve inflamasyonun yanında 

DNA protein ve yağlarda hasara neden olabilir (6). 

Hücreler oksidatif strese cevap olarak inflamasyon ve hücre korumasını içeren genlerin 

ekspresyonuyla çeĢitli sinyal yolaklarını aktif hale geçirirler. Bu yolaklar arasında MAP 

kinaz yolağı önemli yer tutar (7). Ġnsan havayolu epitelyum hücreleriyle yapılan 

çalıĢmalarda DEP „in MAP kinaz ailesini fosforilasyon yolu ile aktif hale getirerek NF-

кB ve AP-1 gibi transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonuna neden olduğu 

düĢünülmektedir (8). Bu moleküller sitokin ve kemokin türlerinin genlerini kodlayan 

özendirici bölgelerine bağlanarak onların ekspresyonlarını artırırlar (8). 

Solunum sistemini hava yolu ile alınan zararlılara karĢı koruması ve metabolik olarak 

aktif bir bariyer rolü oynaması nedeniyle, hava kirleticilerinin solunum yolu epiteli 

üzerindeki etkileri yoğun araĢtırma konusu olmuĢtur. DEP ile yapılan çalıĢmalarda, bu 

parçacıkların hem sağlıklı hemde astımlı bireylerin bronĢ epitelyum hücre kültürlerinin 

silya titreĢim frekansını durdurduğu gösterilmiĢtir (11). Diğer bir çalıĢmada ise DEP‟in 

akciğer alveol hücre dizilerinin (A549) hücre çoğalmasını artırdığı gösterilmiĢtir (11). 

DEP‟in bu etkiyi hücre döngüsünü hızlandırarak ve apoptozisini baskılayarak 

gerçekleĢtirdiği düĢünülmektedir (11). DEP‟in bu etkisinin N-asetil sistein ve çeĢitli 

hücre içi sinyal iletim yolu engelleyicileri tarafından baskılandığı gösterilmiĢtir (11). 

Genetik yapısı hasara uğrayan hücrenin apoptozisinde önemli iĢlevi olan p21 proteinin 

gen ifadesine bakıldığında da, DEP‟in bu proteinin gen ifadesini baskıladığı 

bulunmuĢtur (12).  

P21 hücre döngüsü boyunca kritik öneme sahiptir. Siklin-siklin bağlı kinaz bileĢenini 

engelleyerek hücre döngüsü geçiĢlerini kontrol eder (9). Tümor baskılayıcı 

transkripsiyon faktör p53, p21 gen ifadesinin güçlü bir düzenleyicisidir (9). P21‟in 

DNA tamiri apoptozis ve hücre çoğalması gibi fizyolojik fonksiyonları vardır (10). P21 

gen ifadesinin artıĢı ile hücre büyümesi durdurularak DNA hasarı tamir edilir (10). 

Bu çalıĢmada insan bronĢ epitel hücreleri ve akciğer alveol hücre dizileri olan A549 

hücreleri kullanılmıĢtır. DEP‟in bu hücrelerdeki hücre döngüsü ve apoptozisini 

düzenleyen siklinE, siklin bağımlı kinaz2, siklin-siklin bağımlı kinaz engelleyici P21, 
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transkripsiyon faktörü NF-κB, proto onkogen c-myc,  MAPK yolağı düzenleyicileri 

Jnk2 ve Erk2 genlerinin gen ifade seviyeleri RT-PCR yöntemiyle çalıĢılmıĢtır. Ayrıca 

insan bronĢ epitel hücrelerinde enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) yöntemi 

ile interlökin (IL)-8 ve granulosit makrofaj koloni stimule edici faktör (GM-CSF) 

aracılarının salınımı araĢtırılmıĢtır. 

Bu çalıĢmanın dizel egzoz partiküllerinin solunum yolları ve akciğerler üzerine olan 

olumsuz etkilerinin araĢtırılmasına katkı sağlayacağı düĢünülmektedir. 

Aynı zamanda hava yolları epitel hücrelerinin yaĢamında ve ölümünde DEP‟in yol 

açtığı etkilerin altında yatan mekanizmaları aydınlatmaya katkıda bulunacağı 

düĢününülmektedir. Ayrıca DEP‟in kronik obstrüktif akciğer hastalığı  (KOAH) gibi 

kronik hava yolu hastalıklarının patogenezindeki etkileri hakkında yeni bir fikir 

vereceği düĢünülmektedir.  
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

 

2.1. Solunum Hücre Biyolojisi 

Solunum sisteminde hava yolları; akciğer ile dıĢ ortam arasında hava taĢınmasını 

sağlayan kanallar sistemini oluĢturmaktadır (13). Bu kanalların görevi; içinden geçen 

havanın gidip gelmesini sağlamak ve dıĢ ortamdan vücut içine alınan havayı uygun hale 

getirmektir (13). Bu kanallar sisteminin önemli kısmını oluĢturan trakea ve bronĢlar 

kendilerine has epitelyum dokusuna sahiptir (13). Hava yollarının epitelyum tabakası 

hava yolları ile alınan toksik ve bulaĢıcı etmenlere karĢı birincil savunma engelini 

oluĢturur (14). Bu hücreler aynı zamanda çeĢitli metabolik iĢlevlere de sahiptir (14) .  

Trakea ve ana bronĢlar belirgin bir bazal lamina üzerine oturan yalancı çok katlı silli 

silindirik epitelyum ile örtülüdür (14). Burada birçok hücre tipi ayırt edilebilir. 

Lümenden bazal laminaya uzanan bu hücrelerin önemli kısmını sili prizmatik hücreler 

oluĢturur (14). Goblet hücreleri sayıca fazla olup silya bulundurmayan, bazal lamina ve 

lümenle iliĢkili hücrelerdir. Bazal hücreler bazal lamina üzerine oturur ve lümene kadar 

uzanmazlar. Trakeanın epitelyum örtüsünde ayrıca endokrin hücrelerde bulunur. Bu 

hücreler küçük granülleri ile epitelyumun bazal bölümü içinde görülebilir ve toplam 

hücre popülasyonunun yaklaĢık %8‟ini oluĢtururlar (14). Memeli solunum yolları 

özelleĢmiĢ görevleri olan çok çeĢitli hücreler ile kaplıdır (14). Bu hücrelerin görevleri 

akciğer sıvı dengesinin ayarlanması solunan hava ile alınan ajanların metabolize 

edilmesi ya da temizlenmesi, yaralanma ve hasar durumunda inflamatuar sistemin 

harekete geçirilmesinden ve hava yolları düz kas hücrelerinin fonksiyonlarının 

düzenlenmesinden sorumludur (14). 

2.1.1. Epitelyumun anatomisi 

Ġnsan solunum sistemi epitelyumu en az sekiz çeĢit farklı hücreden oluĢmaktadır (16). 

Ancak moleküler yapıları, iĢlevleri ve biyokimyasal özellikleri ele alındığında bazal, 

silyalı ve salgı hücreleri olmak üzere temel olarak üç gruba ayrılır (16).  
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ġekil 1. Solunum epiteli. Goblet hücreleri silli hücrelerin üzerini örten örtüyü oluĢturan mukusu 

salgılar. Sillerin düzenli ve iĢbirliği halindeki ritmik hareketleri, yapıĢan artıkları taĢıyan 

mukusu hava yollarından dıĢarıya süpürür (17). 

 

2.1.1.1. Silyalı hücreler 

Hava yollarını kaplayan epitelyum hücrelerinin büyük bir kısmını silli silindirik 

yapıdaki epitelyum hücreleri oluĢturur (17). Bu hücreler solunum yolları daraldıkça 

kübik Ģekil alırlar ve alveollerde görülmezler (17). Büyük solunum yollarında küçük 

solunum yollarına göre daha çok sayıda silli hücre vardır (17). Silyalı epitelyum 

hücreleri hava yollarının yaklaĢık olarak %50‟sini kaplayan önemli hücre grubudur. Bu 

hücreler ya bazal ya da salgı hücrelerinden köken alırlar (17). Bu hücrelerin apikal 

yüzeyinde yer alan sil denen tüysü yapılar zararlı parçacıkları akciğerlerden uzaklaĢtıran 

mukosiliyer transportta yer alırlar (17). Siller aynı yönde uyumlu bir biçimde hareket 

ederler (17). Tipik olarak bir hücre yaklaĢık olarak 200-300 adet silya taĢır (15).  Siller 

senkronize olarak saniyede 12-16 defa titreĢir ve bu titreĢim Hertz (Hz) olarak ifade 

edilir (15).  BronĢ epitelyum dokusu ile yapılan çalıĢmalar, in vitro kültür ortamında 

silyalı bronĢ epitelyum hücre elde edilebileceği ve silya titreĢim frekansının sağlıklı ve 

astımlı hücreler arasında farklılık göstermediğini ortaya koymuĢtur (15). Bu hücrelerin 

apikale bakan yüzeylerinde silya hareketinde kullanılan enerjiyi temin etmek için bol 
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miktarda mitokondri bulunur (14).  Bu hücrelerin temel görevi mukusu ve içindekileri 

akciğerden uzaklaĢtırmaktır (14).  

 

A B 

ġekil 2. Ġnsan bronĢ epitel hücrelerinin elektron mikroskobik görünümü A= x30.000, 

B=x56.000 büyütme (25) .  

2.1.1.2. Mukus (goblet) hücreler 

Mukus hücreleri salgıladıkları salgı maddeleri ile hava yollarına giren yabancı nesneleri 

yakalarlar (14). Mukus siyalik asit içerikli glikoprotein yapısında olduğundan 

viskoelastik bir yapıya sahiptir ve bu yapı silyaların hareketini kolaylaĢtırır (14). Hava 

yolu epitelyumu solunum havası ile alınan birçok parçacık ve mikroorganizmaya karĢı 

savunma bölgesidir (18). Birçok parçacık ve mikroorganizma ile ilk temas epitelyum 

dokusunda gerçekleĢir (18). Bu nedenle epitelyum dokusunun hem patojenlere karĢı 

engel olması hem de hava yolu ile alınan parçacıkların solunum kanallarından 

uzaklaĢtırılması gerekmektedir (18). Hava yollarında bu görevi mukus sağlar. Mukus 

havayolu epitelyumunda bulunan goblet hücrelerinden salınır (18). Goblet 

hücrelerinden salınan mukus silya hareketleri yardımıyla mukusu akciğerlerden dıĢarı 

süpürür (18). Havayollarının goblet hücreleri tarafından salınan mukus ile etkili bir 

Ģekilde temizlenebilmesi için bu hücrelerden salınan mukusun viskozitesi ve miktarı 

çok önemlidir (19). Goblet hücreleri tarafından salgılanan mukus silyaları kaplayacak 

Ģekilde yaklaĢık 5µm kalınlıkta viskoelastik bir katman oluĢturur (19). 

 

 

 



9 

 

2.1.1.3. Bazal hücreler 

Epitel dokusu içerisinde bulunan bazal hücrelerin trakeobranĢiyal epitelyumun bazal 

laminaya tutunmasını sağlamak ve epitelyumda kök hücre olarak görev yapmak üzere 

iki temel görevi vardır (20). Epitel dokusunda bulunan bazal hücreler ağırlıklı olarak 

geniĢ solunum yollarında bulunan büyük çekirdekli hücrelerdir ve bu hücreler diğer 

epitelyum hücrelerine farklılaĢırlar (20). Bazal hücreler solunum epitelyumunda kök 

hücre görevi görerek diğer hücrelere kaynak oluĢtururlar (20). Yapılan çalıĢmalarda 

solunum yollarında bulunan epitelyum kalınlığı ile epitelyumda bulunan bazal hücre 

sayısı arasında iliĢki olduğu gösterilmiĢtir (21). Bazal hücreler solunum yollarında kök 

hücre gibi davranarak silyalı ve klara hücrelerine dönüĢürler (22). Bazal hücreler aynı 

zamanda havayolları epitelyum dokusunun bazal zara tutulmasından sorumludur (23). 

Bazal hücreler bazal lamina ile silindirik epitelyum hücreleri arasında desmozom, 

hemidesmozom ve hücre iskelet mekanizmasını kullanarak bağlantı sağlar (23).  

2.1.2. Hava yolu epitelinin görevleri 

Klasik olarak hava yollarında bulunan epitelyumun görevi dıĢ çevre ile akciğer dokusu 

arasında bir engel oluĢturmak ve solunum yollarının iĢlevlerini düzenlemektir (14).  

Epitel dokusunda bulunan çeĢitli hücrelerin ürettiği aracılar ve kimyasal ajanlar bazal 

membran ve üzerinde taĢıdığı epitelyumu uyararak hava yollarının iĢlevlerini 

etkilemektedirler (14). Epitelyum çok miktarda ve çeĢitli aracı lipidler, büyüme 

faktörleri, kemokin ve sitokin üretir (15). Herhangi bir nedenle, inflamatuar aracıların 

(sitokin, kemokin) epitelyum tarafından anormal üretimi astım gibi alerjik hava yolu 

hastalıkları ve kronik obstruktif akciğer hastalığı (KOAH) gibi kronik hava yolu 

hastalıklarının geliĢiminde oldukça önemli role sahiptir (41). ÇalıĢmalar astımlı 

bireylerden elde edilen bronĢ epitelyum hücrelerinin, sağlıklı hücreler ile 

karĢılaĢtırıldıklarında anlamlı olarak daha yüksek oranlarda inflamatuar sitokin ve 

adezyon molekülü salgıladıklarını göstermektedir (41). 

ÇalıĢmalar hava yolu epitelyum hücrelerinin fosfolipaz aktivitesi ile üretilen yağ asit ara 

ürünlerini önemli oranda içerdiklerini göstermiĢtir (24). Epitel hücreleri aynı zamanda 

yüksek oranda siklooksijenaz ve lipooksijenaz aktivitesine sahip olup, araĢidonik asitten 

pro-inflamatuar aktiviteleri olan bir dizi ekosonoid sentezlemektedirler (24).  
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Tablo 1. BronĢial epitel hücreleri tarafından üretilen moleküller ve bunları uyaran moleküller 

(14) 
Moleküller Uyarıcı moleküller 

Lipidler 

PGE2 Leukotrienes, bradykinin, O3 

PGF2x, TXB2 PAF 

LtC4, LtD4 LtE4 9-HODE, B-HODE ET-1, histamin 

Cytochrome P450-derived acosanoids O3, PAF 

IL-1, TNFα IL-6, IL-11, LIF IL-10 Virüsler, IL-1b, TGFβ 

Sitokinler IL-8, GRO-α, GRO-8 TNFα, IL-1β, virüsler, 

Kemokinler 

Rantes TNFα, allerjen, rhinovirüs 

Mip-1α  

MCP-1,4 TNFα, IL-1β 

Eotaxin-1, -2 Rhinovirüs 

TGFβ EGF, IL-1β, hipoksi 

Büyüme Faktörleri 

EGF (family)  

PDGF  

GM-CSF, CSF-1, G-CSF IL-4, IL-13 

IGF, bFGF TGFβ, IL-1β 

Collagen I, IV  

Hücre dıĢı matriks 

proteinleri 

FN, LN, Hyaluronan Damage, EGF 

CD44 PDGF 

mmp-1, -2, -3 TNFα, PMA 

mmp-9, matrilysin (mmp-7) Bakteri 

TIMP-1, -2 TGFβ 

Endotelin 
Endotoxin, pro-inflammatory 

cytokines, IL-6, TGFβ 

Peptid Aracılar ICAM-1 IL-1b, TNFα 

Adezyon Molekülleri 
Ep-CAM  

E, N, C-cadherins  

Ġntegrinler 
α1,2,3,4,5,6,8,9 EGF 

β1,4,6,8  

Gazlar NO, CO IL-1β, Allergen, TNFα, LPS 

Diğerleri Oksijen radikalleri  

 

2.1.3. BronĢ epitel hücrelerinin elde edilmesi ve kullanılan yöntemler 

BronĢ epitel hücreleri, baĢta solunum yoluyla alınan aracılar ve hava yollarına yönelik 

zararların etkilerini araĢtırmak ve hava yolu hastalıklarının patogenezini araĢtırmak 

amacıyla yaygın olarak kullanılmaktadırlar (25). Bu amaç için insan bronĢ epitelyum 

hücreleri (BEH) çeĢitli yöntemler kullanılarak izole edilebilir ve kullanılabilir (25). 

 

2.1.3.1. Fırçalama yöntemi ile BEH elde edilmesi 

BronĢ epitelyum hücrelerinin elde edilmesi için kullanılan yöntemlerden birisi fırçalama 

yöntemidir. Bu yöntemde bronkoskopi yardımı ile ana bronĢlara fırçalama uygulanır, 

elde edilen hücreler daha sonra kollajen ile kaplı kültür kaplarına alınır (25). Kültür 

kaplarına alınan hücreler serumsuz, hormonla zenginleĢtirilmiĢ, penisilin ve 
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streptomisin içeren vasatta 37°C‟de, % 5 CO2 „li nemlendirilmiĢ ortamda inkübe edilir 

ve yeterli hacime ulaĢan kültürler yapılacak çalıĢmalar için hazır hale gelirler (25). 

 

2.1.3.2. Primer eksplant (çıkartılan parça) tekniği ile BEH elde edilmesi 

BronĢ epitelyum hücrelerinin elde edilmesi için kullanılan bir diğer yöntem ise primer 

eksplant tekniğidir (25). Lobektomi veya pnömonektomi uygulanan hastaların cerrahi 

eksplantında bulunan bronĢlardan diseksiyon mikroskopu yardımıyla bronĢ epitelyum 

tabakası ayrılır (25). Ayrılan bu parçalar 1-2 mm
3 

veya 0.5-1 mm
3 

büyüklüğünde 

parçalara ayrılır (25).  Elde edilen bu eksplantlar antibiyotik içeren hücre kültür 

vasatıyla en az üç kere yıkanır (25). Primer hücre kültür kaplarına her kapta 7-9 

eksplant olacak Ģekilde konulur (25). Her üç günde bir kültür vasatı değiĢtirilerek 

hücrelerin çoğalması beklenir (25). Kültürler 2-3 haftanın sonunda yapılacak çalıĢmalar 

için kullanıma hazır hale gelirler (25). 

 

ġekil 3. Yedinci günde, kültür ortamında doku eksplantı ve çevreye doğru çoğalan insan bronĢ 

epitel hücreleri (Hoffman Modulation Contrast IĢık Mikroskopu) 

 

2.1.4. Alveol epitelyum hücreleri 

Akciğerin iç yüzey alanını kaplayan alveol epitelyum; alveolar tip 1 (AT1) ve alveolar 

tipII (ATII) hücrelerinden oluĢur (26). ATI ve ATII hücrelerinin morfoloji ve 

fonksiyonları birbirinden farklıdır (26). ATI hücreleri CO2 /O2 değiĢiminin yapıldığı 

büyük ve yassı hücrelerdir (26). Bu hücreler alveolar yüzeyin yaklaĢık %95‟ini, alveolar 

epitelyumun yaklaĢık %40‟ını ve bütün akciğer hücrelerinin yaklaĢık %8‟ini 
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oluĢtururlar (26). Son yapılan çalıĢmalar ATI hücrelerinin alveolar sıvı dengesi ve su 

geçirgenliğinde önemli bir rol oynadığını göstermiĢtir. Buna karĢılık ATII hücreleri ATI 

hücrelerine göre daha küçük ve kübik yapıdadır (27). ATII hücreleri alveolar yüzeyin 

yaklaĢık %5‟ini, alveolar epitelyumun yaklaĢık %60‟ını ve akciğer hücrelerinin yaklaĢık 

%15‟ini oluĢturur (27). ATII hücreleri sürfaktan sentez, salınım ve depolamasında 

görev alır (28). Bunun yanında dokuların içinde bulunan alveolar sıvıya iyon transferi 

yapar (28). ATII hücreleri akciğer hasarından sonra epitelyumdaki hasarı düzeltmek için 

ATI hücrelerine dönüĢebilir (28). Ayrıca fötal akciğer geliĢimi boyunca bu dönüĢüm 

gerçekleĢebilir (28). ATII hücrelerinden sentezlenen proteinlerdeki genetik mutasyon ya 

da eksiklik ciddi akciğer hastalıklarına neden olabilir (28). 

2.1.5. Hava yolu epitel hücre hatları 

Herhangi bir doku veya organdan alınacak numune hemen her zaman birden fazla hücre 

tipini bir arada bulundurmaktadır (33). Eğer hücreler kompakt bir dokunun içinde yer 

alıyorsa önce etrafındaki dokudan ayrıĢtırılması gerekir (33). AyrıĢtırılan bu hücrelerin 

kültür ortamında çoğalmaları sonucu ortaya çıkan hücre kültürlerine, birincil hücre 

kültürü denilmektedir (33). Ancak omurgalı canlıların çoğunun hücreleri belli sayıdaki 

bölünmeden sonra çoğalamaz (33). Örneğin insan fibroblastları kültür ortamında 25-50 

kez bölünürler (33). Bu özellikten dolayı birincil hücre kültürü ile elde edilen hücreler 

belli sayıda bölünme özelliğine sahiptir (33). Bununla beraber, laboratuar ortamında bu 

hücreler telomerazlarının katalitik alt ünitelerini kodlayan gen ile bir araya getirilerek 

sınırsız üremeleri sağlanabilir (33). Böylece genetik değiĢiklik sonucu sonsuza dek 

bölünme özelliği kazanan hücrelere ölümsüzleĢtirilmiĢ (immortalize) hücreler 

denilmekte ve kültür ortamında hücre hatları (cell line) olarak adlandırılmaktadır (33). 

Bu hücreler laboratuar ortamında istenilen miktarlarda çoğaltılıp kullanılabilirler (33). 

Hücre hatlarının en önemli özelliği kolay temin edilebilmeleridir (33). Bir kez elde 

edildiklerinde dondurulmak suretiyle ihtiyaç halinde çoğaltılarak kullanılabilirler (33). 

American Type Culture Collection (ATCC) gibi kurumlardan ücret karĢılığında bu 

hücre hatları elde edilebilmektedir (33). En önemli istenmeyen özellikleri ise genetik 

yapıları değiĢtirilmiĢ hücreler oldukları için bünyede sahip oldukları genotipik ve 

fenotipik özelliklerinin tamamını taĢımazlar (33). 
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2.1.5.1. A549 hücreleri 

Ġnsan akciğer epitelyum karsinoma hücreleri olan A549 hücre dizileri tipII alveolar 

epitel hücrelerine (ATII) benzer özellikler göstermektedir (28). Bu hücreler, 1972 

yılında Giard D.J. ve arkadaĢları tarafından 58 yaĢında, beyaz kafkas ırkından bir 

erkeğin kanserli doku eksplantından elde edilmiĢtir (28).  

A459 hücreleri yapısında keratin bulundurur (28). Keratin varlığı immünoperoksidaz 

boyama ile gösterilebilir (28). Bu hücreler lesitin sentezleyebilir ve yüksek oranda 

doymamıĢ yağ asiti içerirler (28). Bunlar sitidin-difosfokolin yolağı tarafından kullanılır 

ve hücrelerin fosfolipit zarının korunmasında önemlidir (28). 

2.2. Hava Kirliliği 

Hava kirliliği; soluduğumuz dıĢ havada kükürt dioksit (SO2), partiküler madde (PM), 

nitrojen oksitleri (NOx) ve ozon (O3) gibi kirleticilerin çevre ve sağlık üzerinde olumsuz 

etkileri yapacak düzeylerde olması Ģeklinde tanımlanabilir (34). Bu kirlilik atmosferde 

doğal süreçleri bozmakta ve toplum sağlığını olumsuz etkilemekte olup, dünyada son 30 

yıldır hava kirliliği düzeyleri düzenli olarak izlenmesine ve mücadele edilmesine 

rağmen özellikle büyük metropollerde kirlilik düzeyleri halen güvenli kabul edilen 

sınırların üzerinde seyretmektedir (34). Hava kirliliği, dünya genelinde özellikle 

endüstriyel tesislerden, konutlarda ısınma amaçlı yakıt tüketiminden ve motorlu taĢıt 

egzozlarından kaynaklanmaktadır (1). Günümüzde hava kirliliği ülkelerin sanayi 

geliĢimlerine paralel olarak insan sağlığını tehdit eden en büyük problemlerden biri 

haline gelmiĢtir. 1980‟ li yıllara kadar dünyada 1,3 milyar kiĢinin hava kalite 

standartlarının üstünde kirlilik içeren Ģehirlerde yaĢadığı saptanmıĢtır (1). Dünyada hava 

kirliliğinin 2030 yılına kadar beĢ katlık bir artıĢ göstereceği beklenmektedir (1). 

Özellikle geliĢmekte olan bölgelerde hızlı kentleĢme ve enerji tüketiminin artıĢı ile 

birlikte hava kirliliği de artmaktadır (1). 

2.2.1. Hava kirleticileri 

19. yüzyılın sonlarında kömür, petrol gibi fosil yakıtların enerji üretimi için 

kullanımının önemli ölçüde artması sonucunda SO2, CO2, ve partiküler madde gibi 

kirleticilerin atmosferdeki konsantrasyonları da giderek artıĢ göstermiĢ, bu artıĢ bilhassa 
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20. yüzyılın ikinci yarısından sonra küresel ölçekte hava kirliliğinin önemli derecede 

artıĢına neden olmuĢtur (35). 

2.2.1.1. Kükürt dioksit (SO2) 

Kükürt dioksit (SO2), renksiz, keskin kokulu reaktif bir gaz olup kömür, petrol gibi 

kükürt içeren yakıtların özellikle enerji santralleri ve endüstride yakılması sonucu açığa 

çıkmaktadır (36). Genel olarak, en yüksek SO2 deriĢiklikleri, büyük endüstriyel 

kaynakların yakınında bulunur. Kükürt dioksit atmosferde taĢınma sırasında sülfürik 

aside dönüĢebilmektedir (36). Günümüzde sadece New York Ģehrinden yılda 1,5 milyon 

ton kükürdün atmosfere verildiği ABD‟de yılda yaklaĢık 26 milyon ton kükürt, 

Ġngiltere‟de ise yılda yaklasık 6 milyon ton SO2 atmosfere salınmaktadır (36). Tüm 

dünyada ise yılda yaklaĢık olarak 80 milyon ton SOx atmosfere verilmektedir (36). Bu, 

dünya SO2 deriĢikliklerini her yıl 0,006 ppm olarak arttırtmaktadır (36). Asit ve sülfatlar 

yağıĢ yolu ile ancak 43 günlük bir süre içerisinde atmosferden uzaklaĢtırılmaktadır (36). 

SO2 ile yapılan hayvan çalıĢmalarında, yüksek deriĢikliklerinin havayolu epiteline zarar 

verdiği, siliyer taĢınımını yavaĢlattığı, bronkokonstriksiyon ve ödem meydana getirdiği 

görülmüĢtür (41). Ġnsan çalıĢmalarında ise, astımlıların SO2‟ye daha hassas oldukları ve 

SO2‟nin artan deriĢiklikleri ile FEV1‟deki düĢmenin iliĢkili olduğu görülmüĢtür (41).  

2.2.1.2. Ozon (O3) 

Ozon, güçlü bir oksidatif ajan olup, troposfer tabakasında güneĢ ıĢınları ile NO2 ve 

hidrokarbonların yer aldığı bir dizi karmaĢık reaksiyon sonucu oluĢmaktadır (15). 

NO2 + h → NO + O (1), O + O2 → O3 (2), NO + O3 → NO2 +  O2  

Ozonun kent merkezlerindeki düzeyi, trafiğin oluĢturduğu NOx‟lerin O3‟ü tutması 

sonucu, kırsal kesimlerdeki düzeyine göre daha düĢük olabilmektedir (38). 

O3, sistemik inflamatuar yanıt ile akciğer fonksiyonlarında bozulma gibi etkilerle 

pulmoner sistem yanında, ateroskleroz geliĢimine sebep olarak kardiyovasküler 

sistemde de zararlı etkilere neden olduğu görülmüĢtür (37). 

O3 ile yapılan laboratuvar kabin çalıĢmalarında, bu gazın akut inhalasyonunun sağlıklı 

kimselerde ve daha belirgin olarak da astımlılarda çeĢitli solunum sistemi 

semptomlarına neden olduğu ve solunum fonksiyon testleri (SFT)‟nde obstrüksiyon ile 

uyumlu birtakım değiĢikliklere yol açtığı gösterilmiĢtir (38). Hava kirleticilerinin bronĢ 



15 

 

reaktivitesi üzerine etkilerini araĢtıran çalıĢmalarda, değiĢik dozlardaki O3 ve NO2‟ye 

maruziyet, hafif astmatiklerin inhale ettikleri allerjene gösterdikleri cevabı artırmıĢtır 

(38). Son zamanlarda yapılan bir çalıĢmada, tekrarlayan O3 maruziyetinin astımlıların 

semptomlarında artıĢa ve solunum fonksiyonlarında bozulmaya yol açtığı saptanmıĢtır 

(34). O3 ile yapılan insan çalıĢmalarında, astımlı gönüllülerin hava yolu sıvılarında 

eozinofil ve eozinofil ürünlerinin arttığı saptanmıĢtır (34). Ozonun, ayrıca insan ve 

hayvanlarda allerjenlere duyarlılığı arttıran lg E sentezini arttırdığı görülmüĢtür (39).  

O3‟nun astımlı hastaların bronĢ mukozasında inflamatuvar sitokin salınımını artırdığı 

bulunmuĢtur (40). Sağlıklı ve astımlı gönüllülerden elde edilen bronĢ epitel hücre 

kültürleri değiĢik deriĢikliklerde O3‟a maruz bırakıldığında, bu gazın sadece astmatik 

kültürlerin geçirgenliğini artırdığını bulunmuĢtur (41). Diğer yandan bu gaz hem 

sağlıklı hem de astımlıların hücre kültürlerinden inflamatuar aracı salınımını artırırken, 

astımlılardaki artıĢın daha belirgin olduğu bildirilmiĢtir (42). O3 ile yapılan in vitro 

çalıĢmalarda, bu gazın insan akciğer fibroblast hücre hatlarında hyaluronan gibi 

inflamatuar aracıların sentezini artırdığı bildirilmiĢtir (43). Diğer yandan, bu gaza 

maruziyet sonrasında makrofaj benzeri hücreler ve bir insan bronĢ epitel hücre hattı 

(BEAS-S6) ile birincil bronĢ epitel hücrelerinden (BEH) platelet aktive edici faktör 

(PAF) yapımı artmaktadır (43). Bir baĢka çalıĢmada, 0.4 ppm (parts per million 

[milyonda bir]) O3‟nun alveolar makrofajlardan interlökin (IL)-1 β, IL-6, IL-8 ve tümör 

nekrozis faktör (TNF)- α salınımını anlamlı olarak artırdığı bulunmuĢtur (43).  

2.2.1.3. Nitrojen oksitler (NOx) 

NOx‟ler, büyük oranda fosil yakıtların santrallerde (ısı ve elektrik üretimi) ve motorlu 

araçlarda yakılması sonucu ortaya çıkmaktadır (38). NO ve NO2 Ģeklindeki atmosferik 

deriĢikliklerinin birleĢik değeri NOx ile temsil edilmektedir (38). DıĢ atmosfer 

koĢullarında NOx, O3 gibi oksidanların etkisiyle hızla NO2‟ye dönüĢmektedir. NO2, 

karakteristik keskin kokusu olan kırmızımsı kahverengi bir gazdır ve güçlü bir 

oksidandır (38). İn vitro çalıĢmalar, NO2‟nin ozondan daha az olmak üzere oksidan 

yolakları aktive ettiğini doğrulamıĢtır (38). 

Yapılan çalıĢmalarda, NO2‟nin artmıĢ düzeylerinin astımlı hastalarda ve daha belirgin 

olarak bütün solunum sistemi rahatsızlıklarına bağlı ölüm riskinde artıĢlara neden 

olduğu görülmüĢtür (38). NO2 çalıĢmalarında, bu gazın soluklanmasının sağlıklı 

kimselerin mukosiliyer eĢik değerini azalttığı ve akciğer sıvılarında lenfosit, mast 
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hücreleri, polimorfonükleer lökosit (PNL) ile çeĢitli inflamatuar aracıların düzeylerinde 

artıĢa yol açtığı gösterilmiĢ, astımlıların bu etkilere karĢı daha duyarlı oldukları 

bildirilmiĢtir (38). 

2.2.1.4. Partiküler madde (PM) 

Havada bulunan parçacıklar, önemli çevresel etkileri dolayısıyla izlenmesi ve kontrol 

edilmesi gereken bir hava kirletici grubudur (65). Özellikle havada uzun süre askıda 

kalabilen 10 mikrondan küçük parçacıklar (PM10) ve solunum yollarına ulaĢabilecek 

büyüklükteki parçacıklar (PM2,5) dünyada son yıllarda hızla artan sayıda çalıĢmaya 

konu olmuĢtur (65). 

2.2.1.4.A. Dizel egzoz parçacıkları (DEP) 

Özellikle dizel motorların kullanıldığı kentsel alanlarda, dizel egzoz parçacıkları (DEP) 

muhtemelen havadaki PM‟nin ana bileĢenini oluĢturmaktadır (66). DEP kirliliği, 

verimliliği ve maliyetinin düĢük olması nedeniyle dizel kullanan motorlu araç 

sayısındaki artıĢ sonucunda ciddi bir sorun halini almıĢtır (67). Dizel araç egzozundan 

çıkan atıklar incelendiğinde, karmaĢık bir gaz ve parçacık karıĢımından oluĢtuğu ve 

içinde yüzlerce değiĢik madde bulunduğu görülür (67). Gaz bileĢenler, CO, NOx, 

sülfür, düĢük molekül ağırlıklı hidrokarbonlar (aldehidler,  benzen, poliaromatik  

hidrokarbonlar )‟dan oluĢur (67). Dizel egzozundan çıkan parçacıklarler, elemental 

karbondan oluĢan bir çekirdek ve bu çekirdeğin üzerine yapıĢan organik bileĢikler ile 

küçük miktarlardaki sülfat, nitrat, metaller ve diğer eser elementlerden oluĢurlar (67). 

DEP, küçük çaplı (PM2.5) ve çok sayıda „ultra‟ küçük (çapı 0.1 μm‟den küçük) 

parçacıklardan oluĢur (67). 

Bu tez çalıĢması için kullanılan DEP  Dr. Takano tarafından hediye edilmiĢ olup, kendi 

laboratuarlarında elde edilmiĢtir (Environmental Health Sciences Division, National 

Institute for Environmental Studies, Ġbaraki, Japan). DEP, 10 ton yük altında 1500 

devirde çalıĢan, standart dizel yakıt kullanan 4JB1-tipi, hafif yüklü, dört silindirli, 2.74-

L Isuzu dizel motordan (Isuzu Automobile Co, Tokyo, Japonya) toplanmıĢtır. 
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ġekil 4. DEP‟nin Ģematik diyagramı (67). 

 

2.3. Hücre Döngüsü  (Cell cycle)  ve Programlı Hücre Ölümü (Apoptosis) 

Hücre döngüsü, çoğalmak (prolifere olmak) üzere uyarılmıĢ bir hücrede gerçekleĢen ve 

bir dizi geçici biyokimyasal iĢlevlerin ve morfolojik değiĢikliklerin görüldüğü bir 

süreçtir (29). Bir döngüye giren hücre, morfolojik ve genetik olarak birbirine tıpa tıp 

benzeyen iki hücre oluĢumuyla döngüyü tamamlar (29). Hücre çoğalması hücre 

döngüsü içinde yer alan bazı kontrol noktaları (check-points) tarafından düzenli olarak 

kontrol edilir (29). Hücre döngüsü, çoğalma, farklılaĢma (diferansiyasyon) ve 

programlanmıĢ hücre ölümleri gibi temel hücresel iĢlevleri düzenlediğinden büyüme ve 

doku çevrimi ile yakın iliĢki içinde bulunur (29). Bu düzenleme özelliğinin olması 

organizmadaki hemen hemen her tür fizyolojik (örneğin doku hemostazisi) ve patolojik 

durumlarda (örneğin tümör oluĢumu) hücre döngüsünün ne denli kritik bir öneme sahip 

olduğunu göstermektedir (29). Nitekim kanserlerde hücre döngüsünün düzenleyici 

proteinleri olan siklinler veya siklin-bağımlı kinaz durdurucularının (CDI) düzeylerinde 

anormallikler saptanmıĢtır (29). 

2.3.1. Hücre döngüsü  (Cell Cycle) 

Sürekli bölünen hücrelerde mitozdan sonra siklus G1–S-G2 (interfaz) ve M (mitoz) 

Ģeklinde tekrarlanır (69). Bu süreçte hücre uyarımı ve büyüme meydana gelmekte veya 

bölünme uyarısı almadıkları sürece istirahat fazı G0 da durmaktadırlar (69). G1, S, G2 

fazları (Ġnterfaz) hücre siklusunun %90'nını kapsar ve 16-24 saat sürer (69). Mitoz 

bölünme ise 1-2 saat sürmektedir (69). 
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G1 fazı, hücre döngüsünün süresi açısından en değiĢkenlik gösteren fazıdır. Bu fazın 

süresi döngünün en önemli belirleyicisidir (29). G1 fazında hücreler kendi çevrelerini 

kontrol eder, uyarıları alır ve büyümeyi tetikler (29). Bu fazda DNA sentezi 

(replikasyonu) için hazırlık yapılır (29). RNA ve protein sentezi olur (29). Bu fazda 

hücre ya bölünmek, ya farklılaĢmak, ya da ölmek için karar verir ve bazı genlerde 

değiĢiklikler baĢlar (29). Örneğin, bölünecek hücrede DNA polimeraz veya nükleotid 

sentezinde gerekli olan dihidrofolat redüktaz gibi bazı enzimlerin genlerindeki 

ilerlemeleri takiben bu genlerin ürünleri G1/S sınırında artmaya baĢlar (29). Bu fazda 

gerçekleĢen değiĢiklikler baĢlıca c-fos, c-myc ve c-jun gibi transkripsiyon faktörlerinin 

genlerinde görülür (29). Bu transkripsiyon faktörleri AP1 bölgeleri olarak da bilinen 

düzenleyici DNA dizilerine bağlanırlar. Böylece, AP1 bölgelerini taĢıyan genlerin 

ilerlemesi sonucu siklin ve CDK‟ların iĢlevsellikleri sağlanır (29). 

S fazında, hücre DNA‟sını hızla iki katına çıkarır (29). Hızlı olmasının nedeni, DNA 

iplikçiklerinin birbirinden ayrılması esnasında bazlar, çeĢitli ilaçlar veya mutajenler gibi 

dıĢ ajanların etkisine açık hale gelirler (29). Bu yüzden DNA sentezi bir kez baĢladı mı 

hızla bitirilmelidir (29).  

G2 fazında, bir önceki (S) fazda iki katına çıkan DNA ve kromatin proteinleri 

yoğunlaĢılar ve kardeĢ kromatidler halinde paketlenirler (29). Tamir mekanizmalarından 

kaçmıĢ hasarlı DNA veya replike olmamıĢ DNA bu fazda kontrol edilir (29).  

M fazında, “sister” kromatidler düzgün bir Ģekilde bir hizaya gelirler ve ardından çeĢitli 

aĢamalardan geçilerek (profaz, metafaz, anafaz, telofaz ve sitokinez) hücre ikiye 

bölünür (29). 

2.3.1.1. Siklinler 

Memeli hücrelerinde hücre döngüsünün düzenlenmesinde siklin D, siklin E,  siklin A ve 

siklin B rol oynamaktadır (31). Siklinler (A, B, D ve E) hücre döngüsünün çeĢitli 

fazlarında periyodik olarak bir taraftan sentez edilirlerken diğer taraftan da yıkılırlar 

(31). Bu yüzden de siklinler olarak isimlendirilmiĢlerdir (31). Siklinlerin periyodik 

yapım ve yıkımları, dolayısıyla iliĢkide bulundukları CDK (CDK2, CDK4, CDK5, 

CDK6, CDK7 ve CDK25)‟ların iĢlevlerinin düzenlenmesini sağlar (31). Siklin D, E, G1 

/S fazlarının sınırında geçici olarak sentez edilir ve hücre S fazına girdiğinde hızla 
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yıkılır, Siklin A ve B, S/G2 /M faz geçislerinde sentezlenir, siklin A1 mayoz ve 

embriogenesis de, siklin A2 çoğalan vücut hücrelerinde bulunur (31). Siklin B1‟in siklin 

B2‟nin fonksiyonlarını kontrol ettiği düĢünülmektedir (31). 

 

 

ġekil 5. Memeli hücrelerinde hücre döngüsünde farklı fazlar arasındaki geçiĢlerin siklin-CDK 

bileĢenleri tarafından düzenlenmesi. Farklı siklinler hücre döngüsü boyunca sentezlenirler ve  

farklı CDK‟lar ile birleĢirler (51).  

 

2.3.1.2. Siklin bağımlı kinazlar (CDK) 

Siklin bağımlı kinazlar kendi baĢlarına bulunduklarında iĢlevsizdirler. Ancak, siklinlere 

bağlandıklarında iĢlevleĢir ve böylece iĢlevsel siklin-CDK bileĢenleri meydana gelir 

(29). Siklinler siklin-CDK bileĢenlerinin düzenleyici alt birimleri, CDK'lar ise katalitik 

alt birimleridir (31). CDK, siklin (yapısal proteini) ve kinazdan (enzim) oluĢmaktadır. 

Her bir CDK katalitik alt birimi farklı düzenleyici alt birimle bir araya gelebilir (31). 

Hücre döngüsü boyunca kinaz bileĢenlerinin iĢlevsellik düzeyi değiĢir. Bu nedenle 

hücreler DNA'larını bir kez replike eder ve kromozomların yavru hücrelere uygun 

dağılımı sağlanır (31). CDK‟ların aktiviteleri sadece siklinlerle düzenlenmez ayrıca 

özgün fosforilasyon/defosforilasyona yol açan baĢka yollarla da düzenlenir (31). 
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ġekil 6. Siklin bağımlı protein kinaz (CDK) sistemi (29) 

 

2.3.1.3. Siklin bağımlı kinaz durdurucuları (CDKI) 

Hücre döngüsü durdurucu proteinleri (CDKI) CDK iĢlevini kontrol eder. Bu proteinler 

cyc-cdk bileĢimini ve DNA replikasyonunu durdurur. CDKI'lar hücre döngüsünü 

frenlediklerinden tümör baskılayıcı genlere de adaydır (31). Etkiledikleri CDK ve 

durdurucu mekanizmalarına göre iki farklı CDKI ailesi vardır. Bunlardan ink 4 

ailesinde p15, p16, p18, p19 G1 fazındaki CDK4 ve CDK6'yı bağlayarak cyc-cdk 

bileĢimini engeller. Cip/Kip ailesinde ise p21, p27 ve p57 bulunmaktadır. Cip/Kip ailesi 

cyc-cdk bileĢimini durdurmaktadır (31). 

2.3.2. Hücre döngüsünde kontrol noktaları (Checkpoint) 

Hücre döngüsünün ilerlemesini veya durdurulmasını sağlayan noktalara kontrol noktası 

(checkpoint) denir (30). Bu kontrol noktalarında meydana gelen değiĢiklikler mutant 

hücre çoğalmasına neden olur (30). Hücre döngüsünde bir faz tamamlanmadan sonraki 

faza geçilirse genetik materyal tam ve doğru kopyalanmadığı için hücrede hasar 

meydana gelebilir (30). Hücre döngüsünde G1-S geçiĢinde, G2-M geçiĢinde ve 

metafaz-anafaz geçiĢinde kontrol noktaları vardır (30). Bu kontrol noktalarında 

hücrenin döngüye devam edip etmeyeceği kararı verilir (30). Normal hücrelerde DNA 
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hasarı, DNA replikasyonu olmadan önce G1 fazında tamir edilir (30). DNA hasarı olan 

hücrelerin S fazına geçiĢi p53 bağımlı bir dizi reaksiyonla durdurulur (30). Eğer hasar 

tamir edilemez ise hücre programlanmıĢ hücre ölümüne uğrar (30). Hatalı p53 bulunan 

hücrelerde ise mutasyonlar ortaya çıkar ve tümör geliĢir. Kontrol noktaları, S fazındaki 

DNA replikasyonunu ve mitoz sırasındaki kromozom ayrılmasını düzenler. Eğer bu 

iĢlemlerde hata olursa hücre döngüsü durdurulur (30). 

 

ġekil 7.  Hücre döngüsündeki kontrol noktaları (check point) (29) 

 

2.3.3. ProgramlanmıĢ hücre ölümü (Apoptozis) 

Apoptozis yada programlı hücre ölümü eriĢkin dokuların korunmasında ve embriyonik 

geliĢimde anahtar rol oynayan normal fizyolojik bir biçimdir (30). Programlı hücre 

ölümü hücre çoğalmasının dengelenmesi ve dokularda var olan hücre sayısının sabit 

tutulmasından sorumludur (30). DNA hasarında programlı hücre ölümü kanser 

geliĢimine yol açabilecek mutasyonları taĢıyan hücreler gibi potansiyel zararlı 

mutasyonları taĢıyan hücreleri ortadan kaldırabilir (30). Programlı hücre ölümü 

sırasında kromozomal DNA, genelde nükleozomlar arasından kesilmesi sonucunda 

parçalara ayrılır (30). Kromatin yoğunlaĢır ve çekirdek o zaman küçük parçalara 

bölünür. Son olarak hücre büzülür ve apoptotk cisimcikler denilen zarla çevrilmiĢ 

parçalara ayrılır (30). Bu gibi apoptotik hücreler ve hücre parçaları hem makrofajlar 

hemde komĢu hücreler tarafından kolayca tanınır ve yutulur, böylece apoptozis ile ölen 

hücreler dokular tarafından etkin bir Ģekilde yok edilir (30). 
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2.3.3.1. ProgramlanmıĢ hücre ölümünün düzenlenmesi 

Programlı hücre ölümü çok sayıda ve çeĢitte aracı tarafından düzenlenir. Bunlar 

arasında, bazı iyonlar (kalsiyum), moleküller (seramid), genler, proteinler ve hatta 

organeller (mitokondri) bulunmaktadır (29). Bazı aracılar hücre tipine özgündür, 

bazıları da apoptotik uyarının çeĢidine göre farklılık gösterebilirler (29).  

p53, hücrede bir Ģekilde (radyasyon, kemoterapi etkisiyle) DNA hasarı (tek veya çift 

sarmal kırıklarında, nükleotid eksikliği) oluĢtuğunda, eğer hasar onarılabilecek düzeyde 

ise hücre döngüsünü G1 fazında durdurur ve hücreye DNA‟sını tamir edebilmesi için 

zaman kazandırır (29). Eğer DNA hasarı tamir edilemeyecek kadar büyükse bu 

durumda p53 programlı hücre ölümünü uyarır (29). p53‟ün programlı hücre ölümünü 

uyarması Bax‟ın gen ifadesini artırması böylece Bcl-2/Bax oranını değiĢtirmesi yoluyla 

gerçekleĢir (29).  

Kaspaz (caspase)‟lar, zimojen (ham öncül) olarak sitoplazmada bulunan ve iĢlevsel 

merkezlerinde sistein yer aldığından sistein proteazlar olarak adlandırılan bir grup 

enzimlerdir (29). Kaspazlar birbirlerini tetikleyerek bir silsile preteolitik bir reaksiyon 

dizisine neden olurlar (29). Bazıları (Caspase 2, 8, 9, 10) tetikleyici kaspazlar olarak 

bilinirken bazıları da (3, 6, 7) etkinleĢtirilmiĢ kaspazlar olarak bilinir (29). Tetikleyici 

kaspazlar apoptotik uyarıyla baĢlayan ölüm uyarılarını etkinleĢtirilmiĢ kaspazlara 

naklederler. EtkinleĢtirilmiĢ kaspazlar ise ilgili proteinleri (örneğin, hücre iskeleti 

proteinleri aktin, nükleer zar proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan poli (ADP-riboz) 

polimeraz (PARP)) parçalayarak apoptotik hücre morfolojisinin meydana gelmesine 

neden olurlar (29). 
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ġekil 8. Programlı hücre ölümünün genel görünümü (29). 

 

 

2.3.3.2. Programlı hücre ölümü ile nekrozis in karĢılaĢtırılması 

Nekrozis fizyolojik bir ölüm Ģekli olmamasına rağmen programlı hücre ölümü hem 

fizyolojik hem de patolojik Ģartlar altında meydana gelebilir (30). Programlı hücre 

ölümünü ile ölen hücreler dokular tarafından etkin bir Ģekilde yok edilir (29). Buna 

karĢın nekrozis te akut yaralanma sonucunda ölen hücreler ĢiĢer ve patlar, hücre 

içerikleri dıĢ ortama salınır ve inflamasyona neden olur (29). 
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Tablo 2. Nekrozis ve programlı hücre ölümünün karĢılaĢtırılması. TNFR-1 (tümör nekrozis 

faktör almacı-1) (29) 

ÖZELLĠK NEKROZĠS APOPTOZĠS 

Yol açan nedenler 

 Ġskemi 

 Hipertermi 

 Hipoksi 

 Viral enfeksiyon 

 Toksik maddelerin yüksek 

konsantrasyonları 

 ġiddetli oksidatif stres 

 Büyüme faktörü eksikliği 

 Hücre yaĢlanması 

 HIV, Kanser ilaçları 

 Radyasyon 

 Yüksek doz glukokortikoid 

 Fas veya TNFR-1 

almaçlarının 

iĢlevselleĢmesi 

 Sitotoksik T lenfositler 

 Çok Ģiddetli olmayan 

oksidatif stress 

Morfolojik özellikler 

 Hücre zarı bütünlüğünün kaybı 

 Kromatin değiĢimi 

Hücre ĢiĢmesi 

 Organellerin parçalanması 

 Endoplazmik retikulumun 

geniĢlemesi 

 Büyük vakuollerin oluĢumu 

 Hücre parçalanması 

 BozulmamıĢ hücre zarı  

 Kromatinin nükleer zar 

civarında toplanması ve 

yoğunlaĢması 

 Hücre küçülmesi 

 Organellerde parçalanma 

yok 

 Hücrenin bozulmamıĢ 

organelleri içeren zarla 

kaplı apoptotik 

cisimciklere parçalanması 

Biyokimyasal özellikler 

 BozulmuĢ iyon dengesi 

 ATP gerekmez (pasif süreç) 

 +4 
o

C‟de gerçekleĢebilir 

 DNA rastgele parçalanır (agaroz 

jel elektroforezinde kirli 

görüntüsü) 

 Hücre parçalanması sonucu 

DNA‟nında parçalanması 

 Ġyi kontrollü, bazı 

iĢlevselliklerin  ve 

enzimatik basamakların 

olması 

 ATP gereklidir (aktif 

süreç) 

 +4 
o

C‟de gerçekleĢmez 

 DNA nükleozom içi 

alanlarda 180 kb çiftinin 

katları olacak Ģekilde 

kırılır mono ve 

oligonukleozomlara 

ayrılır (agaroz jel 

elektroforezinde merdiven 

düzeni = apoptozisin en 

önemli belirteci) 

 

Diğer özellikler 

 Hücreler gruplar halinde ölür 

 Fizyolojik olmayan (patolojik) 

etkiler sonucu gerçekleĢir 

 Lizozomal enzimler salınır 

 Ġnflamasyona neden olur 

 Hücreler tek tek veya 

birkaçı birarada ölür 

 Fizyolojik Ģartlarda da 

gerçekleĢebilir. 

 KomĢu hücreler veya 

makrofajlar tarafından 

fagosite edilirler 

 Ġnflamasyon görülmez 



25 

 

2.3.3.3. Hücre döngüsü ile programlı hücre ölümünün bağlantısı 

Bu bağlantıda anahtar faktör bir tümör baskılayıcı gen ürünü bir protein olan p53‟dür 

(29). Normalde esas iĢlevi, DNA bir Ģekilde (radyasyon veya bazı ilaçlar etkisiyle) 

hasarlandığı zaman, hücre döngüsünü durdurup hücrenin hasarlanmıĢ DNA‟sını tamir 

etmesi için ona zaman kazandırmasıdır (29). Bu yüzden gen koruyucusu “guardian of 

the genome” olarak da tanımlanır (29). p53 bilindiği gibi kanser hastalarında mutasyonu 

en sık görülen proteindir ve kanserlerin %50-55‟inde mutant‟dır (29). p53 normal 

olarak bir CDKI‟ü olan p21‟in sentezini artırarak hücre döngüsünü durdurur (29). p21, 

siklin-CDK bileĢenine bağlanarak bileĢeni iĢlevselleĢtirir. Böylece, bu bileĢen pRb‟yi 

fosforile edemeyeceğinden E2F ailesi de pRb‟den ayrılamayacağı için döngü ilerletici 

iĢlevini yerine getiremez ve sonuçta hücre döngüsü durur (29). Hücre döngüsünün 

durması hücreye zaman kazandırır ve hücre hasarlanmıĢ DNA‟sını tamir eder. Ama 

hasar tamir edilemeyecek kadar büyükse bu kez p53 hücreyi apoptozise götürür (29).  

 

 

 ġekil  9. P53 tümör baskılayıcı gen yolu (32) 

 

2.3.3.4. Onkogenler 

Onkogenler, protoonkogen denen normal hücresel genlerden geliĢir (32). 

Protoonkogenlerin kodlanmıĢ protein ürünleri genel olarak hücre uyarımınında ve hücre 

büyümesinin düzenlenmesinde önemli rol oynar (32). Protoonkogenler değiĢik yollarla 

iĢlevsel hale gelerek onkogen haline gelirler (32). Genin yapısal bir bölgesinde 

değiĢiklik sonucu farklı iĢlev gören bir protein sentezlenir (32). Bu tip değiĢiklikler 

sıklıkla nokta mutasyonları sonucunda oluĢur ve en sık ras onkogen ailesinde görülür 

(32). Bir baĢka mekanizma da, genin gen ifadesini düzenleyen bölgede oluĢan bir 
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değiĢiklik sonucu, yapısal olarak normal olmasına karĢın sürekli olarak uyarılma sonucu 

gen ürününün aĢırı miktarda üretilmesidir (32). Kromozom translokasyonlarında ise 

kromozomun bir bölgesi koparak yer değiĢtirir. Genin yeni yerleĢtiği bölge, devamlı 

uyarı alan bir genin regülatuar bölgesinin kontrolü altında ise sürekli uyarılacaktır. Gen 

amplifikasyonu ile de hücre içindeki DNA miktarı artar (32). 

2.3.3.4.1. Myc ailesi 

Myc genleri, DNA‟ ya bağlanan üç nükleer fosfoproteini kodlar (32). Bu proteinler 

hücre çoğalması ve farklılaĢmasında ve etkilidirler ve DNA sentezinin baĢlamasında rol 

alırlar (32).  Klonlandıkları kültürlere ve elde edilme Ģartlarına göre bu genler, c-myc, 

N-myc ve L-myc den oluĢur (32).  

2.3.4. ÇalıĢılan gen bölgeleri 

Bu tez çalıĢmasında Siklin bağlı kinaz 2 (CDK2), Siklin-E1 (CCNE1), (Mitojen aktif 

protein kinaz 2) (ERK2), Mitojen aktif protein kinaz 9 (JNK2), Nükleer faktör NF-

kappa-B (NFKB1), proto-onkogen protein c-myc, Siklin bağlı kinaz inhibitorü p21 

olmak üzere 7 tane gen bölgesi RT PCR yöntemiyle gen ifadesi miktarları 

belirlenmiĢtir. 

 

Tablo 3. ÇalıĢılan gen bölgelerinin standart adları, tam adları ve alternatif adları (71) 

Standart

Adı 

Tam Adı Diğer Adları 

CDK2 Siklin bağlı 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 

(Extracellular signal-regulated 

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

protein kinase 2) 

ERK,  p38, p40,  p41  

MAPK9 Mitojen-aktif protein kinaz 9 (Stress-

activated protein kinase JNK2) (c-Jun N-

terminal kinase 2) 

JNK2,  p54a,  SAPK, JNK2A 

NFKB1 Nükleer faktör NF-kappa-B p105 subunit 

(DNA-binding factor KBF1) 

 

p50,  KBF1,  p105, EBP1 

MYC Proto-onkogen protein (c-Myc) 

(Transcription factor p64)  

MRTL, c-Myc, bHLHe3, myc proto-oncogene 

protein  

CDKN1A Siklin bağlı kinaz engelleyici 1 1 , (p21) 

(CDK-interacting protein 1) 

P21, CIP1,  SDI1, WAF1  
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2.3.4.1. Siklin E1 

Ġnsan siklin E ilk olarak cDNA‟ sı 1991 yılında cDNA kütüphaneleri 

taramalarında tanımlandı (44). Sonraki çalıĢmalar siklin E nin hücre döngüsü boyunca 

G1 evresinde en yüksek seviyeye ulaĢtığını kanıtladı (44). G1 evresindeki siklin E 

seviyesi, yüksek enzimatik iĢlevli CDK-siklin E bileĢimi ile yakından  iliĢkilidir (44). 

 

ġekil 10.Hücre döngüsünde G1fazından S fazına geçiĢin kontrolü (45). Ġlk basamakta siklin D-

CDK4/6 bileĢimi  Rb yi fosforiller (45). Ardından siklin E-CDK2 bileĢimi Rb yi 

fosforilleyerek E2F iĢlevsel hale getirilerek G1 den S fazına geçiĢ tamamlanır (45). 

 

2.3.4.2. Siklin bağlı kinaz  2 (CDK2) 

CDK2’ler prolin bağlı serin-treonin protein kinazlar olup ökaryotik hücre bölünmesinde 

çok önemli rol oynarlar (46). Siklin E formları CDK2 ile bileĢim oluĢturur. Bu bileĢimin 

görevi düzenli bir Ģekilde G1 den S fazına geçiĢi sağlamaktır (47).  

2.3.4.3. Siklin bağlı kinaz engelleyici 1 (P21) 

Son zamanlarda memelilerde yapısal ve iĢlevsel özelliklerine göre sınıflandırılmıĢ iki 

tip siklin bağımlı kinaz engelleyici ailesi tanımlanmıĢtır (49). Kip ailesini p21, p27 ve 

p53 oluĢtururken Ink4 ailesini ise p16, p15, p18 ve p19 üyeleri oluĢturur (49). Siklin 

bağlı kinaz engelleyici p21, p53‟ün ana hedefidir (50). DNA hasarı sonrası p53 bağımlı 

hücre döngüsünün durmasında anahtar rol oynar (50). p21 esas olarak siklinE/CDK2 

bileĢenine karıĢarak hücre çoğalmasını durdurur (50). 
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ġekil 11. Hücre döngüsü boyunca siklinler, CDK‟lar ve CKI‟leri arasındaki iliĢkilerin 

gösterilmesi (52). 

 

 2.3.4.4. Mitojenin tetiklediği protein kinaz 1 (MAPK1)  

MAPK1 hücre farklılaĢması, hücre büyümesinin durdurulması ve programlı hücre 

ölümünde rol oynar (53). MAPK1 hücrelerdeki sıcaklık, ultraviyole, inflamatuar 

sitokinler, büyüme faktörleri ve stresle birlikte iĢlevsel hale gelir (53). MAPK1‟in 

iĢlevsel hale geçmesi sık sık hücre ölümlerine neden olur (53). Ek olarak MAPK1‟in 

hücre bölünmesi boyunca kontrol noktalarında rolü vardır (53). 
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ġekil 12. MAPK1‟in iĢlevselleĢme Ģeması ve hücre çoğalması (54). 

 

Almaç tirozin kinaz (RTK) yada almaç bağlı G proteinin (GPCR) büyüme faktörleri 

tarafından iĢlevselleĢtirilmesi adaptör protein Grb2 ve guanin nükleotit değiĢtirici faktör 

SOS iĢlevsel hale geçer (54). SOS,  Ras proteinini aktif hale getirir (54). Plazma zarında 

bulunan Raf çeĢitli bölgelerinden fosforillenerek aktifleĢir (54). ERK1/2‟nin 

fosforillenmesi ile birlikte RSK ve ERK1/2 nükleusa girer (54). Burada çeĢitli 

transkripsiyon faktörlerini aktif hale getirerek hücre yaĢamı ve çoğalmasıyla ilgili 

değiĢiklikleri düzenler (54). 

 

2.3.4.5. Mitojenin tetiklediği protein kinaz 9 (MAPK9) 

MAPK9 stresin tetiklediği MAP kinaz olarak da bilinen memelilerdeki birkaç ana MAP 

kinaz grubundan biridir (55). MAPK9 hücre çoğalması, programlı hücre ölümü ve 

embriyonik geliĢimi de kapsayan geniĢ fizyolojik iĢlemlerde görev alır (56). 

2.3.4.6. Nükleer faktör -kappa-B1 ( NF-κB)  

Memelilerde NF-κB ailesi NF-κB1 (p50/p105), NF-κB2 (p52/p100), c-Rel, RelA (p65) 

ve RelB olmak üzere beĢ tane üyeden oluĢur (57). NF-κB1, nükleer faktör engelleyici 
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kappa B (IκB) proteinleri tarafından Go fazındaki hücrelerin sitoplazmasında 

sentezlenir ve iĢlevsiz olarak bulunur (60). NF-κB sitokinler, radyasyon ve bazı 

kemoterapötik aracılarla fosforilasyon, ubikuitinasyon ve IκB‟nın proteozom-aracılığı 

ile bozulumuna yol açarak iĢlevsel hale gelir. (61). Transkripsiyon düzenleyici faktör 

olarak tanımlanan NF-κB1 kritik hastalıklarla ilgili genlerin düzenlenmesinde büyük bir 

öneme sahiptir (58). NF-κB1 çeĢitli hastalıklara karĢı gereken aracı, yapıĢma 

molekülleri ve sitokin transkripsiyonunun düzenlenmesinde merkezi rol oynar (58).  

NF-κB oksidatif stres cevabı ile alakalıdır (58). Oksidatif stres hücre içerisinde H2O2 

hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen türlerinin ve hidroksi radikallerin artması ile 

meydana gelir (58). AraĢtırmacılar birkaç hücre hattında hücre kültür vasatına eklenen 

H2O2 nin NF-κB nin iĢlevsel hale geçtiğini bulmuĢlardır (58). Ek olarak hücrelerdeki 

reaktif oksijen türlerininde NF-κB‟nin aktifleĢtiği gösterilmiĢtir (58). Bütün bu 

çalıĢmalar gösteriyor ki oksidatif stres hücrelerdeki NF-κB‟yi etkinleĢtirir (58). 

 

 

ġekil 13. NF-κB‟nin TNF-α (tumor necrosis factor-α) ve IL-1 (interleukin-1) tarafından iĢlerliği 

(59). NF-κB, IκB ( κB inhibitörü) ile birlikte sitoplazmada iĢlevsiz halde tutulur. Bu etkileĢim 

sayesinde NF-κB‟nin nükleusa geçiĢi engellenmiĢ olur. TNF-α yada IL-1 almaçlarına 

bağlandığı zaman NF-κB aktif hale gelir. NFB aktivasyonu, NFB‟nın bir engelleyicisi olan 

IB‟nin IB kinaz bileĢimi (IKK) ile fosforilasyonu ve bozunmasına bağlıdır (59). 
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2.3.4.7. Proto-onkogen protein C-Myc 

Myc gen ailesi C-myc L-myc, and N-myc genlerinden oluĢmaktadır (72). C-myc hücre 

farklılaĢması, programlı hücre ölümü, hücre döngüsü ve metabolizması ve çeĢitli 

hücresel iĢlevler üzerinde etkilidir  (73). C-myc P53‟ü aktive ederek programlı hücre 

ölümünü baĢlatabilir (74). C-myc aynı zamanda siklin bağlı kinaz engelleyicilerini 

baskılayarak hücre çoğalmasını da tetikleyebilir (74).  

 

 

ġekil 14.C-myc ile  tahmini hedef genler, hücre büyümesi hücresel fonksiyonlar arasındaki 

iliĢki (72). 

 

 

 

 

 



32 

 

 

ġekil 15. CCNE1, CDK2, CDKN1A, MAPK1, MAPK9, NFKB1ve MYC arasındaki 

tahmini bağlantıların gösterilmesi (75). 

→Direkt EtkileĢim 

  →Fiziksel EtkileĢim 

  →Ortak Gen Ġfadesi 

  →Ortak YerleĢim 

  →Yolak 
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2.3.5.Sitokinler 

Sitokinler düĢük molekül ağırlıklı proteinlerdir. Özellikle inflamatuar yanıtın 

düzenlenmesinde önemli bir rol oynarlar. Ayrıca hücresel aktivasyon, proliferasyon, 

farklılaĢma, adezyon ve akut faz proteinlerinin sentezinde de önemli rolleri vardır (76). 

ÇeĢitli uyarılara karĢı cevap olarak özel hücreler tarafından salgılanır ve hedeflenen 

hücrelerin davranıĢını etkilerler. Belli bir sitokin çeĢitli hücreler tarafından farklı 

dokularda salgılanır fakat aynı biyolojik etkiyi gösterir. Sitokinlerin etkileri sistemik 

veya lokaldir. Bazıları klasik hormon gibi davranırlar. ġöyle ki; belli hücreler tarafından 

kana veya çesitli hücresel sıvılara salgalanıp vücudun diğer bölgelerindeki hücresel 

reseptörlerine bağlanırlar. Diğer sitokinler daha lokalize olmuĢ etkiler gösterirler. 

Bunlar otokrin (bir hücre tarafından salgılanan sitokinin aynı hücre üzerine etkisi) ve 

parakrin (belli bir hücre tarafından salgılanan sitokinin yakındaki komĢu hücreye etkisi) 

etkilerdir (77). Sitokinlerin tanımlanması ve karakterize edilmesi çeĢitli isimlendirme ve 

sınıflandırma sistemine göre yapılmıĢtır. Bu sınıflandırma sitokinler arasındaki iĢlevsel 

benzerliklere etki mekanizmalarına dayanmaktadır. Sitokinler baĢlıca iki ana gruba 

ayrılmaktadır:  

1) Büyüme faktörleri (Epidermal büyüme faktörü, EGF; Platelet orijinli büyüme 

faktörü, PDGF; insulin benzeri büyüme faktörü-1, IGF-1; Ġnsülin benzeri büyüme 

faktörü-2, IGF-2; Sinir büyüme faktörü, NGF; Asidik fibroblast büyüme faktörü, aFGF; 

Basik fibroblast büyüme faktörü, bFGF; Neurolökin; Amfiregulin; Hepatosit büyüme 

faktörü, HGF v.b.)  

2) Lenfokinler (interlökin-1a, IL-1a; II-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 sitimüle eden faktörler 

(Granülosit/makrofaj koloni sitimüle eden faktör, GM-CSF; Granülosit-CSF; Multi-

CSF; Eritropoietin, EPO; Lösemi inhibitör faktör, LIF) 4) Transforme edici büyüme 

faktörleri (TGF-a; TGF-b) 5) Tümör nekroz faktörleri (TNF-a; TNF-b) 6) Interferonlar 

(IFN-a; IFN-b; IFN-g) (78). 
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3.GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

Bu tez çalıĢması Ekim 2009 ve Haziran 2010 tarihleri arasında Gaziantep Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Eğitim ve AraĢtırma hastanesinde Göğüs Hastalıkları Anabilim Dalı 

bünyesinde faaliyet gösteren Hücre Kültürü Laboratuarında yürütüldü. Tez çalıĢmasında 

Gaziantep Üniversitesi Tıp Fakültesi Göğüs Cerrahisi Servisinde çeĢitli nedenlerden 

dolayı lobektomi veya pnömonektomi uygulanmıĢ hastaların cerrahi materyalinden elde 

edilen primer bronĢ epitel hücreleri kullanıldı. Bunun yanında A549 hücre hatları da 

kullanıldı. A549 hücre hatlarının ve birincil hücrelerin RNA izolasyonu ve RT-PCR 

çalıĢmaları Gaziantep Üniversitesi Tıp Fakültesi Eğitim ve AraĢtırma hastanesinde ki 

Moleküler Genetik Tanı Laboratuarında bulunan cihazlar kullanılarak yapıldı. 

 

3.1. A549 Hücreleri Ġle Yapılan ÇalıĢmalar 

Bu çalıĢma A549 hücre hattının 2.30 ile 2.40 arasındaki pasajları kullanılarak yapıldı. 

 

3.1.1. A549 hücrelerinde kullanılan kültür vasatının hazırlanması 

A549 hücreleri için DMEM  (Dulbecco‟s Modified Medium, Gibco, Invitrogen) ile 

hazırlanan kültür vasatı kullanıldı.  

Kültür vasatının hazırlanması 

DMEM   500 ml             Gibco 31053 

Fötal sığır serumu  50 ml (%10)  Sigma F2442-100ML 

L-Glutamin 200mM  5,5 ml (2 mM)  Sigma G3126-100G 

Sodyum privat 100 mM 5,5 ml (1 mM)  Sigma 8636 

Serumsuz vasat (SF) hazırlanması 

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 hücrelerinin kaldırılması  

Deneyler için kullanılacak hücreler 37 C ‟de, %5 CO2 ve %95 nemli ortam içeren 

inkübatör bulunan 162 cm
2
‟lik hücre kültür kaplarında (Falcon;  BD Biosciences, ABD)  

kültür yapılarak çoğaltıldı. Burada çoğaltılan hücreler inkübatörden alındıktan sonra 

kültür kabı içinde bulunan DMEM vasatı vakum ile çekildi. Hücrelerin üzerine 5 ml 

HBSS (Hank‟s Balanced Salt Solution, Gibco, Invitrogen) eklenerek hücreler yıkandı. 

Üzerine 1X‟lik Tripsin-EDTA (Gibco, Invitrogen, 25300) eklenip, 37 C°‟de 3-4 dakika 

kadar beklendi. Hücrelerin kalkıp kalkmadığı mikroskopla kontrol edildi. Hücreler 

kalktıktan sonra Tripsini etkisizleĢtirmek için 5-10 ml %10 FCS içeren kültür vasatı 

eklendi. Kültür kabındaki hücreler 50 ml‟lik steril tüpe (Falcon; BD , ABD) aktarıldı ve 

1500 rpm‟de 4 dk döndürüldü.  

3.1.3. A549 hücrelerinin sayılması 

Santrifüj iĢleminin ardından tüp içerisindeki üst faz atıldı ve tüpün alt kısmında 

toplanmıĢ olan hücreler tüpün kenarlarına yavaĢça vurularak homojenize hale getirilip 

üzerine 5 ml hücre kültür vasatı eklendi. Hücre sayımı için aĢağıdaki karıĢım hazırlandı. 

 20 µl hücre süspansiyonu, 

 20 µl %0,5‟lik Trypan-Blue (Sigma-Aldrich, T6146) 

 160 µl hücre vasatı  

Hazırlanan bu karıĢım thoma lamına (Marienfeld, Germany) konarak birim alandaki 

canlı hücreler sayıldı.  

3.1.4. A549 hücre ekimi ve hücrelerin SF’e alınması 

Sayılan hücreler 5000 hücre/ml olacak Ģekilde hücre vasatına eklendi. ÇalıĢmalarda 

kullanılacak hücreler 75 cm
2
‟lik kültür kaplarına  (Falcon; BD Biosciences, ABD) 

ekildi. YaklaĢık 72 saat inkübatörde bekletildikten sonra ekilen hücreler kültür kabının 

%80‟ini kapladıktan sonra (confluence) kültür kaplarındaki hücre vasatı çekilerek SF ile 

yıkandıktan sonra 10 ml SF konularak 24 saat inkübatörde bekletildi.  

3.1.5. Dizel egzoz parçacıklarının (DEP)  hazırlanması  

ÇalıĢmada kullanılacak DEP‟ler hassas terazide dikkatli bir Ģekilde tartılarak 50 ml‟lik 

steril tüp içerisine konuldu. Tüp içerisindeki DEP serumsuz kültür vasatı (SF) ile mg/ml 

olacak Ģekilde sulandırıldı ve ultrasonik karıĢtırıcıda 20-30 dakika kadar bekletilerek 
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parçacıkların SF içerisinde iyi bir Ģekilde homojenize olması sağlandı. Deneylerdeki 

DEP deriĢikliği g/ml olacak Ģekilde ayrı ayrı tüpler içerisinde hazırlandı (15).  

NAC  (N-Asetil Sistein) 

N-Asetil Sistein (NAC, Sigma),  ile çalıĢılan deriĢiklikler SF içerisinde hazırlandı. NAC 

ile yapılan deneylerde çalıĢılan deriĢiklikler; FCS %10, SF, 50g/ml DEP, 50g/ml 

DEP-NAC33 mM. 

JNK Ġnhibitörü 

Jnk inhibitörü (c-jun N-terminal kinase, Calbiochem, Merck,) ile çalıĢılan deriĢiklikler 

SF içerisinde hazırlandı. JNK inhibitörü ile yapılan deneylerde çalıĢılan deriĢiklikler; 

SF-DMSO, 50g/ml DEP -DMSO, JNK 10 μM, 50g/ml DEP- JNK33 μM. 

ERK Ġnhibitörü  

ERK inhibitörü (extra regulated kinase, Calbiochem, Merck) ile çalıĢılan deriĢiklikler 

SF içerisinde hazırlandı. Erk inhibitörü  ile yapılan deneylerde çalıĢılan deriĢiklikler; 

SF-DMSO, 50g/ml DEP -DMSO, ERK 33 μM, 50g/ml DEP-  ERK33 μM. 

3.1.6. A549 hücrelerinin DEP’e ve ajanlara maruz bırakılması  

24 saat SF içerisinde inkübatörde bekletilen hücrelerden SF vakum ile çekilerek yerine 

yukarı da hazırlanan deriĢiklikler eklendi. Kültür vasatına eklenen bu maddeler 48 saat 

hücrelere inkübatör içerisinde maruz bırakıldı. Hücreler 48 saatin sonunda RNA 

izolasyonu için hazır hale geldiler. 

3.2. BronĢ Epitel Hücre Kültürü Elde Edilmesi 

3.2.1. BronĢ epitel hücre kültüründe kullanılan besiyerleri 

TaĢıyıcı Medium (TM) 

50 ml Medium 199 (Sigma M2154) üzerine 40 µl Gentamisin (80 mg/ml) eklenerek 

hazırlandı (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 I-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 µl epidermal büyüme faktörü (0,1 mg/2 ml) (Beckton 

Dickinson BD 354001), 2 ml Antibiotik (Sigma A5955-20ML) (15). 

Tüm bileĢenler eklendikten sonra 50 ml‟lik enjektör ile 0,25 µm por çaplı filtreden 

geçirildi (15). 

Nu Serum 4 Medium (NuS4) 

NuS4 medium ile CM„ un hazırlanması iĢlemi aynıdır. Sadece  kültür vasatına  FCS 

yerine 5 ml Nu Serum4 (Becton Dickinson Cat No: 355504) konuldu (15). 

3.2.2. Örneğin alınması ve kesilip parçalanması 

BronĢ epitel hücreleri lobektomi veya pnömonektomi uygulanan hastaların cerrahi 

olarak dıĢarı çıkartılan bronĢlardan elde edildi. Hastalardan elde edilen akciğer parçası 

hızlı bir Ģekilde patoloji bölümüne götürüldü. Akciğer parçasından klinik tanı amaçlı 

kullanılmayacak bronĢ dokusu TM içine alınarak laboratuvara getirildi. Laboratuvara 

getirilen örnek 1-2 defa TM ile yıkandıktan sonra dokunun üzerinde bulunan bronĢ 

dokusu dıĢındaki kısımlar kesilerek uzaklaĢtırıldı. Küçük parçalara ayrılan bronĢ 

parçacığı içinde TM olan petri kabı içinde kesilip parçalanarak epitel dokusu diğer 

bronĢ dokularından ayrıldı. Ayrılan epitel dokusu 2-3 defa TM ile nazikça çalkalanarak 

yıkandıktan sonra içinde TM bulunan petri kabında yaklaĢık 1-2 mm
2
‟lik parçalara 

ayrıldı.  
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ġekil 16. BronĢ epitelyumu elde edilmesi. Lobektomi yapılmıĢ hastanın akciğer dokusundan 

bronĢ dokusunun alınması; (A). BronĢ dokusundan epitel tabakasının ayırma mikroskobu 

eĢliğinde ayrılması; (B). Ayrılan epitelyum dokusunun küçük parçalara ayrılması; (C). 

Epitelyum dokusunun hücre kültür ortamına ekimi; (D).  

3.2.3. BronĢ epitel hücrelerinden  kültür elde edilmesi  

Küçük parçalara ayrılan epitel dokusu   1-2 defa daha TM ile yıkadıktan sonra  içinde 4 

ml CM bulunan primer hücre kültür kaplarına  her bir kaba 6-9 doku parçası gelecek 

Ģekilde eĢit aralıklarla ekim yapıldı. 37 ºC ve %5 CO2‟li inkübatörde 4 gün inkübasyona 

bırakıldı. Bu sürenin sonunda primer hücre kaplarındaki kültür vasatı çekilerek yerine 5 

ml NuS4 ile hazırlanan kültür vasatı eklendi. Bu aĢamadan sonra 2-3 günlük periyotlarla 

hücre kültür kaplarının yüzeyindeki kültür vasatı çekilerek değiĢtirildi (15). 
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ġekil 17. BronĢ epitelyumu hücre kültürünün aĢamaları. Küçük parçalara ayrılan bronĢ 

epitelyum dokusunun hücre kültür kaplarına ekimi; (A). Ekimden sonraki birinci haftada doku 

parçasından çevreye doğru üremeye baĢlayan bronĢ epitel hücrelerinin faz-kontrast 

mikroskobundaki görüntüsü (X40); (B). ve (X100);  (C). 30. günde hücrelerin kültür 

ortamındaki görünüĢü (X100);  (D). 

 

Kültür edilen bronĢ epitel hücreleri genellikle 3-4 haftanın sonunda deney için hazır 

hale geldiler. Hücreler kültür kabının yüzeyini %80-90 oranında kapladıktan sonra doku 

parçaları penset yardımıyla dikkatli bir Ģekilde alındı. Kültürler deney için 

kullanılmadan 24 saat önce kültür vasatı FCS ve diğer hormon ve büyüme faktörleri 

içermeyen Medium 199 (SF) vasatına kondu (15). 

3.2.4. BronĢ epitel hücreleri ile yapılan deneyler  

Deney için hazır hale gelen hücre kültür kaplarındaki hücreler 24 saat Medium 199 (SF) 

vasatında bekletildikten sonra kültür kaplarının üzerindeki SF çekildi. BronĢ epitel 

hücreleri ile yapılan deneyler de çalıĢılan örnekler 3 gruba ayrıldı.  Ġlk grupta Kontrol 

grubu olarak SF vasatı içeren kültürler çalıĢıldı. ikinci olarak 10 g/ml DEP ve son 

olarak ve 100 g/ml DEP olacak Ģekilde deriĢiklikler hazırlanarak hücre kültür 
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kaplarına eklendi ve 48 saat inkübatörde bekletildi. 48 saatin sonunda hücreler RNA 

izolasyonu için hazır hale geldiler. 

3.3. RNA Elde Edilmesi 

Hem A549 hücrelerinin hem de bronĢ epitel hücrelerinin RNA izolasyon aĢamaları 

aynıdır. 48 saatin sonunda A549 hücreleri ve bronĢ epitel hücreleri mikroskop altında 

incelenerek kültür kabı yüzeyinde bulunan kültür vasatı vakum ile çekilerek yerine 

HBSS eklenerek yıkama iĢlemi yapıldı. Steril hücre kazıyıcı çubuk (cell scraper, Costar, 

Mexico) yardımıyla kültür kabı yüzeyinde yapıĢık durumda bulunan hücreler yavaĢ ve 

dikkatli bir Ģekilde kazındı. ÇalıĢmadaki farklı gruplar ayrı ayrı 15 ml‟lik tüplere 

alınarak üzerine HBSS eklendi ve 1500 rpm‟da 4 dakika döndürüldü. Tüplerin üst fazı 

vakumla çekildi ve hücrelerin tüpün dip kısmında toplanması sağlandı. Tüpleri üzerine 

600 µl   2-Merkaptoethanol (Fluka , BioChemika ) eklenerek 1.5 ml‟lik tüplere alındı. 

QIAGEN QIAcube (Almanya) model cihaz da RNA izolasyonu için gerekli ayarlamalar 

yapılarak hücrelerin bulunduğu tüpler bu cihaza yerleĢtirildi. RNA izolasyonu için 

gerekli program ayarlanarak RNA elde iĢlemi tamamlandı.  

3.4. cDNA Elde Edilmesi 

RNA „dan cDNA elde edilmesi Precision Reverse Transcrition Kit‟ kullanılarak yapıldı. 

(Eklenen maddelerin miktarları ve uygulanan protokoller üretici firmanın tavsiyesine 

göre uygulandı). 

 

Tablo 4. cDNA elde edilmesi sırasında eklenen maddeler ve miktarları 

Eklenen Madde Miktar (µl) 

ddH2O    5 

dNTP    1 

Oligo dT primer    1 

RNA    3 

 

Yukarıdaki karıĢım hazırlandıktan sonra örnekler 0,2 „lik tüplere alınarak 65C‟de 5 

dakika inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyonun ardından aĢağıdaki maddeler ayrı bir tüpe 

hazırlandı. 
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Tablo 5. cDNA elde edilmesi sırasında eklenen maddeler ve miktarları 

Eklenen Madde Miktar (µl) 

ddH2O   0,8 

5X Tampon   5 

Enzim   4 

 

Bu karıĢımdan örneklerin bulunduğu 0.2 „lik tüplerin her birine 10 µl eklenerek 42C‟ 

de 60 dakika inkübasyona bırakıldı. Böylece RNA‟ dan cDNA elde iĢlemi tamamlanmıĢ 

oldu. Elde edilen cDNA‟lar -20 °C de saklanmak üzere buzdolabına kaldırıldı. 

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

Real–time PCR DNA‟ nın çoğaltımını ve ürünlerini tek bir tüpte belirlemeyi mümkün 

kılan çok yakın bir zamanda uygulamaya konulan popüler bir metottur (62). Bu metot 

gen ekspresyonu ile geleneksel PCR yöntemini birleĢtirmiĢtir. PCR çoğaltımını görünür 

hale getirebilen floresan iĢaretli prob ve boyaların kullanıldığı, floresanın oluĢan DNA 

ile doğru orantılı olarak arttığı bir çoğalma yöntemidir (63).  

Bu çalıĢmada RT PCR çalıĢmaları Corbett Research (Model: RG-600, Avustralya) RT-

PCR cihazı kullanılarak yapıldı. RT PCR çalıĢmalarında aĢağıda gösterilen protokol 

uygulandı. ÇalıĢmalar soğuk blok üzerinde yapıldı. 

Tablo 6. RT-PCR  protokolünde eklenen maddeler ve miktarları 

Eklenen Madde Miktar (µl) 

ddH2O         4 

Primer Prob         1 

2X Mastermix         10 

 

 

cDNA                                                  5 

 

Yukarıdaki miktarlar 1.5 ml‟ lik tüpe hazırlandı ve 0.1 ml‟ lik tüplere 15 µl olacak 

Ģekilde dağıtıldı. Daha önceden hazırlanan 1:10 oranında seyreltilen cDNA‟ lar her bir 

tüpe 5 µl olacak Ģekilde dağıtıldı. Toplam hacim 20 µl olmak üzere tüpler kontrol 

edilerek RT-PCR cihazına yerleĢtirildi. 
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3.5.1. RT PCR tepkime protokolü 

Tablo 7. RT PCR tepkime koĢulları 

 

3.6. ÇalıĢmada Kullanılan Primer ve Prop Dizileri 

Tablo 8.  ÇalıĢmada kullanılan primer ve prop dizileri. 

 

 

 

Basamak Sıcaklık Süre Döngü Sayısı 

Denatürasyon 95 °C 10 dakika 1 

2.Denatürasyon 95 °C 15 saniye 

60 saniye 
50 

Bağlanma 60 °C 

Gen adı    Primer dizisi (5‟-3‟)                   Prob dizisi (5‟-3‟) 

CDK2 
5‟-GGAACCAGTGAAAATGAAAGGAA-3‟ 

5‟-TATACCAACCCTCTTCAGCAATAA-3‟ 
AGTTAGCCTCCACCACCCTTTCCCC 

CCNE1 
5‟-CCTTGTATCATTTCTCGTCATCTG-3‟ 

5‟-CCCCGTCTCCCTTATAACCAT-3‟ 
ATGTCGCACCACTGATACCCTGAAACCTTT 

MAPK1 
5‟-TGGATGTGGTGTTATGGAAAGA-3‟ 

5‟-AAGCAGAGACGCAGAATGAC-3‟ 
CCACAGCCAGCCGCAGTTATAAGCAGG 

MAPK9 
5‟-CTGCGTCACCCATACATCAC-3‟ 

5‟-TGTAAATTAGCTCTTTCCATTCTTCA-3‟ 
CCGAAGCAGAAGCCCCACCACCTCAA 

NFkB1 
5‟-GTAACTGCTGGACCCAAGGA-3‟ 

5‟-CCTCTGTCATTCGTGCTTCC-3‟ 
CGGCTTCGCAAACCTGGGTATACTTCATGT 

MYC 
5‟-CCGAAGCAGAAGCCCCACCACCTCAA-3‟ 

5‟-AAGAGTTCCGTAGCTGTTCAAG-3‟ 
TGTGTTTCAACTGTTCTCGTCGTTTC 

CDKN1A 
5‟-TCCAGCGACCTTCCTCATC-3‟ 

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

BronĢ epitel hücreleri kültür kaplarının yüzeyini kapladıktan sonra hücrelerin üzerine 5 

ml HBSS (Hank‟s Balanced Salt Solution, Gibco, Invitrogen) eklenerek hücreler 

yıkandı. Üzerine 1X‟lik Tripsin-EDTA (Gibco, Invitrogen, 25300) eklenip, 37 C°‟de 10 

dakika kadar beklendi. Hücrelerin kalkıp kalkmadığı mikroskopla kontrol edildi. 

Hücreler kalktıktan sonra tripsini etkisizleĢtirmek için 5-10 ml %10 FCS içeren kültür 

vasatı eklendi. Kültür kabındaki hücreler 50 ml‟lik steril tüpe (Falcon; BD,  ABD)  

aktarıldı ve 1500 rpm‟de 4 dk döndürüldü.  

Santrifüj iĢleminin ardından tüp içerisindeki üst faz atıldı ve tüpün alt kısmında 

toplanmıĢ olan hücreler tüpün kenarlarına yavaĢça vurularak homojenize hale getirilip 

üzerine 5 ml hücre kültür vasatı eklenerek toplam hücre sayısı belirlendi. 

Sayılan hücreler 10000 hücre/ml olacak Ģekilde hücre vasatına eklenerek 24 kuyucuk 

içeren kültür kaplarına (Falcon; BD Biosciences, ABD) ekim yapıldı. YaklaĢık 72 saat 

inkübatörde bekletildikten sonra ekilen hücreler kültür kabının %80‟ini kapladıktan 

sonra kültür kaplarındaki hücre vasatı çekilerek SF ile yıkandıktan sonra tekrar SF 

konularak 24 saat inkübatörde bekletildi. Hücre kültürleri %70-80 yoğunluğa ulaĢtıktan 

sonra, 0, 10, 50, 100g/ml DEP ile 24-48 saat süre ile inkübe edildi. 24 ve 48 saatin 

sonunda hücre kültür kaplarının üzerindeki kültür vasatı toplanarak -80 °C de analiz 

edilinceye kadar saklandı. Bu çalıĢmada sigara içmeyen 3 hasta, sigara içen 4 hasta ve 

KOAH‟lı 5 hastanın bronĢ epitel dokusundan elde edilen bronĢ epitel hücreleri 

kullanıldı. Ġnterlökin (IL)-8 (human CXCL/IL-8, DY208, RnD System) ve granulosit 

makrofaj koloni stimule edici faktör (GM-CSF) (human GMC-SF, DY215, RnD 

System)  düzeyleri DuoSet ELISA kitleri kullanılarak ölçüldü. ÇalıĢmalar üretici 

firmanın tavsiyelerine göre yapılmıĢtır. 

3.7.1.ELISA protokolü 

Kullanılan Solüsyonlar ve malzemeler 

PBS (phosphate buffered saline) pH: 7.2-7.4 (Sigma p4417, ABD). Tween 20 (Sigma 

p5924, ABD) 96 kuyulu elisa tabağı (Thermo, 439454, Denmark) , Reaktif sulandırıcı 

(reagent diluent, RnD System DY995, ABD), Ara ürün solüsyonu (substrate reagent, 

RnD System DY999, ABD), Durdurucu solüsyon ( 2N H2SO4, , RnD System DY994, 
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ABD). Yıkama tamponu (wash buffer, RnD System WA126), Engelleyici tampon 

(Block buffer, System DY995, ABD). 

Yakalayıcı antikorun (capture antibody) deriĢikliği 4g/ml olacak Ģekilde PBS ile 

sulandırılarak 96 kuyulu elisa tabağına 100l eklenerek oda ısısında 1 gün inkübasyona 

bırakıldı. Ertesi gün elisa tabağı boĢaltılarak 400l yıkama tamponu ile kuyular toplam 

3 kez yıkandı. 300l engelleyici tampon eklenerek 1 saat beklendi. Ardından 3 kez 

yıkama iĢlemi yapıldı. Ardından standartlar ve örnekler 100l olacak Ģekilde eklendi ve 

2 saat oda ısısında beklendi. Standartlar en yüksek deriĢimi 2000pg/ml olacak Ģekilde 

reaktif sulandırıcı ile sulandırıldı (2000pg/ml, 1000pg/ml, 500pg/ml, 250pg/ml, 

125pg/ml, 62.5pg/ml, 31.25, 15.625 pg/ml). Yıkama iĢlemi 3 kez tekrar edildi. Bulucu 

antikorun (detection antibody) deriĢikliği 20ng/ml olacak Ģekilde reaktif sulandırıcı ile 

sulandırılarak 100l kuyucuklara eklendi. Yıkama iĢlemi 3 kez tekrar edildi. Ardından 

100l streptavidin eklenerek 20 dk beklendi. Yıkama iĢlemi 3 kez tekrar edildi. 100l 

ara ürün solüsyonu eklenerek 20 dk beklendi. Yıkama iĢlemi yapılmadan kuyuların 

üzerine 50l H2SO4 eklendi ve hızlı bir Ģekilde spektrofotometre (Biotek, ABD) ile 450-

570 nm‟de değerlendirildi. 
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4.BULGULAR VE SONUÇ 

Bu çalıĢmada A549 Hücre hattı ve bronĢ epitel hücrelerinden elde edilen cDNA 

örnekleri ile siklin bağlı kinaz 2 (CDK2), siklin-E1 (CCNE1), (Mitojen aktif protein 

kinaz 2) (ERK2), Mitojen aktif protein kinaz 9 (JNK2), nükleer faktör NF-kappa-B 

(NFkB1), proto-onkogen protein  (c-MYC), siklin bağlı kinaz engelleyici 1 olmak üzere 

7 tane gen bölgesinin gen ifadesinin analizi RT-PCR yöntemi ile çalıĢılmıĢtır. Gen 

ifadesi sonuçlarının değerlendirilmesi için „Prism 5‟ bilgisayar programı kullanılmıĢtır 

(GraphPad Software, ABD).  

ÇalıĢma sonucunda hedef gen bölgesinin bulunan kopya sayısı hamarat genin (GAPDH)  

kopya sayısına oranlanmasıyla gen ifadesi değerleri belirlenmiĢtir. Belirlenen değerlere 

ilk önce normalite testi (D'Agostino & Pearson omnibus normality test ) uygulanmıĢtır. 

Daha sonra sonuçlar tek yönlü varyans analizi (One-way analysis of variance, ANOVA) 

ile değerlendirilmiĢtir. Gruplar arası karĢılaĢtırmalar ise Bonferroni‟nin çoklu 

karĢılaĢtırmalar testi ( "Bonferroni's Multiple Comparison Test") ile yapılmıĢtır. 

A549 hücre hatları ile çalıĢılan gruplarda konrol grubu olarak SF ve 50 g/ml DEP 

seçilerek diğer gruplarla karĢılaĢtırma yapılmıĢtır. BronĢ epitel hücreleri ile çalıĢılan 

guplarda ise bütün gruplar (SF, 10 g/ml DEP, 100 g/ml DEP) birbirleri ile 

karĢılaĢtırılmıĢtır.  

ELISA yöntemi ile çalıĢılan Ġnterlökin (IL)-8 ve granulosit makrofaj koloni stimule 

edici faktör (GM-CSF) deney sonuçlarının değerlendirilmesi ise Dunnett‟in çoklu 

karĢılaĢtırma testi (Dunnett compare all columns) ile yapılmıĢtır. Konrol grubu olarak 

SF seçilmiĢtir. 
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Tablo 9. A549 hücrelerinde DEP ve NAC‟a maruz bırakılan örneklerdeki mRNA değerlerinin 

gösterilmesi. (Bu değerler hedef gen bölgesinin mRNA seviyeleri GAPDH‟e oranlanarak elde 

edilmiĢtir).  

 

 CCNE1 CDK2 CDKN1A 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 

50g/ml 

DEP 
0.000018 0.000045 0.0021 0.0000069 0.00062 0.00044 0.00039 

50g/ml 

DEP  -

NAC33 mM 

0.000005 0.000018 0.0083 0.0000063 0.00066 0.00027 0.00029 

 

SF ile FCS (%10) kıyaslandığında CDK2 gen ifadesi FCS (%10)‟de anlamlı olarak 

artmıĢtır. 50g/ml DEP ile 50g/ml DEP-NAC33 mM kıyaslandığında CDK2 gen 

ifadesi 50g/ml DEP‟de anlamlı olarak artmıĢtır. (Tablo 9 ve ġekil 18B) (P<0.0001). 

SF ile FCS (%10) kıyaslandığında P21 gen ifadesi FCS (%10)‟de anlamlı olarak 

baskılanmıĢtır. 50g/ml DEP ile 50g/ml DEP -NAC33 mM kıyaslandığında P21 gen 

ifadesi 50g/ml DEP‟de anlamlı olarak baskılanmıĢtır. (Tablo 9 ve ġekil 18C) 

(P<0.0001). 50g/ml DEP ile 50g/ml DEP -NAC33 mM kıyaslandığında c-MYC gen 

ifadesi 50g/ml DEP‟de anlamlı olarak artmıĢtır.(Tablo 9 ve ġekil 18G) (P<0.0001). 

Diğer çalıĢılan örneklerdeki gen ifadesi seviyelerinde istatiksel olarak anlamlı sonuçlar 

elde edilemedi. 

 

 

 



47 

 

A

FCS SF D50 D50N33
0

0.000010

0.00002

0.00003

0.00004

C
C

N
E

1
/G

A
P

D
H

B

FCS SF D50 D50N33
0.0000

0.0000

0.0001

0.0001

###



C
D

K
2
/G

A
P

D
H

C

FCS SF D50 D50N33
0.000

0.002

0.004

0.006

0.008

0.010





###

P
2

1
/G

A
P

D
H

D

FCS SF D50 D50N33
0.0000

0.0002

0.0004

0.0006

0.0008

N
F

K
B

/G
A

P
D

H

E

FCS SF D50 D50N33
0.000000

0.000002

0.000004

0.000006

0.000008

0.000010

M
A

P
K

1
 /
G

A
P

D
H

F

FCS SF D50 D50N33
0.0000

0.0002

0.0004

0.0006

0.0008

0.0010

M
A

P
K

9
/G

A
P

D
H

G

FCS SF D50 D50N33
0.0000

0.0002

0.0004

0.0006

##

C
-M

Y
C

/G
A

P
D

H

ġekil 18. A549 hücrelerinde DEP ve NAC‟a maruz bırakılan örneklerdeki mRNA değerlerinin 

histogramları  (SF: serum içermeyen kontrol,  D50: 50 µg/ml DEP içeren kontrol ) 
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Tablo 10. A549 hücrelerinde DEP ve JNK inhibitörüne maruz bırakılan örneklerdeki  mRNA 

değerlerinin gösterilmesi. (Bu değerler hedef gen bölgesinin mRNA seviyeleri GAPDH‟e 

oranlanarak elde edilmiĢtir). 

 

 

 
CCNE1 CDK2 CDKN1A MAPK1 MAPK9 NFkB1 C-MYC 

SF-DMSO  0.000069 0.00018 0.00475 0.000009 0.00080 0.00032 0.00097 

 

50g/ml 

DEP-

DMSO 

0.000051 0.00018 0.00908 0.000010 0.00083 0.00031 0.00011 

 

JNK 10 μM 
0.000030 0.00010 0.00458 0.000007 0.00073 0.00029 0.00091 

 

50g/ml 

DEP-  

JNK33 μM 

0.000052 0.00011 0.01050 0.000011 0.00069 0.00030 0.00083 

 

SF-DMSO ile JNK 10 μM kıyaslandığında CCNE1 gen ifadesi  JNK 10 μM‟ da anlamlı 

olarak baskılanmıĢtır (Tablo 10 ve ġekil 19A). SF-DMSO ile 50g/ml DEP–DMSO 

kıyaslandığında ise CCNE1 gen ifadesi 50g/ml DEP–DMSO‟ da baskılanmıĢtır (Tablo 

10 ve ġekil 19A). 50g/ml DEP–DMSO ile 50g/ml DEP- JNK33 μM kıyaslandığında 

ise CCNE1 gen ifadesi 50g/ml DEP- JNK33 μM‟ da anlamlı derecede artmıĢtır (Tablo 

10 ve ġekil 19A) (P<0.0001). SF-DMSO ile 50g/ml DEP–DMSO kıyaslandığında 

CDK2 gen ifadesinin 50g/ml DEP–DMSO‟da baskılandığı bulunmuĢtur (Tablo 10 ve 

ġekil 19B). (P<0.0001). SF-DMSO ile JNK 10 μM kıyaslandığında P21 gen ifadesi 

JNK 10 μM‟ da anlamlı olarak artmıĢtır (Tablo 10 ve ġekil 19C). 50g/ml DEP–DMSO 

ile 50g/ml DEP-JNK33 μM kıyaslandığında ise P21 gen ifadesi 50g/ml DEP- JNK33 

μM‟ da anlamlı derecede artmıĢtır (Tablo 10 ve ġekil 19C) (P<0.0001). 50g/ml DEP-

DMSO ile 50g/ml DEP-JNK33 μM kıyaslandığında ise MAPK1 gen ifadesi 50g/ml 

DEP- JNK33 μM‟ da anlamlı derecede artmıĢtır (Tablo 10 ve ġekil 19E) (P 0,0299). 

Diğer çalıĢılan örneklerdeki gen ifadesi seviyelerinde istatiksel olarak anlamlı sonuçlar 

elde edilemedi. 
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ġekil 19. A549 hücrelerinde DEP ve JNK inhibitörüne maruz bırakılan örneklerdeki mRNA 

değerlerinin histogramları (SF-DMSO: serum içermeyen kontrol, D50-DMSO: 50 µg/ml DEP 

içeren kontrol ) 
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Tablo 11. A549 hücrelerinde DEP ve ERK inhibitörüne maruz bırakılan örneklerdeki mRNA 

değerlerinin gösterilmesi. (Bu değerler hedef gen bölgesinin mRNA seviyeleri GAPDH‟e 

oranlanarak elde edilmiĢtir). 

 

  CCNE1 CDK2 CDKN1A MAPK9 NFkB1 C-MYC 

 

SF-DMSO 

 

0.000090 0.000044 0.00587 0.000155 0.000075 0.0010 

 

50g/ml DEP-

DMSO 

 

0.000068 0.000028 0.00410 0.000178 0.000088 0.00060 

ERK 33μM 0.000047 0.000027 0.00259 0.000178 0.000082 0.00065 

50g/mlDEP-

ERK33 μM 
0.000055 0.000030 0.00238 0.00178 0.000060 0.00055 

 

SF-DMSO ile ERK 33 μM kıyaslandığında CCNE1 gen ifadesi ERK 33 μM‟ de anlamlı 

olarak baskılanmıĢtır (Tablo 11 ve ġekil 20A).  SF-DMSO ile 50g/ml DEP–DMSO 

kıyaslandığında ise CCNE1 gen ifadesi 50g/ml DEP–DMSO‟ da baskılanmıĢtır (Tablo 

11 ve ġekil 20A) (P<0.0001). SF-DMSO ile ERK 33 μM kıyaslandığında CDK2 gen 

ifadesi ERK 33 μM‟ de anlamlı olarak baskılanmıĢtır (Tablo 11 ve ġekil 20B). SF-

DMSO ile 50g/ml DEP–DMSO kıyaslandığında ise CDK2 gen ifadesi 50g/ml DEP –

DMSO‟ da baskılanmıĢtır (Tablo 11 ve ġekil 20B). (P<0.0001). SF-DMSO ile 50g/ml 

DEP–DMSO kıyaslandığında P21 gen ifadesinin 50g/ml DEP –DMSO‟da baskılandığı 

bulunmuĢtur (Tablo 11 ve ġekil 20C) (P<0.0001). SF-DMSO ile ERK 33 μM 

kıyaslandığında c-MYC gen ifadesi ERK 33 μM‟ de anlamlı olarak baskılanmıĢtır 

(Tablo 11 ve ġekil 20F) (P<0.0001). Diğer çalıĢılan örneklerdeki gen ifadesi 

seviyelerinde istatiksel olarak anlamlı sonuçlar elde edilemedi. Ayrıca A549 

hücrelerinde DEP ve ERK inhibitörüne maruz bırakılan örneklerdeki MAPK1 gen 

ifadesi analiz edilemedi. 
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ġekil 20. A549 hücrelerinde DEP ve ERK inhibitörüne maruz bırakılan örneklerdeki mRNA 

değerlerinin histogramları (SF-DMSO: serum içermeyen kontrol D50-DMSO: 50 µg/ml DEP 

içeren kontrol ) 
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Tablo 12. KOAH‟lı hastalardan elde edilen bronĢ epitel hücrelerinin SF, 10g/ml DEP ve 

100g/ml DEP‟e maruz bırakılan örneklerinin mRNA değerlerinin gösterilmesi. (Bu değerler 

hedef gen bölgesinin mRNA seviyeleri GAPDH‟e oranlanarak elde edilmiĢtir). 

 

 CCNE1 CDK2 CDKN1A MAPK9 NFkB1 C-MYC 

 

SF 

 

0.000184 0.000308 0.6002 0.000725 0.001708 0.02234 

10g/ml 

DEP 
0.00029 0.000341 0.6875 0.000775 0.002067 0.02911 

100g/ml 

DEP 
0.00039 0.000408 0.7700 0.000925 0.001433 0.08555 

 

KOAH‟lı hastalardan elde edilen bronĢ epitel hücreleri SF, 10g/ml DEP ve 100g/ml 

DEP‟e maruz bırakılmıĢtır. Tablo 12 ve ġekil 21‟de de bu örneklere ait gen ifadesi 

değerleri gösterilmiĢtir. SF ile 100g/ml DEP kıyaslandığında c-MYC gen ifadesinin 

100g/ml DEP‟ de anlamlı olarak arttığı bulunmuĢtur (Tablo 12 ve ġekil 21F) (P 

0,0336). Diğer çalıĢılan örneklerdeki gen ifadesi seviyelerinde istatiksel olarak anlamlı 

sonuçlar elde edilememiĢtir. 
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ġekil 21. KOAH‟lı hastalardan elde edilen bronĢ epitel hücrelerinin SF, 10g/ml DEP ve 

100g/ml DEP‟e maruz bırakılan örneklerinin mRNA değerlerinin histogramları 
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Tablo 13. Sigara içen hastalardan elde edilen bronĢ epitel hücrelerinin SF, 10g/ml DEP ve 

100g/ml DEP‟e maruz bırakılan örneklerinin mRNA değerlerinin gösterilmesi. (Bu değerler 

hedef gen bölgesinin mRNA seviyeleri GAPDH‟e oranlanarak elde edilmiĢtir). 

 

 CCNE1 CDK2 CDKN1A MAPK9 NFkB1 C-MYC 

 

SF 

 

0.000049 0.000175 0.1186 0.00117 0.000422 0.0026 

10g/ml 

DEP 
0.000062 0.000161 0.1171 0.00141 0.000417 0.00325 

100g/ml 

DEP 
0.000072 0.000195 0.1261 0.00111 0.000327 0.00498 

 

Sigara içen hastalardan elde edilen bronĢ epitel hücreleri SF, 10g/ml DEP ve 100g/ml 

DEP‟e maruz bırakılmıĢtır. Tablo 13 ve ġekil 22‟de bu örneklere ait gen ifadesi 

değerleri gösterilmiĢtir. SF ile 100g/ml DEP kıyaslandığında CCNE1 gen ifadesinin 

100g/ml DEP‟ de anlamlı olarak arttığı bulunmuĢtur (Tablo 13 ve ġekil 22A) (P 

0,2653). SF ile 100g/ml DEP kıyaslandığında c-MYC gen ifadesinin 100g/ml DEP‟ 

de anlamlı olarak arttığı bulunmuĢtur (Tablo 13 ve ġekil 22F) (P 0,0088). Diğer 

çalıĢılan örneklerdeki gen ifadesi seviyelerinde istatiksel olarak anlamlı sonuçlar elde 

edilememiĢtir. 
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ġekil 22. Sigara içen hastalardan elde edilen bronĢ epitel hücrelerinin SF, 10g/ml DEP ve 

100g/ml DEP‟e maruz bırakılan örneklerinin mRNA değerlerinin histogramları 
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Tablo 14. Sigara içmeyen hastalardan elde edilen bronĢ epitel hücrelerinin SF, 10g/ml DEP ve 

100g/ml DEP‟e maruz bırakılan örneklerinin mRNA değerlerinin gösterilmesi. (Bu değerler 

hedef gen bölgesinin mRNA seviyeleri GAPDH‟e oranlanarak elde edilmiĢtir). 

 

 CCNE1 CDK2 CDKN1A MAPK9 NFkB1 C-MYC 

  

SF 

 

0.000019 0.000225 0.1646 0.000227 0.000535 0.00502 

10g/ml 

DEP 
0.000029 0.000241 0.1612 0.000351 0.000444 0.00435 

100g/ml 

DEP 
0.000027 0.000258 0.2108 0.000167 0.000283 0.0174 

  

Sigara içmeyen hastalardan elde edilen bronĢ epitel hücreleri SF, 10g/ml DEP ve 

100g/ml DEP‟e maruz bırakılmıĢtır. Tablo 14 ve ġekil 23‟de bu örneklere ait gen 

ifadesi değerleri gösterilmiĢtir. SF ile 100g/ml DEP kıyaslandığında NFKB1 gen 

ifadesinin 100g/ml DEP‟ de anlamlı olarak baskılandığı bulunmuĢtur (Tablo 14 ve 

ġekil 23D) (P 0,0113). SF ile 10g/ml DEP kıyaslandığında MAPK9 gen ifadesinin 

10g/ml DEP‟ de anlamlı olarak arttığı bulunmuĢtur (Tablo 14 ve ġekil 23E) (P 

0,0017). SF ile 100g/ml DEP kıyaslandığında c-MYC gen ifadesinin 100g/ml DEP‟ 

de anlamlı olarak arttığı bulunmuĢtur (Tablo 14 ve ġekil 23F) (P<0.0001). Diğer 

çalıĢılan örneklerdeki gen ifadesi seviyelerinde istatiksel olarak anlamlı sonuçlar elde 

edilememiĢtir. 
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ġekil 23. Sigara içmeyen hastalardan elde edilen bronĢ epitel hücrelerinin SF, 10g/ml DEP ve 

100g/ml DEP‟e maruz bırakılan örneklerinin mRNA değerlerinin histogramları 
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ġekil 24. Sigara içmeyen, sigara içen ve KOAH‟lı hastalardan elde edilen bronĢ epitel 

hücrelerinin SF, 5g/ml DEP, 10g/ml DEP, 50g/ml DEP ve 100g/ml DEP‟e maruz 

bırakılan örneklerdeki GMC-SF düzeylerinin gösterilmesi 
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ġekil 25. Sigara içmeyen, sigara içen ve KOAH‟lı hastalardan elde edilen bronĢ epitel 

hücrelerinin SF, 5g/ml DEP, 10g/ml DEP, 50g/ml DEP ve 100g/ml DEP‟e maruz 

bırakılan örneklerdeki IL-8 düzeylerinin gösterilmesi 

 



60 

 

Sigara içmeyen hastalardan elde edilen bronĢ epitelyum hücrelerinde 24 saat sonunda 

SF ile 100g/ml DEP kıyaslandığında GMC-SF salınımının anlamlı olarak azaldığı 

bulunmuĢtur (ġekil 24, GMC-SF NON SMOKER T24) (P<0.0001). Sigara içmeyen 

hastalardan elde edilen bronĢ epitelyum hücrelerinde 48 saat sonunda SF ile 100g/ml 

DEP kıyaslandığında GMC-SF salınımının burada da anlamlı olarak azaldığı 

bulunmuĢtur (ġekil 24, GMC-SF NON SMOKER T48) (P<0.0001). Sigara içen 

hastalardan elde edilen bronĢ epitelyum hücrelerinde 48 saat sonunda SF ile 100g/ml 

DEP kıyaslandığında GMC-SF salınımının anlamlı olarak azaldığı bulunmuĢtur (ġekil 

24, GMC-SF SMOKER T48) (P<0.0001). KOAH‟lı hastalardan elde edilen bronĢ 

epitelyum hücrelerinde 48 saat sonunda SF ile 100g/ml DEP kıyaslandığında GMC-SF 

salınımının anlamlı olarak azaldığı bulunmuĢtur (ġekil 24, GMC-SF KOAH T48) 

(P<0.0001). 

Sigara içmeyen hastalardan elde edilen bronĢ epitelyum hücrelerinde 24 saat sonunda 

SF ile 100g/ml DEP kıyaslandığında IL-8 salınımının anlamlı olarak azaldığı 

bulunmuĢtur (ġekil 25, IL-8 NON SMOKER T24) (P<0.0001). Sigara içmeyen 

hastalardan elde edilen bronĢ epitelyum hücrelerinde 48 saat sonunda SF ile 100g/ml 

DEP kıyaslandığında IL-8 salınımının anlamlı olarak azaldığı bulunmuĢtur (ġekil 25, 

IL-8 NON SMOKER T48) (P<0.0001). KOAH‟lı hastalardan elde edilen bronĢ 

epitelyum hücrelerinde 24 saat sonunda SF ile 100g/ml DEP kıyaslandığında IL-8 

salınımının anlamlı olarak azaldığı bulunmuĢtur (ġekil 25, IL-8 KOAH T24) 

(P<0,0101). KOAH‟lı hastalardan elde edilen bronĢ epitelyum hücrelerinde 48 saat 

sonunda SF ile 50g/ml DEP kıyaslandığında IL-8 salınımının anlamlı olarak azaldığı 

bulunmuĢtur (ġekil 25, KOAH T48) (P<0.0001). Aynı Ģekilde KOAH‟lı hastalardan 

elde edilen bronĢ epitelyum hücrelerinde de 48 saat sonunda SF ile 100g/ml DEP 

kıyaslandığında IL-8 salınımının anlamlı olarak azaldığı bulunmuĢtur (ġekil 25, KOAH 

T48) (P<0.0001). 
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TARTIġMA 

 

 

Parçacıkların neden olduğu hava kirliliği inflamatuar ve zararlı etkileriyle solunum 

hastalıklarıyla yakından iliĢkilidir (12). Fakat bu parçacıkların akciğer üzerindeki zararlı 

etkilerinin mekanizması tam olarak aydınlatılamamıĢtır (12). ÇalıĢmalar, tütün dumanı 

ve dizel egzoz parçacıkları gibi oksidanların hücre döngüsü ve programlı hücre ölümü 

ile ilgili proteinlerin gen ifadesini ve aktivitesini etkileyebileceğini göstermektedir (91). 

Bu çalıĢmada hücre döngüsü ve programlı hücre ölümünün düzenlenmesinde rol alan 

siklin bağlı kinaz 2 (CDK2), siklin-E1 (CCNE1), mitojen aktif protein kinaz 2 (ERK2), 

mitojen aktif protein kinaz 9 (JNK2), nükleer faktör  NF-kappa-B (NFKB1), proto-

onkogen  protein  (c-MYC), siklin bağlı kinaz engelleyici 1 (p21)‟in gen ifadesi 

seviyeleri RT-PCR yöntemi ile çalıĢıldı. ÇalıĢmada A549 hücre hattının yanı sıra direkt 

olarak bronĢ dokusundan elde edilen bronĢ epitel hücreleri de kullanıldı. DEP‟e 

maruziyet sonrasında bronĢ epitel hücrelerinden salınan IL-8 ve GM-CSF miktarları da 

ELISA yöntemi ile tayin edildi. 

A549 hücre hattı ile yaptığımız çalıĢmalarda %10‟luk serumlu ortamda p21 gen 

ifadesinin serumsuz ortama göre baskılandığı bulunmuĢtur. Aynı zamanda 50 μg/ml 

DEP‟e maruziyet sonrasında da p21 gen ifadesinin baskılandığı bulunmuĢtur. Bir 

antioksidan olan NAC ise (33 mM) 50 μg/ml DEP‟li ortamda p21 gen ifadesini anlamlı 

derecede artırmıĢtır. Bunun nedeni serumlu ortamda hücre çoğalmasının artması ve 

düĢük deriĢiklikteki DEP‟in hücre çoğalmasını uyarmasıyla  hücre artıĢına  neden 

olması olabilir. Aynı zamanda NAC‟nin 50 μg/ml DEP‟in hücre çoğaltıcı etkisini 

ortadan kaldırması olabilir. DEP varlığının serumsuz ortamda hücre çoğalmasına etki 

edebilecek mitojenik sinyalleri oluĢturabileceği ileri sürülmektedir (88). ÇalıĢmalar 

DEP ve küçük çaplı PM‟in insan bronĢ epitel hücrelerinde ekstraselüler sinyal 

düzenleyici kinaz („extracellular signal-regulated kinase‟, ERK) sinyal iletici yolağını 

aktive edebileceklerini göstermektedir (89). ERK aktivasyonunun hücre çoğalmasını 

uyarmak için yeterli ve gerekli olduğu bildirilmektedir (90). Bu nedenle, olasıdır ki 

DEP kimyasalları ERK aktivasyonu aracılığıyla bir mitojen gibi davranarak hücre 

çoğaltımının uyarılmasına neden olmaktadır (88). Bayram ve ark (2006) serumsuz 

ortamda yaptıkları çalıĢmalarda p21 gen ifadesinin DEP tarafından baskılandığı ve 

bunun hücre çoğalmasına eĢlik ettiğini göstermesi de bu bulguları teyit etmektedir. 
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Ayrıca parçacıkların hücre yaĢam döngüsü üzerindeki etkilerini araĢtıran diğer 

çalıĢmalarda da, DEP ve PM2.5 gibi parçacıkların fare makrofajlarında düĢük dozlarda 

hücre çoğalmasına, daha yüksek dozlarda ise programlı hücre ölümüne yol açtıklarını 

göstermiĢtir (79). Dolayısıyla, hücre çoğalması ve programlı hücre ölüm sürecinin eĢ 

zamanlı olarak cereyan edebileceği düĢünülmektedir (12). Ayrıca DEP‟nin doza bağımlı 

olmadan A549 hücre hattı kültüründeki canlı hücre sayısını 48 saatin içinde artırdığı, 

10g/ml dozun ise en yüksek etkiyi gösterdiği yapılan çalıĢmalarla gösterilmiĢtir (12). 

DEP‟nin aynı zamanda hücre döngüsünün G0/1 fazındaki hücre oranını azaltırken, S 

fazındaki hücre sayısını artırdığı da gösterilmiĢtir (12). Bundan baĢka, DEP‟nin 

serumsuz ortamda artan A549 hücre ölümünü baskıladığı da gösterilmiĢtir (12). 

P21 gen ifadesi değerlerinin CDK2 ve siklin-E gen ifadesi değerleriyle 

kıyasladığımızda ise p21 gen ifadesi sonuçlarını desteklediğini görmekteyiz. Bilindiği 

üzere p21 esas olarak siklinE/CDK2 bileĢenine karıĢarak hücre çoğalmasını durdurur 

(50). Siklin E nin hücre döngüsü boyunca G1 evresinde en yüksek seviyeye ulaĢtığını 

bilinmektedir (44). Siklin E formlarının CDK2 ile bileĢim oluĢturup hücre döngüsünde 

G1 den S fazına geçiĢi sağladığı bilinmektedir (47). Bu bilgilere göre siklinE ve CDK2 

gen ifadelerinin paralellik göstermesi beklenebilir. Teorik olarak da p21 gen ifadesi 

seviyesinin siklin E ve CDK2 gen ifadeleri ile ters orantılı olarak artmasını veya 

azalmasını bekleyebiliriz. Yaptığımız çalıĢmalarda büyük ölçüde bunu 

desteklemektedir. CDK2 gen ifadesi seviyesinin serumlu ortamda serumsuz ortama göre 

artıĢ gösterdiği sonuçlarımızda yer almaktadır. Bununla beraber 50 μg/ml DEP ve  

NAC‟li örneklere bakıldığında ise NAC„li örneklerde 50 μg/ml DEP‟li örneklere göre 

CDK2 gen ifadesi azalmıĢtır. Bu da NAC‟nin DEP‟in hücre çoğalmasını artırıcı etkisini 

büyük ölçüde ortadan kaldırdığı düĢündürmektedir. Siklin E gen ifade seviyelerine 

bakıldığında ise serumlu ortamda siklin E seviyesinin daha düĢük olduğu görülmektedir. 

Bu sonuç yukarıda elde edilen bulgularla çeliĢmektedir. Bunun sebebi gen ifadesi 

analizlerindeki teknik hatalardan kaynaklanıyor olabilir. Fakat 50 μg/ml DEP‟ve  

NAC‟li örneklere bakıldığında CDK2 gen ifadesi sonuçları ile paralellik 

göstermektedir. DEP ve NAC ile yapılan çalıĢmalarda çalıĢılan diğer gen bölgelerinde 

gen seviyesi düzeylerinde anlamlı bir sonuç elde edilememiĢtir. 

JNK inhibitörü ile yaptığımız çalıĢmalarda serumsuz ortamdaki p21 gen ifadesi ile  JNK 

10 μM ile karĢılaĢtırıldığında JNK 10 μM olan örneklerdeki p21 gen ifadesinin anlamlı 
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olarak arttığı bulunmuĢtur. Bu sonuçtan JNK inhibitörünün hücre canlılığını baskıladığı 

sonucu çıkarılabilir. Nitekim KB-3 adındaki bir adenokarsinoma hücre hattı ile yapılan 

çalıĢmalarda JNK inhibitörünün hücre canlılığını baskıladığı bulunmuĢtur (80). Benzer 

Ģekilde 50g/ml DEP ve 50g/ml DEP-JNK33 μM „lü örneklerde de p21 gen ifadesi 

seviyesinin JNK inhibitörü bulunan örneklerde DEP‟li örneklere göre anlamlı bir artıĢ 

gözlenmiĢtir. Siklin E gen ifadesi seviyesine bakıldığında ise JNK 10 μM bulunan 

örneklerde anlamlı Ģekilde azaldığı görülmektedir. Bu bulgu da JNK 10 μM olan 

örneklerdeki p21 gen ifadesi ile örtüĢmektedir.  50g/ml DEP ve 50g/ml DEP- JNK33 

μM „lü örneklerde ki siklin E gen ifadesi seviyeleri karĢılaĢtırıldığında ise  JNK 

inhibitörü ve DEP bulunan örneklerde DEP‟li örneklere göre  siklin E gen ifadesi 

seviyesinin  anlamlı bir artıĢ göstermesi ise JNK inhibitörü ve DEP bulunan örneklerde 

hücre çoğalmasının uyarılmasını akla getirebilir. Yapılan çalıĢmalarda JNK 

aktivasyonunun, serumsuz ortamda bırakılan A549 hücrelerinde baĢlayan programlı 

hücre ölümüne eĢlik ettiği, dolayısıyla bu yolağın aynı zamanda pro-apoptotik aktivite 

de gösterebileceği ileri sürülmektedir (81). Bazı oksidatif stres modellerinde de, JNK 

yolağının aktivasyonu aracılığıyla MAPK (mitojen aktive edici protein kinaz) yolağının 

uyarılmasının hücrede programlı hücre ölümüne yol açabileceği ileri sürülmektedir (82, 

83). Böylece, JNK yolağı hem programlı hücre ölümü, hem de hücrenin yaĢamı ile ilgili 

sinyallerin iletiminde rol oynayabilir (55). Bazı oksidatif stres modellerinde de, c-jun N-

terminal kinaz (JNK) yolağının aktivasyonu aracılığıyla MAPK yolağının uyarılmasının 

programlı hücre ölümüne yol açabileceği ileri sürülmektedir (53,54). Yine bazı 

koĢullarda, JNK yolağının aktivasyonunun hücre yaĢam süresini artırabileceği ve hücre 

çoğalmasının uyarılmasını tetikleyebileceği belirtilmektedir (55). 

ERK inhibitörü ile yaptığımız çalıĢmalarda serumsuz örneklere göre ERK 33 μM‟lı 

örneklerde yine p21 gen ifadesinde azalma görülmüĢtür. Yine 50g/ml DEP‟li 

örneklerde p21 gen ifadesi seviyesi NAC ve JNK inhibitörü gruplarıyla yapılan 

deneylerdeki sonuçlarla örtüĢmektedir. Siklin E gen ifadesi seviyelerine baktığımızda 

ise ERK 33 μM‟lı örneklerde serumsuz örneklerdekine göre bir azalma söz konusudur. 

CDK2 gen ifadesi seviyesi ise serumsuz örneklere göre ERK 33 μM‟lı örneklerde 

azalmıĢtır. 

BronĢ epitel hücreleri ile yapılan çalıĢmalarda ise hücreler farklı hastaların akciğer 

dokularından elde edildikleri için gen ifadesi seviyeleri oldukça değiĢkenlik 

göstermiĢtir. Sigara içen, sigara içmeyen ve KOAH‟lı hastaların akciğer dokularından 
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elde edilen bronĢ epitel hücrelerinde c-MYC gen ifadesi seviyesi serumsuz örnekere 

göre 100 g/ml DEP „li örneklerde anlamlı olarak artmıĢtır. Parçacıkların hücre ölümü 

üzerine olan etkilerini araĢtıran çalıĢmalar, PM10 gibi parçacıkların nekrozis ve 

programlı hücre ölümünü uyararak hücre ölümüne yol açabileceklerini göstermiĢtir (84, 

85). Bu nedenle c-Myc‟nin P53‟ü aktive ederek programlı hücre ölümünü baĢlattığı 

düĢünülebilir (74). Yapılan hücre canlılığı çalıĢmalarında; serumsuz ortamda düĢük 

deriĢikliklerindeki DEP (1-50 μg/ml) hücre canlılığını arttırırken, 100 μg/ml gibi yüksek 

deriĢikliklerin hücre canlılığını azalttığını göstermektedir. 

ELISA yöntemi ile çalıĢılan örneklerde sigara içen, sigara içmeyen ve KOAH‟lı 

hastalardan elde edilen bronĢ epitel hücrelerinin 24 ve 48 saat DEP‟e maruziyet 

sonrasında IL-8 ve GM-CSF salınımları ölçülmüĢtür. Bununla ilgili yapılan 

çalıĢmalarda partiküler hava kirleticilerinin hücrelerin çeĢitli iĢlevleri ve inflamatuvar 

parametreler üzerindeki etkileri araĢtırılmıĢtır. Bu çalıĢmalar, DEP ve diğer 

parçacıkların in vitro ortamda hücrelerin fizyolojik iĢlevlerini bozabileceklerini ve 

inflamatuvar değiĢikliklere yol açabileceklerini göstermektedir (12). Bayram ve ark 

(2006) DEP‟nin primer bronĢ epitel hücrelerin silya titreĢim frekansını 

baskılayabileceklerini ve bu hücrelerden IL-8, GM-CSF ve çözülebilen hücreler arası 

yapıĢma molekülü (SICAM)-1 gibi inflamatuvar aracıların salınımını artırabileceğini 

bildirmiĢtir. Yapılan bir diğer çalıĢmada da, astımlı bireylerden elde edilen bronĢ epitel 

hücrelerinin DEP‟e maruziyet sonrasında astımlı olmayan bireylerin hücreleri ile 

kıyaslandığında daha yüksek oranlarda IL-8, GM-CSF, RANTES ve SICAM-1 

salgıladıkları bulunmuĢtur (12). Diğer yandan, DEP‟nin non-toksik dozlarının üst ve alt 

havayolu epitelyum hücrelerinde doz ve zaman bağımlı olarak IL-8 ve GM-CSF 

üretimini arttırdığı gösterilmiĢtir (11). Bu etkinin bir protein sentez inhibitörü olan 

sikloheksimid (CHX) ile anlamlı olarak azaltıldığı izlenmiĢtir (86). Hücre hatları ile 

yapılan çalıĢmalarda ise; A549 hücrelerini 24 saat DEP maruziyeti sonrasında IL-1α, IL-

6, IL-8 ve TNF-α’nın mRNA gen ifadesinin doza bağımlı olarak arttığı ve DNA 

sonlarındaki kırıklarda artıĢ olduğu görülmüĢtür (87).  

Sigara içmeyen hastalardan elde edilen bronĢ epitel hücrelerinin 24 ve 48 saat DEP‟e 

maruziyet sonrasında GM-CSF seviyelerinde 10 μg/ml ve 50 μg/ml DEP‟te bir miktar 

artıĢ gözlenmektedir. Bu sonuçlar DEP‟in GM-CSF seviyesini artırabileceğini 

düĢündürmektedir. 100 μg/ml ise anlamlı derecede azalma vardır. Burada ise bir çeliĢki 
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söz konusudur. 100 μg/ml deki azalma bu deriĢiklikte hücre sayısının önemli derecede 

azalmasından kaynaklanıyor olabilir. Sigara içen ve KOAH‟lı hastalardan elde edilen 

bronĢ epitel hücrelerinininde 24 ve 48 saat DEP‟e maruziyet sonrasında 100 μg/ml  

deriĢiklikte GM-CSF seviyesinde anlamlı derecede azalma söz konusudur. Burada da 

100 μg/ml DEP deriĢiklikliğinin hücre ölümüne neden olması düĢünülebilir. 

Sigara içen, sigara içmeyen ve KOAH‟lı hastalardan elde edilen bronĢ epitel 

hücrelerinin 24 ve 48 saat DEP‟e maruziyet sonrasında IL-8 seviyelerinde 100 μg/ml 

DEP‟te anlamlı olarak azalma söz konusudur. 

BronĢ epitel hücrelerinin 24 ve 48 saat DEP‟e maruziyet sonrasında IL-8 ve GM-CSF 

salınımlarının değerlendirilmesinde hücrelerin farklı hastaların akciğer dokularından 

elde edildikleri göz önünde bulundurulmalıdır. Öneri olarak her hasta grubu ayrı ayrı 

değerlendirilebilir. Ayrıca bu örneklerin hücre canlılığı analizleri göz önünde 

bulundurulabilir. 
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