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SEKILLER DiZINi

Yag asiti metabolizmast

Omega 3 ve 6 yag asitleri

Siklooksijenaz yolagi

COX-1 ve COX-2’nin substrat baglayici kanallar1 arasindaki yapisal farkliliklarin sematik

gosterimi
Duman uygulamasi diizenegi

Sigara duman maruziyetinin asetilkolin ile olusturulan gevseme yamtlarina etkisi(n=6-9).
Istatistiksel analizz ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* : Kontrole gére P<0.05. # Duman
kontrole gore P<0.05).

Sigara dumani maruziyetinin papaverin ile olusturulan gevseme yanitlarina etkisi(n=6-9).
Istatistiksel analiz: ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* : Kontrole gore P<0.05).

Sigara dumami maruziyetinin Fosfolipaz A, enzimine etkisi(n=6). Istatistiksel analiz:
ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* : Kontrole gore P<0.05. # Duman kontrole gore P<0.05).

Sigara dumani maruziyetinin siklooksijenaz-2 enzimine etkisi(n=6). Istatistiksel analiz:
ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* : Kontrole gore P<0.05. # Duman kontrole gore P<0.05).

Sigara duman1 maruziyetinin endotelyal nitrik oksit sentaz enzimine etkisi(n=6). Istatistiksel

analiz: ANOVA. Post hoc: Bonferroni.

Sigara dumani ve COX-2.

Vi



CIZELGELER DIZiNi

TabloI.  Fosfolipazlarin dokulardaki dagilimlar1

vii



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

ALA Alfa-linolenik asit
DHA Dokozaheksaenoik asit
EPA Eikosapentaenoik asid
LPS Lipoprotein sakkarit
NF-kB Niikleer faktor kappa-B
MAPK Mitojen ile aktive edilmis protein kinaz
TNF-alfa Tiimor nekroz faktor alfa
a Alfa
PG Prostaglandin
EDRF Endotelyum kaynakli gevseme faktorii
sGC Guanilat siklaz
NO Nitrik oksid
cGMP Siklik guanozinmonofosfat
eNOS Endotelyal nitrik oksid sentaz
iINOS Indiiklenebilir nitrik oksid sentaz
nNOS Noronal nitrik oksid sentaz
ICAM-1 Hiicreler aras1 adhezyon molekiilii-1
HDL Yiiksek dansiteli lipoprotein
LDL Diisiik dansiteli lipoprotein
V-DDL Cok diisiik dansiteli lipoprotein
KCl Potasyum kloriir
Ca®? Kalsiyum
PLA, Fosfolipaz A,
COX-1 Siklooksijenaz-1
COX-2 Siklooksijenaz-2
PKC Protein kinaz C
[Ca™ Sitozolik Ca** konsantrasyonu

DAG Diacilgliserol
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GPCRs G protein-kenetli reseptorler

1P3 Inozitol-1,4,5- trisfosfat

PI3K-C2a Simnif 2 fosfatidilinozitol 3-kinaz’1n a isoformu
PLC Fosfolipaz C

BH4 Tetrahidrobiop-terin

FAD Flavin adenin diniikleotid

NAD Nikotinamid adenin diniikleotid

FMN Flavin mono niikleotid
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OZET

Sigara Dumam Maruziyetine Bagh Damar Hasarinin Molekiiler Temeli ve Yeni
Tedavi Yaklasimi: Alfa-Linolenik Asit

Sigara dumani1 maruziyeti damar hasarina neden olmaktadir. Ve bu hasarm
mekanizmasi1 molekiiler diizeyde yeterince aydinlatilmamistir. Bundan dolay:
simdiki calismada farelerde antiinflamatuar etkisi oldugu bilinen ve dogal olarak
gidalarda bulunan alfa-linolenik asid'in sigara dumami maruziyeti ile olusan
damar hasarim onleyip 6nleyemeyecegini arastirmayi planladik.

Bu amacla fareler cesitli gruplara ayrildi: Kontrol (duman varhginda ve
yoklugunda), alfa-linolenik asit (duman varhginda ve yoklugunda) gruplar
olusturuldu. Bu gruplara ayri ayr1 2 ay boyunca (haftada 5 giin) sigara dumam ve
ilgili ajanlar uygulandi. 2 ay sonunda uygulama yapilan fareler servikal
dislokasyon ile oldiiriilerek torasik aortlar1 izole edildi. izole edilen torasik
aortlarin bir boliimii endotel fonksiyonlarim1 degerlendirmek icin organ
banyosuna asildi. Daha sonra dokular fenilefrin ile kastirthp asetilkolin ile
gevsetildi. Alfa-linolenik asit uygulamasi asetilkolin gevsemelerini artirdi. Duman
uygulamasi gevseme yanitlarim azaltirken duman ile birlikte Alfa-linolenik asit
uygulamasi bu azalmay1 geri c¢evirdi. Diiz kas fonksiyonlarini degerlerlendirmek
icin ise KC(l ile kastirildiktan sonra papaverine verdigi gevseme yamitlar: ol¢iildii.
Sigara dumam, alfa-linolenik asit ve indometazin uygulamasi papaverin ile
olusturulan gevseme yanitlarim degistirmedi. Torasik aortlarin bir boliimii de
nitrik oksid sentaz, fosfolipaz A, ve siklooksijenaz enzimlerinin diizeyleri
belirlemek icin kullamldi. Sigara dumam siklooksijenaz-2 ve fosfolipaz A,
enziminin miktarinda artisa neden oldu. Alfa-linolenik asit bu artis1 azaltti. Sigara
dumani endotelyal nitrik oksit sentaz enziminin miktarinda azalmaya neden oldu
ancak bu azalma anlamh bulunmadi.

Calismamiz, sigara kullanimi ve duman maruziyeti kardiyovaskiiler
hastaliklar i¢in risk faktorii oldugu ve alfa-linolenik asit icerikli besin kullaniminin
bu hastaliklarin riskini azaltabilecegini gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Sigara dumani, Alfa-linolenik asit, Fare torasik aortu, Nitrik oksid
sentaz, Fosfolipaz A, yolagi.



ABSTRACT

The Molecular Basis Of Vessel Damage induced By Cigarette Smoke Exposure
And New Treatment Approach: Alpha-Linolenic Acid

Exposure to cigarette smoke causes vessel damage. And mechanisim of this
damage has not yet been clearly identified. Therefore in the present study we
aimed to invastigate the wheter vessel damage due to the cigarette smoke exposure
will be prevented by the alpha-linolenic acid which has antiinflammatory effect in
mice.

In experimental study, mice (Swis albino, male age: 8 weeks) separated into
some groups such as controls (with and without cigarette smoke exposure) alpha-
linolenic acid (with and without cigarette smoke exposure) and indomethacin
(with and without cigarette smoke exposure). The cigarette smoke application
continued 5 days in a week during two mounths. In the end of two mounths, the
mice were Killed by cervical dislocation and their blood and thoracic aortas were
isolated. Some of isolated aorts used in organ bath experiments for testing
endothelial functions. The tissues were precontracted with phenilephrine then
relaxed with acetylcholine. Treatment with alfa-linolenic acid increased
acetylcholine relaxations. Smoke treatment decreased acetylcholine relaxation.
Smoke with alpha-linolenic acid treatment increased acetylcholine relaxations
versus just smoke treatment. For testing smooth muscle functions the tissues were
precontracted with KCl then relaxed papaverine. There were no variations
between testing groups. Other parts of thoracic aortas were used to determine
endothelial nitricoxide sythase, cyclooxigenase-2 and phospholypase A, enzymes
levels. Smoke exposure caused rising in cyclooxigenase-2 and phospholypase A;
levels. This rising inhibited with alfa-linolenic acid treatment. Smoke exposure
decreased eNOS levels. But this result was not istatistically significant.

Using cigarette and smoke exposure is risk factor of cardiovascular disease.
Our study showed that alpha-linolenic acid rich diets can decrease the risk of this
disease

Key words: Cigarette smoke, Alpha-linolenic acid, Mice thoracic aortae, Nitric
oxide synthase, Phospholipase A2 pathway

X1



1. GIRIS

Sigara kullanimi kardiyovaskiiler hastaliklara yonelik biiylik bir risktir.
Epidemiyolojik ¢aligmalar, sigara kullanimimin trombozis, ateroskleroz gelisimi,
miyokard infarktusu, vaskiiler graft basarisizlig1 ve koroner arter hastaliklari ile birlikte
hipertansiyon ve endotelyal disfonksiyonun &nemli nedenlerinden oldugunu
gostermistir ',

Sigara kullanim1 plazmadaki kombine nitrit, nitrat ve antioksidan yogunlugunu
diisiiriir’. Sigara dumani maruziyeti endotel hiicrelerindeki L-arjinin-NO sentaz yolagimi
etkileyerek NO iiretimini azaltir. Buna ilave olarak L-arjinin transportunu, nitrik oksid
sentaz ekspresyonunu ve aktivitesini azaltir®. Uzun siireli sigara dumani maruziyeti fare
karotid arterinin yapisi1 doniisiimsiiz olarak bozar ve elastikiyetini azaltir’. Ayrica
sigara kullanimi kronik obstriiktif akciger hastaligr riskini artirir. A vitamininin
azalmasina neden olarak akciger parankim hiicrelerinin yikimina ve elastikiyetinin
azalmasima bagh bir hastalik olan amfizemin gelisimine neden olur®. Sigara kullanimi
serbest oksijen radikallerinin artmasina neden olarak oksidatif stresi artirir. Artan
oksidatif stres NO inaktivasyonu yaparak endotelyal disfonksiyona katkida bulunur ve
koroner damarlarm kan akiminin azalmasina neden olur’. Sigara dumanimim maruziyeti
siklooksijenaz-2 (COX-2), prostaglandin E, ve hiicreler arasi adhezyon molekiilii-1
(ICAM-1) sentezini arttirarak infalamasyon gelismesine ve ateroskleroza neden olur'’.

Sigara dumani partikiil ve gaz fazinda 4000’den fazla kimyasal madde icerdigi
icin her bir maddenin olumsuz etkilerinin patofizyolojisini ortaya koymak zordur®.
Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin ve endotel hiicrelerininin proliferasyonunu stimiile eden
sigara dumanmm temel bileseninin nikotin oldugu gdsterilmistir'®"?. Nikotin
inkiibasyonu noradrenalin ile kastirilmis koroner arterin asetilkoline verdigi gevseme
yanitlarin1 azaltir, ayrica karotid arter hiicre Kkiiltlirlinde, hiicrelerin nikotin ile
muamelesi eNOS ekspresyonunu diisiiriir' .

Yiiksek doz intragastrik nikotin uygulamasi mukozal prostaglandin E2 sentezini
azaltirken fosfolipaz A, ve total fosfolipid seviyesini degistirmedigi bildirilmisrtir'®.
Bunun yani sira nikotinin sigan basiler arterinde kasilma olusturdugu ve bu kasilmalarin

cogunlugu endotel kaynakli iken bir kisminin nikotinik reseptor kaynakli oldugu



bununla birlikte nikotin ile olusturulan kasilmalarin fosfolipaz C, fopsfolipaz A, ve
siklooksijenaz 2 inhibitérleri ile inhibe edildigi gosterilmistir'.

Sigara dumaninin yukarda bahsedildigi gibi bircok olumsuz etkileri kars
calismamizda kullandigimiz, bitki(keten tohumu, soya vb.) ve balik yaginda dogal
olarak bulunan alfa-linolenik asit (ALA)'in ¢esitli yararlari vardir. Bu yararlar sdyle
siralanabilir. Omega 3 yag asidi olarak da bilinen ALA kalp ve kardiyovaskiiler sistem
20,21

icin koruyucu bir besindir

(DHA) ve pentaneoik asid (EPA)'in 6n maddesidir?. Alfa-linolenik asit diyeti ile

, arasidonat yapisina katilan dokozaheksaenoik asit

beslenen spontan hipertansif siganlarin kan basincinin diistiigi gésterilmistirzs. 12
haftalik alfa-linolenik asit diyeti yiiksek, orta ve normal tansiyonlu japonlarin sistolik ve
diyastolik kan basin¢larini diistirdiigii bildirilmistir**. Alfa linolenik asid'in antioksidan
etkinligi vardir. oksidatif stresi azaltmasi inflamasyonun 6nlenmesine de katki saglar®.
Alfa-linolenik asit lipopolisakkarit (LPS)'in neden oldugu inflamasyonu da azaltir. Alfa-
linolenik asit ayrica niikleer faktor kappa-B (NF-kB) translokasyonunu ve mitojen ile
aktive edilmis protein kinaz (MAPK)'in fosforilasyonunu inhibe eder. Bu inhibisyon
INOS, COX-2 ve tiim0r nekroz faktor alfa (TNF-alfa) gibi inflamatuvar faktorlerinin
ekspresyonlarini azaltir®®,

Calismamizda sigara dumanina baglh fare torasik aortunda meydana gelen
inflamasyonun molekiiler temelinin arastirilmasi planlanmaktadir, buna ilave olarak
antiinflamatuvar etkileri olan alfa-linolenik asid'in damarlarda sigara dumani ile
indiiklenen inflamasyon {izerinde potansiyel tedavi edici etkisinin aragtirilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGIi

2.1. Sigara Dumani

Sigara kullanimi1 kardiyovaskiiler hastaliklarin en o6nemli nedenlerindendir.
Sigara dumani igerisinde 4000 bilesen tanimlanmistir. Sigara i¢imi sirasinda ¢ok sayida
serbest radikal ve reaktif oksijen iiriinleri agiga cikmaktadir?’. Sigaranin ¢esitli kanser
tiirlerine neden oldugu rapor edilmektedir®™>'. Sigara dumanmin zararli igeriginin en
onemlisi nikotindir. Nikotinin absorbe edildikten sonra yarilanma omrii kisadir ve
hizlica metabolize edilerek kotinin’e doniisiir. Kotininin yarilanma omrii nikotinden
daha uzundur. Nikotinin yarilanma émrii yaklasik 180 dakika iken kotininin yarilanma
omrii yaklasik 1300 dakika kadardir. Nikotin bir alkaloid olup tiitiiniin psikoaktif ve
bagimliligin olugsmasina yol agan komponentidir. Nikotin nikotinik reseptorlere ¢ok
yiiksek afinite gosterir. Nikotinik reseptorler ¢ok ¢esitli yapilarda bulunmasi nedeniyle
bu maddenin farmakolojik etkileri karigiktir. Nikotin kolinerjik yapilar1 baslangicta
stimiile ederken siirekli depolarizasyon ve reseptor duyarsizlagsmasi sonucu bu yapilari
fel¢ eder. Diislik dozda otonom gangliyonlar ve adrenal medullada stimiilasyon yapar
ve impuls asirimin fasilite eder.

Nikotinin kolesterol sentezini artirdifi  ve lipoprotein metabolizmasini
etkileyerek ateroskleroza yol actigi gosterilmistir’. Sigaranmn icinde agir metallerden
toksi olan kadmiyum da bulunur. Sigara dumaninin igerisinde bulunan kadmiyumun
uzun siireli maruziyeti bu metalin karacigerde birikmesine neden olurken olmaktadir.
Kadmiyum hepatositlerin apoptozisini indiiklemektedir”. Bu nedenle sigara dumaninin
uzun siire solunmasi karaciger dokusunun yapisini bozmaktadir. Siganlarda yapilan
caligmalar sigara dumanimin karaciger hiicrelerinde lipid tanecikleri, siniizoidlerde
genisleme ve diizensizliklere neden oldugu gosterilmistir*.

Sigara dumaninin etkisinde kalan arteriyel endotelde c¢esitli morfolojik
degisikliklerin meydana geldigi bildirilmektedir’. Sigara icimi ile koroner arter
hastaliklarinin yakin iliskisinin bulundugu da bilinen bir gercektir’®. Son arastirmalarda
endotel hiicre hasar1 ile aterosklerotik hastaliklarin direk iligkili oldugu 6ne stiriilmiistiir.
Endoteliyal gegirgenlik artis1 aterosklerotik hastaliklarin  gelisiminde oncii  rol

oynamaktadir’ . Sigara dumani i¢inde bulunan serbest radikaller endotel hasarinin en



biiyiik sorumlusudur®. Sigara dumani ile birlikte metal iyonlar1 da inhale edilir*" **.

Demir ve bakir gibi ge¢is metal iyonlar1 oksijen radikallerinin iiretimine aracilik ederek
endotel hasarmi artinrlar®™. Oksidatif zedelenme sonucu hiicre icinde kalsiyum
miktariin arttigi bilinmektedir. Hiicre i¢inde kalsiyumun artmasi kalsiyuma bagimli
proteazlar1 aktive ederek hiicre hasarinin artmasina neden olur. Bu nedenle metal
iyonlart ve serbest radikaller zararli etkiler olusturmaktadir®’. Dolagimdaki serbest
reaktif oksijen radikallerinin artmasi endotel hasari olusturarak ateroskleroza neden
olmaktadir.*.

Sigara dumani akciger ve diger organlarda kanser gelisimi i¢in biiylik bir risk
faktoridiir. Sigara dumani maruziyeti dolasim sistemine semikinon ve p-
benzosemikinon gibi suda c¢oziinebilir oksidantlarin dolagim sistemine geg¢mesiyle
proteinlerde, lipidlerde ve DNA’da oksidatif hasara neden olur. Artan oksidatif stres
hiicreyi kanser gelisimine gotiiriir**. Sigara dumani reaktif oksijen iiriinlerini arttirarak
mitokondrinin iglevlerini bozar. Bununla birlikte 1s1 sok proteinleri ve bazi inflamatuar
ajanlarin gen transkripsiyonlarinin artmasima neden olur*’. Ayrica artan oksidadif stres
rhoA ve fokal adhezyon kinazin aktivitesini azaltarak endotelyum duvarinin
fonksiyonunu bozar*®. Artan oksidatif stres ve antioksidan sistemlerin bozulmasiyla
reaktif oksijen Uriinleri nitrikoksit’in inaktivasyonu sonucu endotelyal disfonkiyona
neden olur. Olusan reaktif oksijen {riinleri eNOS/NO yolagini bloke ederek endotel
hiicrelerinin fonksiyonunu bozar"’. Sigara dumani vasoproliferatif ajanlar olan endotelin
ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii gibi mediyatorlerin  artmasina neden

olmaktadir®®.

2.2. Esansiyel yag asitleri

Yaglar, insan organizmasi i¢in 6nemli bir besindir. Yiiksek enerji kaynagidirlar.
Yagda coziinen vitaminleri icerirler ve lipoproteinlerin yapisina katilarak kan lipid
diizeylerinde rol almalar1 bakimindan da 6nem arzerderler.

Balikk yaglarinin yag asidi igerigi iizerindeki ¢aligmalar 1900’li yllarin
ortalarinda baglamistir. Sonraki caligmalar balik yaglarinin bilesenlerini ortaya koymus
ve insan saglig1 iizerindeki faydali etkileri nedeniyle bu alanda bir¢ok c¢alisma

yapilmasina neden olmustur.



Oda sicakliginda cift bag igermeyen yag asitleri kat1 halde bulunurken ¢ift bag iceren
yag asitleri ise sivi haldedirler. Bununla birlikte yasamin devamliligi icin de cok
onemlidirler. Insan viiciidunda iiretilemedikleri igin temel yag asitleri olarak
adlandirilirlar. Misir ve soyada omega 6 yag asidi olarak bilinen linoleik asit bol
miktarda bulunur. Keten tohumu, ceviz ve planktonlar ile baliklarda omega 3 olarak
bilinen linolenik asit ise bol miktarda bulunur. Keten tohumu yagi ve cevizde alfa-
linolenik asit, balik yaglarinin ise eikosapentaenoik asit (EPA) ve dekosahekzaenoik asit
(DHA) temel igerigidir.

Cift bag tasiyan yag asitleri tasidigi bag sayisina gdre monoansature ve
poliansature yag asitleri (PUFA) olarak adlandirilirlar.

Kara bitkiler genellikle omega 6 yag asitleri {iretirken su bitkileri (mavi-yesil
algler ve soguk suda yasayan bitkiler) ise omega 3 yag asidi lretirler. Balik yagindaki
PUFA’lar grubunda 5’ten fazla ¢ift bag iceren PUFA’lar, yliksek doymamis yag asitleri
(HUFA) olarak isimlendirilirler. Insanlara en ¢ok faydasi olan HUFA’lar EPA ve
DHA’dur.

Bircok besin a-linolenik asit icermekte, ancak Omega 3 PUFA’larin insanlar iin
temel kaynagi baliklardir. Bir baligin yag asidi icerigi, o baligin beslenme bi¢imine
baglidir ve balik yagin ve bu yagdaki omega 3 yag asitlerinin miktari, baligin yasadigi
ortamin besin ¢esidine baghdir. Karasal bitkilerin yag icerigi omega 6 yag asiti
bakimindan yiiksektir ve bazilarinda az miktarlarda omega 3 yag asiti bulunur®.

Linoleik, linolenik ve arasidonik asit esansiyel yag asitleri olarak bilinirler. Bu
yag asitleri hayvanlar tarafindan sentez edilemedikleri i¢cin bunlar mutlaka disaridan
alinmalar1 sarttir. Omega-3 ve omega-6 yag asitleri EPA ve DHA'ya doniigebilir. Bitki
tohumlarindan elde edilen yaglarda linoleik asit, balik yaginda ise linolenik asit bol
miktarda bulunur. Linoleik asitten karbon zincirinin uzamasi (elengasyon) ve ¢ift bag
sayisinin artmasi (desaturasyon) sonucu arasidonik asit meydana gelir’’. Bitkilerin
aksine hayvanlar ve insanlar omega 1'in metil grubu ile omega 7 karbon atomu arasina
cift bag olusturamadiklarindan, omega-3 ve omega-6 grubu iceren doymamis yag
asitlerini sentezleyemezler. Bu nedenle linoleik ve linolenik asitler esansiyeldir ve
bunlardan da hayvanlar mitokondrilerinde uzun zincirli ve ¢ogunlukla doymamis yag

asitleri sentezlenmektedir °'. Esansiyel yag asitleri viicutta doymamis yag asitlerine,



bunlar da once ekosanoid isimli 20 karbonlu yag asidine doniistiiriilmekte, sonra da
prostanoid denilen prostaglandinler, tromboksanlar ve lokotrienler sentezlenmektedir.
Bunlar hormon benzeri bilesikler olup, hiicrelerde membran gegirgenligi ile enzim ve
reseptor aktivitesini etkilemektedirler. EPA ve DHA asitler n-3 grubunun baslica yag
asitleri olup, beyin dokusu ve retinanin yapisina girmektedirler5 2,

Alfa-linolenik asit desatiiraz ve elongaz enzimler vasitasiyla EPA ve DHA gibi

diger yag asitlerine doniisiir (Sekil 1).
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Sekil 1. Yag asiti metabolizmasi




Omega 3 (alfa-linolenik asit) (Sekil 2), Omega 6 (linoleik asit) ve Omega 9
(oleik asit)'dan olusan omega yag asitlerinin beyin gelisimi, bagisiklik sisteminin
giiclenmesi, koroner kalp hastaliklarinin 6nlenmesi gibi fonksiyonlar1 bulunmaktadir.
Eksikliklerinde insanlarda bazi deri hastaliklari, astim, diyabet, artritis, biiyiimede
gerileme, kanser ve O0grenme glicligi gériilmektedir53. Ayrica omega 3 yag asidi ile
zengin diyetin kalp-damar hastaliklari, hipertansiyon, sinirsel bozukluklari ile birlikte
bagisiklik sistemininde rol aldig1 gosterilmistir.

Alfa-linolenik asit kalp ve kardiyovaskiiler sistem icin koruyucu bir besindir
(20,21). Arasidonat yapisina katilan dokozaheksaenoik asit (DHA) ve pentaneoik asid
(EPA)'in 6n maddesidir®. Alfa-linolenik asit diyeti ile beslenen spontan hipertansif
siganlarda kan basmcmnin diistiigii gosterilmistir™. Ayrica alfa-linolenik asit diyeti
yiiksek, orta ve normal tansiyonlu japonlarin sistolik ve diyastolik kan basinglarini
disiirdiigii bildirilmistir24. Alfa linolenik asid'in antioksidan etkinligi vardir. Oksidatif
stresi azaltmasi inflamasyonun &nlenmesine de katki saglar®. Alfa-linolenik asit
lipoprotein sakkarit (LPS)'in neden oldugu inflamasyonu da azaltir. Alfa-linolenik asit
ayrica niikleer faktor kappa-B (NF-kB) translokasyonunu ve mitojen ile aktive edilmis
protein kinaz (MAPK)'in fosforilasyonunu inhibe eder. Bu inhibisyon iNOS, COX-2,

TNF-alfa gibi inflamatuvar faktorlerinin ekspresyonlarini azaltir®®.
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Sekil 2. Omega 3 ve 6 yag asitleri

Ayrica omega-3 yag asitleri prostaglandinlerin sentezinde gorev alir’’.
Kardiyovaskiiler hastaliklarin riskini azalttir™. Bagisiklik sistemini de diizenledigi
gosterilmistir®. Prostaglandinler viicut sicakligi, inflamasyon, agri, dolasim sistemi,
bosaltim sistemi ve sindirim sisteminin diizenlenmesinden sorumludurlar. Bununla
birlikte kan pihtilasmasi ve bazi hormonlarin sentezlenmesi i¢in de Onem
arzetmektedirler™.

Esansiyel yag asitleri dogal kan vizikositesini artirma 6zelligine sahip olup, kalp
krizine yol acabilen kan pihtilagmasini 6nleyebilmektedirler. Bu yag asitleri, artrit ve
otoimmiin hastaliklarinin semptomlarini hafifleten dogal antiinflamatuar bilesikler de
icermektedirler. Temel yag asitlerinden fakir bir diyet; kepek, egzema, ¢atlak tirnaklar,
mat ve kirillgan saclar gibi deri problemlerine neden olabilmektedir. S6z konusu yag
asitleri bagirsak sistemi icerisindeki hiicrelerin yapisini etkilemekte ve ince bagirsagin

icini kaplayan mikrovilliislerin yiizey alanini arttirmaktadirlar. Bu da besinlerin daha iyi



emilimine neden olmaktadir. Ayrica esansiyel yag asitlerinin icerdigi bilesiklerin
hayvan c¢alismalarinda kanser hiicrelerini bloke edebildigini, insanlarda ise omega-3
grubu yag asitlerinin gogiis kanseri hiicrelerini inhibe ettigi bazi caligmalarda
gosterilmistir. Omega-3 yag asitlerinin, eritrositlerin dayamikliligini arttirdigi, kanin
viskozitesinde azalmaya yol ac¢tifi ve boylece kilcal damarlarla beslenen dokulara
oksijen teminini kolaylastirdigi One siiriilmektedir. Ayrica bu yag asitlerinin
antihipertansif etki gosterdikleri bildirilmektedir™.

Omega-6 metabolizmasi daha hizhdir’'. Bu sebeple viicuttaki omega-6 ve
omega-3 yag asitlerinin birbirine oran1 ¢ok ©nemlidir. ideal bir diyette bulunmasi
istenilen omega 6/omega 3 orani 5:1 ile 10:1 arasinda olmasi istenilmektedir. Yapilan
bir arastirmada; Eskimolarin Danimarkalilara gore kan plazmasinda diisiik dansiteli
lipiprotein (LDL) ve ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL) diizeylerinin daha diisiik,
yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) diizeylerinin ise daha yiliksek oldugu bildirilmistir.
Bu durumun omega-3 yag asitleri bakimindan zengin diyetlerle beslenen Eskimolarin
uzun zincirli doymamis yag asitlerinin, doymus yag asitlerine oraninin, omega-6 yag
asitleri bakimindan zengin diyetle beslenen Danimarkalilarin oranindan fazla
oldugundan kaynaklandig gosterilmistir™ . Diyetteki yag asitlerinin serum lipoprotein
seviyelerini etkiledikleri bilinmektedir®'.

Plazmasindaki lipid diizeyinin yiiksekselmesi koroner kalp hastaliklar1 ve
arteroskleroz riskini arttirir. Lipoproteinlerin igerisinde yer alan kolesterol bu riskin
sorumlusudur.”®. Balik yag: hiperlipidemik hastalarda, LDL’yi diisiiriip HDL’yi artirip
kolesteroliin de azalmasini neden olmaktadir. Trombin formasyonundaki azalma ve
plazma fibrinolitik aktivitesindeki artis da aterom plaginin biiyiimesini engelleyerek
damar tikanikligimi 6nlemektedir’®. Balik yagi ve Omega-3 yag asitleri ile zengin
diyetin yiiksek kolesteroliin neden oldugu ateroskleroz ve koroner kalp hastaliklarindan

meydana gelen Sliimleri azalttig gosterilmistir®.

2.3. Sitozolik fosfolipazA ,

Fosfolipaz A, (FLA;) fosfolipidlerden arasidonik asid ve diger yag asitlerinin
olusumu saglamaktadir. FLA, enzimleri, fosfolipid sn-2 ester baginin hidrolizini
katalizleyerek serbest yag asidi ile lizofosfolipid yapilarini olusturan enzim ailesine

aittirler. FLA, enzimleri 14 kDa molekiil agirliginda olan ve katalizor olarak
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kalsiyuma ihtiya¢ duyan sekretuvar FLA, (secretory phospholypase A,, sPLA;), 85 kDa
molekiil agirliginda olan kalsiyuma duyarli sitozolik FLA; (cytosolic phospholypase A,,
cPLA;), 29-85 kDa arasinda molekiil agirliga sahip olan kalsiyumdan bagimsiz olan
intraseliiler FLA, (intracellular phospholypease A,, iPLA;) ve kalsiyumdan bagimsiz
lipid mediyatorii olan trombosit aktive edici faktor (TAF) ve okside fosfolipidleri
hidroliz eden TAF asetilhidrolazlar olarak 4 gruba ayrilir®®. (Tablo 1).

Enzim Molekiil Dokularda
Agirh Dagihim
(kDa)

Sitozolik FLA, 85 Damar diiz kasi
kalp, akciger,
notrofil,
makrofaj, endotel
hiicreleri

intraseliiler FLA, 85 Kalp, damar diiz
kasi, makrofaj,

lenfosit

Sekretuvar FLA, 14 Kalp, 16kosit,
trombosit, mast
hiicreler:

Tablo 1. Fosfolipazlarin dokulardaki dagilimlari
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Sitozolik FLA2 nin molekiil agirliklari siras1 ile 85,110 ve 60 kDa olan a, B ve v

olmak iizere ii¢ izomeri bulunmaktadir®™

Arasidonik asit metabolizmasinda,
cFLA, nin esas rolii vardir. Trombositler, makrofajlar, notrofiller, endotel hiicreleri,
damar diiz kas hiicreleri, alveoler epitel hiicreleri, bobrek mezenkimal hiicreleri ve
keratinositler gibi bir¢ok farkli hiicre tipleri sitozolik FLA, eksprese ederler.
Biiyiime faktorleri, mitojenler, vazoaktif peptitler, sitokinler, interferonlar gibi bazi
ekstraseliller uyarlar sitozolik FLA,yi aktive ederler. Oksidasyon, hiperglisemi,
ultraviyole 15181 ve siirtiinme stresi gibi reseptdr araciliksiz uyarilar sitozolik FLA,
aktivasyonunu baslatabilmektedir®'. Makrofaj benzeri hiicreler, hem TAF tarafindan
indiiklenen c¢abuk yanit, hem de LPS tarafindan indiiklenen gecikmis cevap
olustururlar. TAF, FLA, nin hizli aktivasyonuna neden olurken, LPS hiicreleri
oncelikli olarak yeni protein efektorlerini sentez etmek araciligi ile indiikler. Her iki

durumda da en 6nemli olay, hiicre i¢inde sitozolik FLA,, enziminin translokasyonu

. 67
ve aktivasyonudur .

Sitozolik FLA, enzimi, arasidonik asit i¢eren fosfolipidlerin ozellikle sn-2

konumundaki aragidonik aside kars1 spesifite gosterirken, diger FLA, izoformlarinda bu

62, 68

sekilde bir 6zellik s6z konusu degildir . Hiicre sitozoliinde bulunan sitozolik FLA,,

proinflamatuvar uyar1 ile MAPK aktivasyonu ve kalsiyum artigin1 takiben aktive

olmaktadir%63:68:69

. Hiicre icinde kalsiyum artisi, sitozolik FLA;,'nin sitozolden
siklooksijenaz (COX) ve 5-lipoksijenaz (5-LO) enzimlerinin bulundugu endoplazmik
retikulum ve niikleer membranlara transloke olmasini saglamaktadir. Reseptorlere

ligand baglanmasi ile aktive edilen MAPK!'ler sitozolik FLA,'y1 serine (Ser)505 ve

727
Ser

tizerinden fosforile ederek hiicre icinde transloke olmasini saglamaktadirlar.
Hiicre kiiltiirii ve in vitro kinaz eseyleri ile yapilan ¢aligmalar, sitozolik FLA, nin
ERK?2 olarak da bilinen p42 MAPK icin substrat oldugunu géstermektedir61. Ayrica
sitozolik FLA,nin ayrica Ca**/kalmodiilin bagimh kinaz II tarafindan da Ser’'’

iizerinden fosforile edilerek membrana transloke oldugu gdsterilmistir®
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2.3. Siklooksijenaz (COX) Yolag: ve Siklooksijenaz-2

Arasidonik asit, hiicre membrani fosfolipidlerinin hidrolizi sonucunda serbest
hale gecen polidoymamis yag asitidir. Cesitli faktorlerin etkisiyle aktive olan fosfolipaz
A, membran fosfolipitlerini hidroliz ederek arasidonik asitin salinimini saglar.
Arasidonik asit siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimleri ile sirasiyla prostanoidleri ve
l1okotrienleri (LT) meydana getirir(Sekil 3.). Steroid olmayan antiinflamatuar ilaclar son
yiizyillda c¢ok kullanilmalarina ragmen 1971 yilinda COX enziminin yapisi teshis
edilene kadar etki mekanizmalar1 tam olarak bilinmeyen ilaglar olmuslardir. 1990’a
kadar siklooksijenazin tek tipinin oldugu diisiiniilmiis, takiben hizla ilerleyen ¢alismalar
ve molekiiler biyoloji tekniklerinin bu alanda yaygin olarak kullanilmasiyla
cikmistir. Yapisal siklooksijenaza COX-1, indiiklenebilir siklooksijenaza ise COX-2
denilmistir. COX-1 ve COX-2 ayni reaksiyonlari katalizlese de farkli yapi ve

fonksiyonlara sahiptir’’.

Prostaglandin endoperoksit H
sentaz veya siklooksijenaz

Arasidonik asit G, PGH,
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Sekil 3. Siklooksijenaz yolag’'

Pek ¢ok tiirde COX-1 ve COX-2’nin primer yapilar1 bilinmektedir. Memelilerde
COX-1 ve COX-2 sirastyla 576 ve 587 amino asitten olusur. Bu iki izoform birbirine
benzemesine ragmen, COX’lar endoplazmik retikulumun membranin yiizeyinde , COX-
2 ise cogunlukla c¢ekirdegin membraninda lokalize olmustur’>. Bu iki enzimin ti¢

73,74

boyutlu yapilart X-1sinlartyla belirlenmistir'™". Benzer enzimler olmalarma ragmen
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COX-2 enziminin aktif bolgesi COX-1’den %20 daha biiyiiktiir ve biraz daha farklidir.
Bunlar, ¢ogunlukla amino asit diziliminde iki amino asit degisiminin neden oldugu yap1
ve sekil farkliliklaridir’®. COX-1de 523. konumunda izoldsin (Ile) bulunurken COX-
2’de bu, valin yer almaktadir. Ayrica Ile -434'iin COX-2’de valin/lle degisimi ve
komsusundaki Phe-518 amino asiti, COX-2 enziminin aktif bolgesinde fark edilebilir
bir hacim artirmak suretiyle ana kanalda kii¢iik bir hidrofilik cep olusturur. Phe-518
amino asiti bu cep i¢in fazla alan olusmasina ve bu cebe daha fazla bilesigin ulasmasina
katkida bulunur. COX-1’in 513. konumunda bulunan histidin yerine COX-2’de polar
kisimlarla etkilesebilen arjinin bulunur ve ilag etkilesim bdlgesinin  seklini

degistirmemekle beraber kimyasal ortami oldukea degistirdigi bildirilmistir’.

Sekil 4. COX-1 ve COX-2’nin substrat baglayici kanallar1 arasindaki yapisal farkliliklarin sematik
gosterimi

COX-2’de Val 434, Arg 513 ve Val 523 amino asitleri ikincil bir cep olusturur.
COX-1"de bu durum s6z konusu degildir. (A) Non-selektif inhibitorler her iki enzimin
substrat baglayici boliimlerini ulasabilirken, (B) COX-1’deki daha hacimli His 513, Ile
434 ve lle 532 amino asitlerden dolay: selektif COX-2 inhibitorlerinin COX-1’in biiyiik
yan cebe ulagsmasini engeller (Sekil 4)76.

COX-1 daha ¢ok dokularda koruyucu etki gosterir ve bobrek, GIS’de trombosit
agregasyonu ve homeostazis gibi fizyolojik koruyucu fonksiyonlar1 diizenlerken, COX-
2 enzimi bunlarin tersi yoniinde etki yapar. COX-2 izoformu saglikli insanlarda
bulunmaz. Sitokinler, timor nekroz ajanlar, biiylime faktorleri, bakteriyel endotoksinler
gibi proinflamatuvar ajanlar COX-2’nin ekspresyonuna neden olurlar. COX-2 iiriinii
PG’ler inflamatuvar reaksiyonlarda major rol oynar ve kizariklik, ates, sislik, agr1 ve

fonksiyon kaybi gibi karakteristik inflamatuvar semptomlardan sorumludurlar’’.



Kolorektal ve gogiis kanseri gibi bazi kanser tiirlerinde de COX-2’nin indiiklendigi ve
olusturdugu PG’lerle hiicre apoptozunu engelleyerek kanser hiicresi proliferasyonunu
tesvik ettikleri goriilmiistiir. Ayrica, Alzheimer ve Parkinson hastalarinin beyinlerindeki
plaklarda da COX-2’nin indiiklendigi saptanmistir’.

Gastrik mukozanin biitlinliigiinden ve renal fonksiyondan sorumlu PG’ler sadece
COX-1 yoluyla uretilirken, inflamatuvar yanitlara neden olan PG’ler ise sadece COX-2
yoluyla uretilir. COX-2 bobrekler uzerinde iyilestirici etki gostermesi yaninda, hem
dogal hem de patofizyolojik (karaciger sirozu, renal yetmezlik ve konjestif kalp
yetmezligi) kosullarda renal fonksiyonun (perfuzyon, su kullaniminda, renin yapiminda)

onemli bir boliimiiniin diizenlenmesinde rol oynar’’.

2.4. NO ve eNOS

Nitrik oksit (NO)1987 yilina kadar basit bir atmosfer gazi oldugu
diisiiniilmistiir. Ancak endotelyum kaynakli gevseme faktdrii (EDRF) olarak bilinen
yapinin izole edilmesiyle nitrik oksit sentaz kesfedilmis ve daha sonra EDRF’nin nitrik
oksit oldugu bulunmustur®*?,

Renksiz bir gaz olan NO havada hizla O,'le oksitlenerek nitrojen dioksit'e
dontisiir. Nitrojen dioksit dokular i¢in olduk¢a zararhidir. Diger serbest radikaller her
konsantrasyonda hiicreler icin zararli iken NO diisiik konsantrasyonlarda ¢ok 6nemli
fizyolojik islevlerde rol almaktadir. Nitrik oksidin, ilizerinde yiik tasimamasi ve
ciftlenmemis elektron bulundurmasi, hiicreden hiicreye hicbir engelle karsilasmadan
kolaylikla ge¢mesini saglamaktadir®.

Diisiik konsantrasyondaki NO, O'e nazaran hemoglobine 3000 kat bir
affiniteyle baglanir. Hemoglobin oksi formunda ise NO' kisa siirede nitrata (NO3)
oksitleyerek etkisizlestirir®'. NO ¢ok kisa yarilanma siiresine sahiptir ve 2-30 saniye
icinde daha stabil bir yap1 olan nitrata oksitlenir®™.

Bir¢ok hormon ve ilag hiicre ici etkilerini hiicre yiizeyinde spesifik reseptorlere
baglanarak ve hiicre i¢i siklik AMP konsantrasyonunu arttirarak gosterirlerken, NO ise
etkisini guanozin trifosfatin (cGMP) konsantrasyonunu artirarak gdsterir. NO'nun

hedefi, ¢oziinebilir guanilat siklaz (sGC) enziminin hem grubudur. Diiz kas hiicresine

gecen NO, guanilat siklaz1 aktive ederek, guanozin trifosfatin cGMP'ye dontistiiriir.
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Artan ¢cGMP konsantrasyonu protein kinazi aktive ederek gevsemeye neden olur.
Fosfodiesteraz enzimi cGMP’yi hidrolize etmesiyle bu etki sonlandirilir®’.

Damar diiz kaslarinin gevsemesi endotelden salinan NO ile saglanarak kan akisi
ve basinci diizenlenir. ****,

NO, santral sinir sisteminde hafiza olusumu, denge, uyari gecisi, koku alma gibi
bir¢ok fonksiyonlar1 destekleyen bir norotransmitter olarak fonksiyon gostermektedir 8,
Periferik sinir sisteminde ise nonadrenerjik ve nonkolinerjik sinirleri etkileyerek
vazodilatasyon, solunum, genitoiiriner ve mide barsak fonksiyonlarinin diizenlenmesine
katkida bulunmaktadir™.

Ayrica dolagim sisteminde trombosit agregasyonunun ve adezyonunun
engellenmesi, kalp kasilmasinin diizenlenmesi gibi olaylara da katilmaktadir™".
NO, trombosit agregasyonunu ve adezyonunu engellemesinde prostasiklinle

92-94

sinerjistik bir etkilesme gosterir’ ™. Ayrica trombositler de NO sentez ederek trombosit

aktivasyonunun kontroliine katkida bulunmaktadirlar™. NO lokositlerin damar

91,96 . .
. Damar endoteli ve duz kaslarinda

duvariyla karsilikli etkilesmesini de engeller
bulunan indiiklenebilir NOS bazi sitokinler veya sitokin salinimini artiran endotoksin
lipopolisakkaritler tarafindan indiiklenebilir. Fizyolojik sartlarda sadece konstitutif NOS
(cNOS) aktiftir®. Bu indiiksiyon, damar endoteli ve diiz kaslarinda ayni1 anda meydana
gelmektedir. Indiiksiyon sonucu vazodilatasyon meydana gelir. Bu olay
vazokonstriktorlere kars1 olusan bir direng olarak fade edilebilir.

Endotelyal kaynakli NO, diiz kas hiicresine gecerek vazodilatasyona neden
olmaktadir. Arterler venlerden daha fazla NO sentez ederler ve bu nedenle arterlerdeki
gevseme venlerdeki gevsemeden daha fazla olmaktadir. Bu durum arteriyel ve venoz
koroner bypass graftlarini etkileyen nemli bir etkendir”. Ateroskleroz, arterlerde
gevsemenin azalmasia ve vazokonstriktor ajanlara karsi verilen cevabin azalmasina
neden oldugu bildirilmistir’®.

Endotel kaynakli gevseme, esansiyel hipertansiyonlu hastalarda da
azalmaktadir’. Ciinkii bu hastalarda endotelyum bagimli NO sentezinin aksamasi
hipertansiyona neden olur'®. Deneysel ¢alismalarda hayvana NOS inhibitorii (L-NMA,
L-NAME ve digerleri) verilmesi kan basincini artirdigi bunun sonucunda glomeriiler

101,102

hasar ve sodyum atiliminda azalmaya neden oldugu gosterilmistir . Hipertansiyona

egimli hayvanlara L-arjinin verilmesi bu hayvanlarin kan basmcint diislirdiigii
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bildirilmistir'®'™. Ayrica esansiyel hipertansiyonlu ve saglikli insanlara L-arjinin
infiizyonu sistolik ve diastolik basmcim da kisa siirede diisiirmektedir'®. Anjiotensin-
doniistiiriicii enzim inhibitorlerinin bradikinin artisina neden olur bu durum endotelden
NO salimmmimi sitimiile ederek vazodilatasyona neden olmaktadir. Bununla birlikte
diyabetli hayvanlarin damarlarinda ve kalp akciger transplantasyonu yapilan insanlarin
izole akciger arterlerinde endotel kaynakli gevsemenin azaldig: tespit edilmistir'®.

Idrarla L-arjinin metil tiirevleri (L-NMA, L-NAME ve digerleri) normal
sartlarda viicut digina atilmaktadir. Akut bobrek yetmezligi olan hastalarin bu
maddelerin plazma diizeyleri asir1 derecede yiikselmektedir'”. Bu inhibitorlerle NO
sentezinin inhibisyonu, kan basincinin yiikselmesine ve lokositlerde fonksiyon
bozukluguna neden olmaktadir.

Nitrik oksit sentaz (NOS), hiicre i¢inde siirekli bir sekilde var olan ve vaskiiler
tonus ile noronal asirim igin araliklarla ve kii¢clik miktarlarda NO iiretir. Noronal
yapilar, endotel hiicreleri, endokard, miyokard ve trombositlerde bulunur. Kofaktor
olarak Ca**/kalmoduline bagimhidir ve hiicre ici Ca*™ diizeyini yiikselten agonistlerle
aktive edilir. Hiicre icinde Ca**un yiikselmesi kalmodulinin NOS'a baglanmasina neden
olur ve hizli bir sekilde pikomolar diizeylerde NO sentezlenir®”.

3 farkli NOS formu Vard1r87;

* Noronal (nNOS veya NOS-1)

+ Indiiklenebilir (iNOS veya NOS-2)
* Endotelyal (eNOS veya NOS-3)

eNOS ve nNOS, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu artiran asetilkolin ve
bradikinin gibi ajanlarca aktive edilir. Makrofajlar ve diger bagisiklik hiicrelerinde
bulunan iNOS sitokinlerce, uyarilir ve kalsiyum/kalmoduline bagimli degildir. NOS'un
tizerinde NADPH, FAD, FMN ve tetrahidrobiopterin gibi kofaktorleri ve prostetik
gruplar1 baglamak i¢in bircok diizenleyici kisim vardir. Hiicrede eNOS esas olarak hiic-
re membraninda kaveolde kaveolinlere bagli bulunurken nNOS stoplazmada bulunur.
NOS’un izoformlar1 aminoasit dizilisleri bakimindan %50 benzerlik gosterir. N-metil-
L-arginin, N-nitro-L-arginin ve N-amino-L-arginin gibi L-arginin analoglart NOS’u
inhibe eder. Ayrica imidazol tiirevleri ve aminoguanidin gibi kimyasal ajanlar da inhibe

- 108-111
etmektedir' %!,
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134 kD'luk iki benzer monomerden olusan eNOS fonksiyonel olabilmesi i¢in
dimerik formda olmasi gerekir. Monomerleri kodlayan gen 7q35-36 kromozomu
iizerinde bulunur ve 21 kb'lik 26 ekson tagir' 2.

Hem gruunun baglanmast Enzimin dimerik hale getirir, hem grubunun
yoklugunda enzim monomer halde kalir. Tetrahidrobiopterin (BH4) baglanmasi
dimerik hale ge¢cmesiyle miimkiin olur ve dimer kararli duruma geger. Kararli hale
geciste ¢inko da 6nemlidir'®. Dimerin fonksiyonu, BH, konsantrasyonuna da baghdir.
eNOS BH,’e baglanmamisken sadece O, iiretir, BHs e baglanmasiyla O2 ve NO
tiretir. Ortamda BH,4 konsantrasyonunun fazla olmasi doymus eNOS yaratarak sadece
NO sentezleyen bir enzim olusmasini saglar. Monomerlerin katalitik boliimii iceren
N-terminal oksijenaz (amino asit 1-491) ve NAPDH, FAD ve FMN baglanma
boliimlerinin bulundugu rediiktaz (amino asit 492-1205) olmak iizere fonksiyonel iki
boliimii vardir. Enzimin hiicre i¢indeki belirli degildir. En yogun olarak memran
tizerinde bulunan kaveolde bulundugu gosterilmistir. eNOS kaveolde bulunan
kaveolin ad1 verilen proteinlere sarili olarak inaktiftir. Hiicre i¢i serbest kalsiyumun
artmasi ile enzim bu proteinden ayrilir, aktif hale gelir ve ortamdaki L-arginin,
oksijen ve NAPDH'dan NO iiretimi yapar. S6z konusu enzim serbest kalsiyum diizeyi
diisene kadar aktif kalir. eNOS enzimi bazal bir diizeyde tiretilse de diisiik oksijen,
Ostrojen gibi hormonlar, diisiik dansiteli lipoproteinler (LDL) ve mekanik uyarilar gibi

faktorler ekspresyonu artirabilir' 7,
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma C.U. Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi
(TIBDAM)’den etik kurul izni alinarak yapilmistir.

Deneylerde C.U. Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi
(TIBDAM)'dan saglanan 8 haftalik balb/c albino tiirii erkek fareler kullanildi.

Fareler 6 deney grubuna ayrildi.

1. Kontrol (Dumansiz, n=10)

2. Alfa-linolenik asit (400 mg/kg/giin; gavaj) uygulanan (Dumansiz, n=10)
3. Indometazin uygulanan (0.2 mg/kg; gavaj) (Dumansiz, n=10)

4. Kontrol (Dumanli, n=10)

5. Alfa-linolenik asit ugulanan (400 mg/kg/giin; gavaj) (Dumanli, n=10)

6. Indometazin (0.2 mg/kg; gavaj) uygulanan (Dumanli, n=10)

Fareler 100 cm uzunlugunda 60 cm genisliginde 80 cm yiiksekliginde
karsilikli 2 kenarin birinde duman giris bdlgesi digerinde ise hava ¢ikis bdlgesi olan
fleksiglas odanin i¢ine konuldu(Sekil 3). Duman giris bolgesine yanma diizenegi monte
edilip diizenege bagl olan sigara yakilarak diizenegin igerisindeki vakum pompasi
vasitastyla duman giris bolgesinden hava ¢ikis bolgesine duman akimi olusturularak
farelerin duman1 solumalar1 saglandi. Her sigaradan 10 dakika boyunca odanin igerisine
duman saglandi. Bu siire sonunda 10 dakika odanin dumansiz kalmasi saglandi. Bu
dongli 20 adet sigaranin bitimine kadar uygulandi. Bu uygulamaya 8 hafta boyunca
haftada 5 giin devam edildi. Dumansiz kontrol gruplarina da ayni deneysel kosullar
saglandi. Fleksiglas odanin i¢ine duman yerine hava aspirasyonu saglandi. Yukarida
aciklanan protokoliin sonunda fareler servikal dislokasyon ile 6ldiirdii. Farelerin duman
maruziyet derecelerini degerlendirmek i¢in farelerin idrar 6rnekleri mesana icinden
alind1 ve ELISA testinde kotinin miktarlar1 tayin edilmek tizere -20°C’de saklandi.

Farelerin toraksi acgilarak torasik aort dokusu ¢ikarildi. Cikarilan doku Krebs
soliisyonu bulunan petri icerisinde ¢evre dokulardan temizlendi. Bir farenin torasik
aortundan yaklastk 3 mm kalinliginda halkalar hazirlandi. Bir aorttan ortalama 4

preparat elde edildi. Bu preparatlarin bir kismi kantitatif tayin deneylerinde kullanilmak
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tizere -20°C'de dondurularak eppendorf i¢inde saklandi, diger kismi ise kalitatif tayin
deneylerinde kullanilmak {izere gazlandirilmig Krebs soliisyonu bulunan beher igine

alindi

Sekil 5. Duman uygulamasi diizenegi

20



3.1. Kullanilan kimyasal ajanlar

Sodyum Kkloriir, potasyum kloriir, magnezyum siilfat, potasyum dihidrojen
fosfat, sodyum hidrojen karbonat, glukoz, magnezyum siilfat, kalsiyum kloriir, glisin,
Merck firmasindan, L-fenilefrin hidroklorid, asetilkolin kloriir, , fenilmetilsiilfonilflorid
(PMSF). Sigir serum albumini, alfa-linolenik asit Sigma firmasindan temin edildi.
Bioscience, bradford protein assay soliisyonu Biorad’dan, Ripa-buffer Santa Cruz’dan,
kotinin ELISA kit Calbiotech’ten, cFLA,, COX-2 ve eNOS ELISA kitleri Uscn Life

Science Inc’den temin edildi.

3.2. Organ banyosu deneyleri

Kalitatif tayin deneylerinde kullanilmak iizere gazlandirilmis Krebs soliisyonu
bulunan beher i¢ine alinan izole torasik aort halkalar1 % 95 02, % 5 CO2 karisimiyla
stirekli olarak gazlandirilmis 37°C’de PH’s1 7.4 olan Krebs soliisyonu (mM olarak NaCl
118, KC1 4.8, CaCl2 2.5, KH2PO4 1.2, NaHCO3 24, glikoz 11, MgS0O4 1.2, Na2EDTA
0.01) igeren izole organ banyosuna konularak izometrik transdusere asildi. Aort
preparatlarina 0.5 g 6n tansiyon uygulanip ve bir saatlik inkiibasyon siiresi boyunca 20
dakikada bir Krebs sollisyonuyla yikandi. Dokularin tonusundaki degisiklikler “force
displacement transducer” (COMMAT, Ankara, Tirkiye) aracilig1 ile izometrik olarak
olciildii ve Biopac kayit sistemi (Biopac systems Inc., CA, USA) ile verilerin kaydr ve
analizi yapild.

Deney gruplarindan elde edilen torasik aorta halkalar: ile dokularin endotel ve
diiz kas fonksiyonlarini test etmek amaciyla fonksiyonel organ banyosu deneyleri
yapildi. Endotel fonksiyonlarmni test etmek i¢in, dokular fenilefrinle (5x10°M) kastirild:
ve kasilmalar maksimum diizeye erisince asetilkolin (5x10° M) uygulanarak gevseme
yanitlar1 elde edildi. Diger deney grubunda, diiz kas fonksiyonlarini degerlendirmek
amaciyla KCI (40 mM) ile kastirild1 ve kasilma maksimum diizeye erisince papaverin

(5x10°° M) uygulanarak gevseme yamti olusturuldu.
3.3. ELISA deneyleri

ELISA testleri Rayto firmasindan temin edilen ELISA mikroplate okuyucu ve
yikayict ile yapilmistir.
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3.3.1. Homojenizasyon

Ependorf icinde -20°C dondurulmus dokularin {izerine gram basma 3ml RIPA
(Radio-Immunoprecipitation Assay) buffer, 30ul PMSF (fenylmetanesulfonilfluoride),
30ul sodyum vanadat, 30ul proteaz inhibiitorii eklendi ve ultrasonic pargalama cihaziyla
buz iizerinde dokularin pargalanarak homojenatlar elde edildi. Homojenatlar 10.000
RPM’de 10 dakika santrifiij edildi. Alttaki ¢okeltiler (pelletler) atildi. Ustte ayrilan

kisimlar (siipernatantlar) ELISA testlerinde kullanilmak {izere alindi.

3.3.2. Protein miktar tayini

Homojenizasyon yapilarak elde edilen homjeneatlarin total protein miktarinin
tayini icin Bradford yontemi kullanildu.

Sigir serum albumini (Ipg/ml) kullanilarak 1, 2, 3, 5, 7, 8, 10 (pug/ml)
konsantrasyonlarda standart hazirlandi. Her bir 6rnekten 10 pl alinarak distile su ile 100
ul’ye tamamlandi. Standart ve Orneklerin iizerine 1ml bradford soliisyonu eklendi ve
vorteksle karistirildiktan sonra spektrofotometrede 595 nanometre dalga boyunda
absorbans miktarlar1 manuel olarak 6l¢iildii. Prism programinda c¢izilen standart egriye

gore homojenatlarin protein miktar tayini pg/pl cinsinden yapildi.

3.3.3. ELiSA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) Testi

3.3.3.1. ELISA Siklooksijenaz 2 Enzim Miktar Tayini

Homojenatlardan 100’er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin istii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
stv1 bosaltilip tizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra
5 kez yikama tamponuyla yikanarak icerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip iistii

kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de
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mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek COX-2 enziminin

miktarlari tayin edildi.

3.3.3.2. ELISA Fosfolipaz A, enzim miktar tayini

Homojenatlardan 100’er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin iistii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
s1v1 bosaltilip tizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra
5 kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip {istii
kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de
mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek fosfolipaz A,

enziminin miktarlar tayin edildi.

3.3.3.3. ELISA Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz Enzim Miktar Tayini
Homojenatlardan 100’er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin iistii aliminyum
folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi bosaltilip
tizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun
sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda kuyucuklara
100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 5 kez yikama
tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip iistii kapatilarak 30
dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de mikroplate
okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek endotelyal nitrikoksit sentaz

enziminin miktarlar tayin edildi.

3.3.3.4. ELISA Kotinin Miktar Tayini

Orneklerden 10 pl kuyucuklara eklendi. Uzerine 100 pl enzim konjugati eklenip
30 dakika oda sicakliginda calkalayicida ¢alkalandi ve 2 saat 24 °C’de karanlikta
bekletilip kuyucuklar 6 kez 300 pl distile su ile yikandi. Yikanan kuyucuklara 100 pl
substrat reaktifi eklenip 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Sonra durdurucu soliisyon
eklenip 450 nm dalga boyunda eliza okuyucuda kuyucuklar okunarak kotinin miktarlari

tayin edildi.

23



3.5. Sonuclarin degerlendirilmesi

Dokularin gevseme yanitlar1 kasilmalarin yiizdesi olarak ifade edildi. standart
hatalar1 ile birlikte (= SEM) gosterildi. Grafiklerin ¢izimi ve istatistiksel analiz igin
bilgisayar ortaminda Graph-Pad Prism (CA, USA) programi kullanildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar igin tek yoOnlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc testi olarak

Bonferoni kullanildi. 0.05’den kiiciik P degerleri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Duman uygulanan farelerin idrar kotinin seviyeleri

Farelerin idrar kotinin seviyeleri 113 + 12 ng/ml (n=25) bulundu.

4.2. Organ banyosu deneyleri

4.2.1. Asetilkolin gevseme yanitlar:

Alfa-linolenik asit uygulamasi asetilkolin gevsemelerini kontrole gore anlamli bir
sekilde artird1. Sadece duman uygulamasi gevseme yanitlarini azaltirken duman ile
birlikte Alfa-linolenik asit uygulamasi bu azalmay1 geri cevirdi(Sekil 6).

100- *
3 Kontrol
80- creron 4 BX) Alfa-linolenik asit
o 95%6% - .
e oo ‘ I Indometazin
@ 607 = 5% R =3 Duman Kontrol
%%} * XX . . .
> XXX XXX BX Duman Alfa-linolenik asit
O 40- A - KXX5 _ _
o oo RXXS @@ Duman indometazin
° PO RKK
20- RS X
RS
. 0.0
0 XS
1 1 1 1

5x10°M Asetilkolin

Sekil 6. Sigara dumani maruziyetinin torasik aortta asetilkolin ile olusturulan gevseme yanitlarina
etkisi(n=6-9). Istatistiksel analizz ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* : Kontrole gore P<0.05. # Duman
kontrole gore P<0.05).
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4.2.2. Papaverin gevseme yanitlari

Sigara dumani, alfa-linolenik asit ve indometazin uygulamasi papaverin ile olusturulan
gevseme yanitlarint anlamli olarak degistirmedi(Sekil 7).

150+
3 Kontrol
BX Alfa-linolenik asit
£ 100 = D indometazin
o 3 Duman Kontrol
> B Duman Alfa-linolenik asit
3 50- @™ Duman indometazin
0 T T

5x10"°M Papaverin

Sekil 7. Sigara dumani maruziyetinin torasik aortta papaverin ile olusturulan gevseme yanitlarina
etkisi(n=6-9). Istatistiksel analiz: ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* : Kontrole gére P<0.05).
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4.3. ELISA deneyleri

4.3.1. Sitozolik fosfolipaz A, enzim miktar tayini

Sigara dumani Fosfolipaz A, enziminin miktarinda artisa neden oldu alfa-linolenik asit
bu artis1 anlamli olarak azaltti (Sekil 8).

6-
* 3 Kontrol
- BX Alfa-linolenik asit
4- @0 indometazin
= # =3 Duman Kontrol
E» T BX Duman Alfa-linolenik asit
2. XX @@ Duman indometazin
'.0’0’0
PO
Letede
Letede
20202
XXX
0 L] L] L] L]

Sitozolik Fosfolipaz A,

Sekil 8. Sigara dumam maruziyetinin torasik aortta Fosfolipaz A, enzimine etkisi(n=6). Istatistiksel
analiz: ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* : Kontrole gore P<0.05. # Duman kontrole gore P<0.05).
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4.3.2. Siklooksijenaz 2 Enzim Miktar Tayini

Sigara dumani siklooksijenaz-2 enziminin miktarinda artisa neden oldu. Alfa-linolenik
asit bu artis1 anlamli olarak azaltti. (Sekil 9).

15+ *
= Kontrol
T BX Alfa-linolenik asit

104 0 indometazin
= 3 Duman Kontrol
E» 4 BRI Duman Alfa-linolenik asit

54 @@ Duman indometazin

_
0 T T 1

Siklooksijenaz-2

Sekil 9. Sigara duman maruziyetinin torasik aortta siklooksijenaz-2 enzimine etkisi(n=6). Istatistiksel
analiz: ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* : Kontrole gore P<0.05. # Duman kontrole gore P<0.05).
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4.3.3. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz Enzim Miktar Tayini

Sigara dumani endotelyal nitrik oksit sentaz enziminin miktarinda azalmaya neden oldu
ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 10).
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Sekil 10. Sigara dumani maruziyetinin torasik aortta endotelyal nitrik oksit sentaz enzimine etkisi(n=6).

Istatistiksel analiz: ANOVA. Post hoc: Bonferroni.
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5. TARTISMA

Sigaranin temel bileseni olan nikotin, sigaranin kiitlesinin yaklagik %1.5’ini
olusturur ve her bir sigara yaklasik 10-14 mg nikotin igerir. Ancak iciciler bu miktarin

1819 Nikotinin absorbe edildikten sonra

yaklastk 1 mg’in1 absorbe edebilirler
yarilanma omrii kisadir ve hizlica metabolize edilerek kotinine doniisiir. Kotininin
yarilanma Omrii nikotinden daha uzundur. Bu sebeple calismamizda sigara maruziyet
derecesini degerlendirmek igin farelerin idrarinda kotinin miktarin1 saptadik. Aktif
icicilerin serum ve idrar kotinin konsantrasyonlar1 sirasi ile 500 ng/ml ve 1300 ng/ml’ye

120,121 .. .. .. . .
. Bizim ¢alismamizda feralerin idrar kotinin seviyeleri

kadar ¢iktig1 gosterilmistir
113 £ 12 ng/ml bulunmustur. Bu deger lizerine, farelerin idrarin1 son duman
uygulanmasindan 15 saat sonra almamizin bir etkisi olmus olabilir. Ciinkii kotininin
yarilanma omrii yaklasik 1300 dakika kadardir.

Kalitatif organ banyosu deneylerinde sigara dumani, alfa-linolenik asit ve
indometazin uygulamasi fosfodiesteraz inhibitdrii olan papaverin'* ile olusturulan
gevseme yanitlarii degistirmedi. Bu durum c¢alismamizda uyguladigimiz sigara
dumaninin diiz kas gevsemeleri lizerinde bir etki olusturmadigin1 gostermektedir. Diger
deney grubunda alfa-linolenik asit uygulamasi asetilkolin gevsemelerini artirmigtir.
Sadece duman uygulamasi gevseme yanitlarimi azaltirken duman ile birlikte Alfa-
linolenik asit uygulamas: bu azalmayr geri c¢evirmistir.  Alfa-linolenik asit’in
antiinflamatuar  6zelligi de bilinmektedir®®. Cahsmamizda pozitif kontrol olarak
indometazin kullanilmigtir. Indometazin sigara dumanmin neden oldugu asetilkolin
gevsemelerindeki azalmayr anlamli bir sekilde geri ¢evirememistir. Bu durum Alfa
linolenik asitin asetilkolin gevsemelerindeki artirict  etkisinin  antiinflamatuar
mekanizmalar iizerinden olmadigini gdstermektedir. Ancak alfa-linolenik asit’in
antioksidan 6zelligi de vardir™. Sigara dumam maruziyeti oksidatif stresi arttirarak

%12 Bu nedenle

endotelyum bagimli gevseme yanitlarim1 azalttigr gdosterilmistir
Alfalinolenik asit’in sigara dumanina bagl asetilkolin gevsemelerindeki azalmay1 geri
cevirmesi antioksidan oOzelliginden veya baska bir mekanizmadan kaynaklandigini
diisiindiirmektedir. Ayrica ¢alismamiz da NO iiretiminden sorumlu eNOS enziminin

kantitatif tayini yapilmistir. Elde ettigimiz bulgularda sigara dumani endotelyal nitrik
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oksit sentaz enziminin miktarinda azalmaya neden olmustur. Ancak bu azalma
istatistiksel olarak anlamli degildir. Buna ilaveten sadece alfa-linolenik asit uygulamasi
eNOS enziminin ekspresyonunu bir miktar arttirirken bu artis da istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir.

Sigara dumaninin, inflamasyon mekanizmalarinda ©nemli rolleri olan
siklooksijenaz-2 ve fosfolipaz A, enzimini arttirdigt diger c¢alismalarda

2412 Bizim calismamizda da benzer sekilde sigara dumani

gosterilmistir
siklooksijenaz-2 ve Fosfolipaz A, enzimlerinin miktarinda artisa neden olurken
antiinflamatuar 6zelligi bilinen alfa-linolenik asit bu artiglar1 anlamli olarak azaltti.

Yapilan bir ¢alismada sigara dumanimnin NADPH oksidaz enziminin aktivitesini
indiikleyerek hiicre i¢i siiperoksit radikallerinin tiretimini arttirdigi ve bu artisin da
sitozolik fosfolipaz A2 enzim diizeyini yiikselttigi gosterilmistir. Bu artisin
proinflamatuar gen transkripsiyonunu aktifleyen MAPKs yolagi, NF-zB, ve AP-1
faktorlerinden kaynaklandigi gosterilmistir'*,

Yapilan bir bagka ¢alismada da benzer sekilde sigara dumaninin siklooksijenaz-2
enzimini arttirdigt ortaya konmustur. Bu artisin  PKC /c-Src/EGFR  ve
PDGFR/PI3K/Akt PDGFR/PI3K/Akt sinyalizasyon yolaklarinin aktive dilmesiyle artan
NF-«B ve p300 inflamatuar transkripsiyon faktorlerinden kaynaklandigi

gosterilmistir' >,
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i EGFR

Sekil 11. Sigara dumani ve COX-2

Calismamizda ise sigara dumanmin neden oldugu FLA, ve COX-2
enzimlerindeki artis1 alfa-linolenik asit geri ¢evirmistir. Yapilan bir ¢alismada alfa-
linolenik asit COX 2 enziminin sentezinde gorev alan mRNA sentezini azaltarak COX-
2 enziminde azalmaya neden oldugu gosterilmistir'>’. Buna ilaveten. Alfa-linolenik asit
lipoprotein sakkarit (LPS)'in neden oldugu inflamasyonu da azaltig1 ayrica niikleer
faktor kappa-B (NF-kB) translokasyonunu ve mitojen ile aktive edilmis protein kinaz
(MAPK)'1n fosforilasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu inhibisyon iNOS, COX-2,
TNF-alfa gibi inflamatuvar faktorlerinin ekspresyonlarini azaltir 2,

Bunun yam sira In-vitro deneylerde nikotinin sican basiler arterinde kasilma
olusturdugu ve bu kasilmalarin ¢ogunlugunun endotel kaynakli oldugu bununla birlikte
nikotin ile olusturulan kasilmalarin fosfolipaz C, fopsfolipaz A, ve siklooksijenaz 2
inhibitorleri ile inhibe edildigi gosterilmistir'’. Ayrica nikotinin endotelyum bagimli
kasilmaya neden oldugu, olusan kasilmalarin siklooksijenaz inhibitorleriyle geri

8

cevrildigi gosterilmistir'®®.  Ayrica vaskiiler diiz kas hiicrelerinin ve endotel

hiicrelerininin proliferasyonunu arttirdigi  bildirilmistir'®"®. Nikotin  inkiibasyonun
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noradrenalin ile kastirilmis koroner arterin asetilkoline verdigi gevseme yanitlarini
azalttigr bildirilmistir'’. Yapilan diger ¢alismalar, ¢alismamizda gdstermis oldugumuz
sigara dumaninin fosfolipaz A, ve siklooksijenaz-2 enzimlerinin ekspresyonlari iizerine
artiric1 etkisine, bir anlamda sigara dumani vasitasiyla kronik uygulandigimiz nikotinin
de katkisinin olabilecegini telkin etmektedir.

Calismamizda elde etmis oldugumuz bulgular da benzer sekilde sigara
dumaninin inflamasyon mekanizmalarini aktive ettigini, alfa linolenik asit’in ise bu
mekanizmalar1 inhibe edici etkisinin oldugunu gostermektedir. Ayrica bazi ¢alismalarda
da antioksidanlarin fosfolipaz A, ve siklooksijenaz-2 enzimlerinin ekspresyonlarini
azaltic1 etkisi bildirilmistir' .

Ilaveten Alfa-linolenik asit’in anti inflamatuar etkisini antioksidan 6zelliginden

kaynaklanabilecegini gesitli literatiirler de desteklemektedir'™.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Sigara dumani partikiil ve gaz fazinda 4000°den fazla kimyasal madde igcerdigi
icin her bir maddenin olumsuz etkilerinin patofizyolojisini ortaya koymak zordur. Son
yapilan c¢alismalarda sigara dumanmin bu olumsuz etkileri oksidatif stres ve
inflamasyon artirict mekanizmalar T{izerinden yaptig1 gdosterilmistir. Ayrica bu
mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir. Bununla birlikte alfa-linolenik asit’in
kolesterol diistiriicii etkilerinin yan1 sira kardiovaskiiler sistemde yararl olacagi bircok
calismada gosterilmistir. Bu nedenle caligmamizda sigara dumanina bagli damar
hasarinin molekiiler mekanizmasini ortaya koymay1 ve bu hasar1 alfa-linolenik asit ile

geri ¢cevirmeyi amagcladik.

Calismamizda Alfa-linolenik asit uygulamasi asetilkolin gevsemelerini kontrole
gore anlamli bir sekilde artirmistir. Tek basina duman uygulamasi gevseme yanitlarini
azaltirken duman ile birlikte alfa-linolenik asit uygulamasi bu azalmay1 geri ¢cevirmistir.
Sigara dumani, alfa-linolenik asit ve indometazin uygulamasi papaverin ile olusturulan
gevseme yanitlarini anlamli olarak degistirmemistir. Sigara dumani siklooksijenaz-2
enziminin miktarinda artisa neden olurken, alfa-linolenik asit bu artis1 anlamli olarak
azaltmistir. Benzer sekilde sigara dumani Fosfolipaz A, enziminin miktarinda artiga
neden olurken, alfa-linolenik asit bu artis1 da anlamli olarak azaltmistir. Ayrica sigara
dumani endotelyal nitrik oksit sentaz enziminin miktarinda azalmaya neden olmus

ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Calismamiz sigara dumaninin endotel hasarina ve inflamasyon mekanizmalarini
arttiric1 etkiye sahip oldugunu, alfa-linolenik asit sigaranin neden oldugu inflamasyon
mekanizmalarini inhibe ettigini géstermistir. Sonug olarak alfa-linolenik asit ile zengin
diyetin, sigaranin neden oldugu koroner ve periferik damar hastaliklaria eslik eden
aterosklerozun ve endotelyal disfonksiyonun Onlenmesine yardimci olacagim

gostermektedir.
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