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OZET

INSAN YAPIMI NANOPARTIKULLERIN KRONIK OBSTRUKTIF AKCiGER
HASTALIGI (KOAH) OLAN BiREYLERIN BRONS EPiTEL HUCRE KULTUR
PERMABILITESINE ETKIiLERI

Sedat ILHAN
Yiiksek Lisans Tezi, Temel Solunum Biyolojisi Anabilim Dali
Danismanlar:
Prof. Dr. Hasan BAYRAM ve Prof. Dr. Ayten FiLiZ
Haziran-2016, 73 sayfa

Nanoteknolojinin giinliik hayatta yayginlasmasi, nanopartikiillerin (NP) kullaniminin
giderek artmasina yol agmistir. Diger yandan, in vivo ve in vitro ¢alismalar NP’lerin
saglik tizerinde ciddi risk olusturabileceklerini diisiindiirmektedir. Ancak, altta yatan
mekanizmalar yeterince bilinmemektedir. Bu c¢alismada c¢ok duvarli karbon
nanotiiplerin (CDKNT) KOAH’ 11, sigara icen ancak KOAH gelismeyen ve sigara
icmeyen bireylerin brons epitel hiicre (BEH) kiiltiirlerinin permabilitesi ve toksisitesi
tizerine olan etkilerini aragtirmayr amagladik. BEH kiiltiirlerini roflumilast (0.01, 0.1 ve
1uM) ve formoterol (0.01, 1 ve 100uM) yoklugunda ve varliginda CDKNT’lerin (0-100
png/ml) 0., 2., 4., 6. ve 24. saatlerde trans epitelyal elektriksel direng (TEED) iizerine
olan etkisini arastirdik. 24. saatte toplanan kiiltiir vasatinda laktat dehidrogenaz (LDH)
analizi yapildi. Calisma sonucunda elde edilen verilere gore, CDKNT’ler BEH
kiiltiirlerinin permabilitesini etkilemedi. Roflumilast ve formoterol da anlamli bir etkide
bulunmadi. Benzer sekilde, CDKNT’ler KOAH’I1 ve sigara icen bireylerin BEH
kiltirlerinden LDH salinimini etkilemezken, 50 (ortanca= 0.5311 IU/pg hiicresel
protein ve 1.413 IU/ug hiicresel protein, p= 0.0001) ve 100ug/ ml (ortanca: 0.5311
[U/ug hiicresel protein ve 3.357 IU/ug hiicresel protein, p<0.0001) CDKNT sigara
icmeyen bireylerin BEH Kkiiltiirlerinden LDH salinimini artirdi. CDKNT (100pg/ml)’e
varliginda, formoterol (100uM) ve roflumilastin yiiksek dozlar1 (1pM) LDH salinimini
artirirken, diisiik dozlart LDH salimimini baskiladi. Bulgularimiz, CDKNT’lerin
kullanilan dozlarda BEH Kkiiltiirleri {lizerinde sinirli toksik etkiye sahip olduklarini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Brons epitel hiicresi, ¢ok duvarli karbon nanotiip, KOAH, laktat
dehidrogenaz, transepitelyal elektriksel direng.



ABSTRACT

EFFECTS OF ENGINEERED-NANOPARTICLES ON PERMEABILITY OF
BRONCHIAL EPITHELIAL CELL CULTURES FROM SUBJECTS WITH
CHRONIC OBSTRUCTIVE PULMONARY DISEASE (COPD)

Sedat [ILHAN
Master Thesis, Department of Basic Respiratory Biology
Supervisors:
Prof. Dr. Hasan BAYRAM and Prof. Dr. Ayten FILIZ
June-2016, 73 pages

Nanoparticles (NPs) have been widely used because of common use of nanotechnology.
In vivo and in vitro studies reported detrimental effects of NPs at cellular level.
However, the underlying mechanisms are not clear known enough. The objectives of
the present study were to investigate the effects of multi-walled carbon nanotubes
(MWCNT) on permeability and toxicity of bronchial epithelial cell (BEC) cultures of
smokers with and without COPD, and non-smokers. We incubated BEC cultures with
MWCNT (0-100 pg/ml) and studied trans-epithelial electrical resistance (TEER) at TO,
T2, T4, T6 and T24 in the absence and presence of roflumilast (0.01, 0.1, 1 uM) or
formoterol (0.01, 1, 100 uM). Cell culture supernatants, which collected at T24, were
analysed for lactate dehydrogenase (LDH). MWCNT did not show any effect on TEER
of BEC cultures. Likewise, formoterol and roflumilast did not affect TEER. Although
MWCNT did not show any significant effect on LDH release from BECs from COPD
patients and smokers, 50 pg/ml (median=0.5311 IU/ug cellular protein v.s. 1.413 1U/ug
cellular protein, p: 0.0001) and 100 pg/ml (median: 0.5311 IU/ug cellular protein v.s.
3.357 IU/pg cell protein, p<0.0001) MWCNT significantly induced LDH release from
BECs of non-smokers. Higher concentrations of formoterol (100 uM) and roflumilast
increased the LDH levels of BECs, whereas lower doses of both drugs decreased the
LDH levels. Our findings suggest that MWCNT, at the concentrations studied, have
limitied toxic effects on BEC cultures.

Keywords: Bronchial epithelial cells, COPD, multi-walled carbon nanotubes, lactate
dehydrogenase, trans-epithelial electrical resistance.



1. GIRIS VE AMAC

Nanopartikiillerin (NP) hayatin pek c¢ok alaninda kullanimlari giderek artarken, bu
partikiillerin bagta akcigerler olmak iizere insan sagligi ilizerinde olumsuz etkileri
olabilecegine dair ciddi endiseler bulunmaktadir (1). Bu konuda yapilan in vivo hayvan
calismalart ve in vitro laboratuar ¢alismalart NP’lerin hava yollarinda ve akciger
parankiminde inflamatuar degisikliklere, fibrozise ve hiicre diizeyinde toksik etkilere
yol agtiginm1 diisiindiirmektedir. Ancak altta yatan mekanizmalar yeterince agik degildir
(2). NP’lerin nazal ve brong epitel hiicre canliligini, apoptozisini ve bu hiicrelerden
inflamatuar mediyator salimmini etkileyebilecegi gosterilmistir (3). Ancak NP’lerin
primer brons epitel hiicre (BEH) permabilitesini etkileyip etkilemedigi ve altta yatan
mekanizmalar bilinmemektedir. Diger yandan, NP’lerin ¢agimizin 6nemli bir halk
saglig1 tehditi olan kronik obstriiktif akciger hastalifi (KOAH) gelisiminde risk

olusturabilecekleri diisiiniilmektedir (4).

Bu cercevede bu tez ¢alismamizin amaci; sigara igmeyen goniilliiler, sigara icen ancak
KOAH gelismemis (Sigarali) bireyler ve KOAH’l1 hastalarin akciger eksplantlaridan
primer BEH kiiltiirleri elde ederek, insan yapimi NP’lerin bu hiicrelerin, (i)
permabiliteleri tizerine olan etkisini, kiltiirlerin trans epitelyal elektriksel direncini
(TEED) olgmek suretiyle arastirmak; (ii) hiicre diizeyindeki toksik etkilerini laktat
dehidrogenaz (LDH) salinimi ile degerlendirmek; (iii) formoterol gibi B2-agonistlerin ve

roflumilast gibi fosfodiesteraz (PDE) 4 inhibitorlerinin bu siirece etkisini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

Nanool¢ekli materyallerle ilgili yapilan ¢alismalar son zamanlarda 6nemli bir aragtirma
alan1 olma yolunda hizla ilerlemektedir. Nano materyal olarak siniflandirilan yapilar;
nanokristaller, nanopartikiiller, nanotiipler, nanoteller, nanogubuklar ya da nano ince
filmler gibi farkli gruplara ayrilmiglardir. Nanodlgekli malzemelere olan alakanin bu
denli artmasinin en bilylik nedeni yapisinda NP olan bu maddelerin farkli sira dist

ozellikler ve islevsellik gostermeleridir (5, 6).
2.1. Nanopartikiillerin Genel Ozellikleri

Boyutlar1 5 -100 nm arasinda degiskenlik gosteren, dogal ya da yapay, genel olarak
belirli bir sekle sahip olmayan ve yari kristal 6zellik gosteren yapilardir (7). NP’lerden
olusan maddeler diger ticari materyallerden genel olarak ayr1 ve iistiin kabul edilen baz1
ozellikler gostermektedirler. Siklikla vurgulanan nanopartikiil 6zelliklerinin bu denli ilgi
gérmesinin nedenleri ise; kuantum-boyut etki mekanizmalari, elektronik dogasinin
boyutlarina bagimliligi, ylizey atomlarmin essiz Ozgilliikleridir. Ayrica yliksek
yiizey/hacim orani da nanopartikiiller i¢in 6n plana ¢ikan bir bagka dnemli 6zelliktir (8).
Bunlarin yani sira son derece hafif olmalari, yliksek esneme kabiliyetleri ve bugiine
kadar bilinen en mukavim fiber olmalar1 da diger dikkat ¢ekici 6zellikleridir. Grafenin
kendisine has bal petegi oOrtiilii simetrisi ve elektriksel yapisi, nanotiiplerin elektriksel,
fiziksel, oOzelliklerini ¢ok Onemli bir bi¢cimde etkilemektedir. Nanotiiplerin bu ¢ok

cesitli ve sira dis1 6zellikleri atomlarinin dizilisi ile dogrudan alakalidir (9).

Nanoolgekli boyutlar, manyetik tutumda gelismeye neden olur. Bu yiizden, NP igerikten
olusan son derece yumusak yapida manyetik materyallar olusabilecegi gibi son derece
sert yaptya sahip manyetik materyaller de bulunabilmektedir. NP’lerkimyasal yap1 ve
boyut, iyonik kapasiteleri veya elektron ilgisini kontrol ederler. Homojen olarak yayilim
gosterdiklerinde, polimer yapilara yonelik metal nanoparcgaciklarin termal 6zelliklerinde
onemli bir gelisim saglanarak, isleme siiresi azaltabilir. Erime sicakligi, azalan

nanopartikiil yiizey alantyla beraber kiigiiliir (10).

Tim bunlarla birlikte NP’ler yiiksek reaktiviteye sahip molekiillerdir (11). Partikiiliin
yiizeyindeki bu reaktivite artist NP’lerin biyolojik sistemler igin yararli olacagi

yoniindeki (antioksidan, farmakolojik ajanlar1 tagima kapasitesi, gecirgenlik artis1 gibi)
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egilimini belirledigi gibi zararli (toksisite, oksidatif stresin artmasi,reaktif oksijen
tirtinleri, hiicresel fonksiyonlarin sekteye ugramasi gibi) etkilerini de belirleyici rol
oynar (12). Tasidiklar1 6zellikler nedeniyle ¢ok ¢esitli nanopartikiil gruplar1 mevcuttur.
Metal NP’ler, giimiis NP’ler, kadmiyum siilfiir NP’ler, bakir NP’ler, alin NP’ler ve
karbon NP’ler gibi (13).

2.2. Nanopartikiillerin Kullamim Alanlar

Nanopartikiiller, nanoteknoloji ile birlikte hayatimiza dahil etmek zorunda kaldigimiz
sanayilesme iirlinleridir. Bu ylizden nanoteknolojinin var oldugu ilk andan bu giine
varliklarim siirdiirmektedirler. Eski Misir’da M.O 1200 yillarinda altinin eritilmesi
nanopartikiillerin insan hayatina karigsmasinin ilk adimidir (14). Daha sonra cam ve

mimari renklendirmelerinde ¢esitli nanopartikiiller kullanilmistir (15).

Resim 1. Nanopartikiillerin tarihteki ilk kullanim1 oldugu diisiiniilen kadeh (14)

Glintimiizde ise pek cok alanda c¢ok farkli kullanim amaglarina hizmet etmek iizere
kullanilan nanoteknoloji son yillarda gelismis ve biiylik yatirnmlar almaktadir.
Uygulamalar genel olarak pasif nanopartikiil kullanimi ile sinirli kalmaktadir. Bu
nanopartikiiller; giines kremi, kozmetik {iriinleri, ylizey kaplama malzemeleri ve bazi
yiyecek iriinlerindeki TiO2 igerir. Ayrica yiyecek-icecek paketlemede, giyim,
dezenfektanlar, boya gibi malzemelerde ve ev aletlerinde glimiis; kozmetik ve gilines

kremindeki ZnO ve yakit katalizorii olarak SeO de bu nanopartikiillere drnektir (16).



Basta elektronik ve bilisim teknolojileri olmak {izere, saglik ve ilag sektorii, enerji ve
cevre sektorii, ulasim sektorii, insaat sektorli, gida ve tarim sektori, tekstil sektor,
havacilik ve uzay sektorii ve savunma sektorii nanoteknolojiden son derece fazlaca
faydalanmaktadir. Tip uygulamalarinda nanopartikiiller gorintiileme ve teshis, ilag

taginmasi, kanser tedavisi, gen terapisi gibi alanlarda siklikla kullanilmaktadir (17).

Nanoteknolojinin ileri uygulamalari, tenis toplarinin normal 6rneklerine gore ¢ok daha
uzun Omiirlii olmasini, golf toplarinin miithis bir siirtlinme kuvveti onleyen yiizeyleri ile
havada daha uzun siire ugmasini, tiim dis kaplama unsurlarinin ¢ok daha dayanikli ve
daha sert yiizeye sahip olmasini saglar. Coraplardan pantolonlara hemen hemen tiim
kiyafetlerin daha dayanikli olmasi, yazin serin kisin sicak tutan 06zel igeriklerin
saglanmas1 yine NP’ ler sayesinde miimkiindiir. Yara bantlarinin yaralari ¢ok daha
cabuk iyilestirmeleriden tutun bilgisayarda bile artitk NP’ lerin izi vardir. Tim bu
uygulamalar iiriinlerin daha ucuz, daha kolay ulasilabilir olmasi adina da umut vericidir

(18).
2.3. Nanopartikiillerin Saghik Uzerine Etkileri ve Mekanizmalar

Nanoteknolojinin bu Oniine gecilemez yiikselisi nanopartikiil iceren malzemelerin
artmasima neden olmus, bu yiizden insanlarin bu nanopartikiillerle solunum sistemi,
sindirim sistemi ve deri yoluyla temasi1 ka¢inilmaz hale gelmistir. Buna karsin
nanoteknolojinin de saglik {izerine etkileri heniiz Yyeterince bilinmemektedir.
Nanopartikiillerin potansiyel riskleri, zararlar1 ve glivenirliginin tam olarak anlasilmasi
ve aktarilmast gerekmektedir. Nanopartikiiller solunan hava vasitasiyla viicuda
alindiklarinda  solunum  sisteminde  birikebilmektedirler (19, 20). Alinan
nanopartikiillerin ¢ok az miktar1 epitel ve endotel hiicreleri asarak dolagim sistemi
vasitastyla kemik iligi, lenf nodii, dalak ve kalp gibi 6nemli dokulara ulasabilirler.
Nanopartikiillerin merkezi sinir sistemi ve gangliyonlar1 gecerek sinir hiicrelerine
yerlestikleri tespit edilmistir. Deri iizerinden viicuda giren nanopartikiiller lenfatik

kanallar vasitasiyla viicuda dagilabilirler (2).
2.3.1. Nanopartikiillerin Viicuda Giris Yollar1 ve Hedef Organlari

Nanoteknoloji liriinlerinin havaya saldigi partikiil yogunlugu kimi zaman yiizlerce
mikrogram/ metrekiip oranlarina kadar yiikselebilmektedir (2). Ozellikle is ortamlarinda

solunun havanin i¢erisinde bulunan NP miktarinin tam olarak bilinmesi heniiz miimkiin



degildir (2). NP’lerin hava yolu ile taginip tasinmadig1 heniiz bilinmemektedir. Ancak
yapilan pek c¢ok in vivo ¢alisma NP’lerin memeli solunum sistemine ciddi zararlar
verdigini gdstermistir. Insan yapimi1 NP’ lerin viicuda giris yollar1 basta solunum sistemi
olmak iizere sindirim sistemi ve deridir. Her ne kadar bu girisler bir¢ok savunma
mekanizmasi ile etkin olarak korunsa da bu savunma mekanizmalari her zaman etkili

bir sekilde gérevini yerine getirememektedir (2).
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Sekil 1. Nanopartikiillerin viicuda girig yollar1 ve hedef organlar (21)
2.3.1.1. Nanopartikiillerin Akcigerde Alikonulma Mekanizmalari

Insan solunum sisteminde, solunan NP’lerin mukozal yiizeyden bertaraf edilmesi igin
birgcok savunma mekanizmasi bulunur (2). Solunan NP’ lerin solunum sisteminde
birikme orami partikiiliin aerodinamik 6zelliklerine bagli olmaksizin termodinamik
ozelliklere bagl olarak degisebilir (22). NP’lerin akcigerlerde alikonulmasi genel olarak
bes mekanizma ile anlatilabilir. Bunlar eylemsizlik momentumu, sedimentasyon,
stkisma, difiizyon ve elektrostatik ¢Okelme seklinde siralanabilir (23). Eylemsizlik
momentumu, NP yeterli kuvvete sahip oldugunda gerceklesir. Hava ile tasinan NP’ ler
uzun ve kivrimli hava yollarinda yol alirken akciger duvarina g¢arparlar ve NP’ iin
momentumuna gore alikonulurlar (23). Sedimentasyonda ise NP’ler zamana bagl
olarak yergekimi ile birlikte ¢okerler. Bu nedenle nefes tutulmasi gibi nedenlerle NP’ ler
akcigerlerde alikonulurlar (23). Solunum yoluyla alinan NP’ lerin en 6nemli birikim

mekanizmasi difiizyondur. Diflizyon, nispeten hava akiminin az oldugu bronkoalveoler



alanda gerceklesir. Soluk ile alinan NP’ ler bu bolgede daha derinlere dogru difiize
olarak bronkoalveoler yiizeye dogrudan temas ederler (22, 23). NP’ lerin genel olarak
alikonulma orani NP’ {in yiizey alanina, fizyolojik durumuna, ¢apina ve fiziko-kimyasal
durumuna bagl olarak degisir. Ayn1 zamanda solunan havanin kalitesi de bu orani
etkileyen baska bir faktordir (23). 2008 yilinda yapilan bir ¢caligma 100 nm’lik karbon
partikiile maruz birakilan insanlarin havayollarinda partikiil ¢ap1 ile alikonulma
stiresinin dogrudan baglantili oldugu gosterilmistir. Maruz kalinan partikiillerin %
25’lik kismu ilk 24 saatlik dilimde mukosilier klirens ile bertaraf edilmistir. Geri kalan
% 75 lik kismi ise 48 saatten daha uzun siire akciger dokusunda kalmaya devam
etmistir (22). Bu ¢alisma solunan partikiillerin bir kisminin mukosilier klirens ile
akcigerlerden uzaklastirildigint gosterirken, biiyiik cogunlugunun ise perisilier klirens
ile mukus tabakasinin derinliklerine itilerek epitel hiicreleri ile dogrudan temasa
gecebilecek konuma geldiklerini savunmustur. Bagka bir yorum olarak da lipit, protein
benzeri hiicresel komplekslerle birlesip indirgenerek akciger dokusunda alikonuldugu
belirtilmistir (22). TiO2 ile yapilan bir bagka ¢alismada ise nanopartikiillerin 1 saat gibi
kisa bir siire icerisinde epitel dokusunun igine girerek akciger dokusunun derinliklerine

niifuz ettigi gosterilmistir (24).

NP’ler solunum sisteminde bir siireligine de olsa depo edildikten sonra farkli yol ve
mekanizmalarla farkli dokulara ulasabilirler. Epitel dokusuna temas eden NP’ ler
buradan kan ve lenf dolagimina gegebilirler. Kan dolasimina ulasan NP’lerin diger
dokulara gegmesi ¢ok daha kolaydir (25). Ayni zamanda havayolu sinir hiicrelerine
temas eden NP’ler aksonlar boyunca yol kat ederek gangliyonlara veya merkezi sinir

sistemine ulasabilirler (2).
2.3.1.2. Nanopartikiillerin Solunum Sisteminden Uzaklastirilma Mekanizmalari

Temel olarak NP’ler iki yolla solunum sisteminden uzaklastirirlar. Bunlardan birincisi
fiziksel uzaklastirma yontemleri iken bir digeri kimyasal uzaklastirma yontemleridir (2).
Solunan hava ile viicuda giren NP’ler pek ¢ok fiziksel yontemle bertaraf edilebilir. Bu
yontemlerin belirlenmesinde etmen partikiiliin biiyiikligii ve giris yaptigi bolimdiir (2).
Ornegin alveoler bolgeye giris yapmis ¢oziinebilir partikiiller makrofajlar tarafindan
fagositoz ile bertaraf edilir (22). Alveollerin yiizeyinde bulunan komplemen
komponenti protein 5a kemotaktik bir ajan olup, makrofajlarin NP’lere dogru

yonelmesini saglar (2). Makrofajlar tarafindan fagosite edilen NP’ler mukosilier klirens



ile ilgili bolgeden uzaklastirir (2). Yapilan ¢alismalar ger¢ekten de makrofajlarin 6nemli
bir savunma elemani oldugunu gosterse de tam anlamiyla solunum sisteminin glivende
olmadigint vurgulamigtir. 2008 yilinda yapilan bir calismada, 20 nm TiO2
konstrasyonuna maruz birakilan ratlarin bronkoalveoler lavaj’larinda 24 saat sonrasinda
%1,7 oraninda NP tespit edilmistir (22). Tiim bunlarla beraber ¢oziinmeyen NP’lerin
uzun siireler akcigerde kalabilecegi diisliniilmektedir (25). Bunlarin disinda epitelyal
endositozis ve doku arasina translokasyon yontemleri de fiziksel uzaklastirma

yontemleri ile birlikte sayilabilir (2).

Kimyasal olarak bertaraf etme yonteminde ise NP’ler hiicre i¢i veya dis1 sivida ve
lipitlerde ¢oziinebilir forma getirilir (2). Coziinmiis partikiiller difiizyonla ve/ veya
emilme ile kan ve lenf sistemine ulastirilarak bertaraf edilirler (2). Bunun yani sira

filtreleme ve proteinlere baglama gibi yontemler de kullanilabilir (2).
2.3.2. Nanopartikiillerin Hiicresel Etki Mekanizmalari

Hiicreler icin genotoksik etkiye sahip olabilecegi diistiniilen NP’lerin, karsinojenik etki
gostermesi ihtimal harici degildir. NP’lerin insanlar i¢in de sitotoksik ve genotoksik
etkileri oldugu pek ¢ok ¢alisma ile gdsterilmistir. In vitro ortamda hiicre kiiltiirleri ile
yapilan c¢aligmalarda NP’lerin hiicre diizeyindeki etki mekanizmalar1 anlasilmaya
calisilmaktadir. Hiicre toksisite ¢alismalari, bu partikiillerin hiicre canliligini azalttigini,
hiicre proliferasyonunu yavaslatirken, apoptozisini indiikledigini ve otofajiyi artirdiginm
gOstermistir (27). Bir insan bronkoalveolar kanser hiicre dizisi olan A549 ve insan
keratinosit hiicreleri ile yapilan bir ¢calismada tungsten carbide NP’lerinin bu hiicrelerin
canliligini baskiladigi bulunmustur (28). BEAS-2B hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda,
CDKNT’lerin bu hiicrelerin canliligint baskilarken apopitozis ve nekrozunu artirdigi
buna IL-8 diizeyindeki artisin eslik ettigi gdsterilmistir (3). Azalmis hiicre canliliginda
hiicre proliferasyonundaki degisimin roliinii arastiran bir ¢alismada TDKNT ve C(60)
fulleren’in fare akciger epitel hiicre siklusunu yavaslattigi, G1 fazinda dinlenen hiicre
oranini artirirken S fazinda protein sentezleyen ya da G2/M bolinme fazindaki hiicre
sayisini azalttigini ortaya koymustur (29). Li ve arkadaslar1 polyamidoamine dendrimer
NP’lerin A549 hiicrelerinde, hiicre Oliimiinii indiikleyen bir bagska mekanizma olan
otofajiyi artirdiklarin1 gostermislerdir (27). Saglikli kontroller, allerjik rinitli ve nazal
polipli hastalardan elde edilen nazal epitel hiicreler ile yapilan ¢aligmalarda TiO2

NP’lerin bu hiicrelerden Interlokin-8 (IL-8) graniilosit makrofaj-koloni uyarici faktor



(GM-CSF) ve regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted (RANTES)
salimimini etkilemedigini bulunmustur (30). Ancak, primer BEH ile yapilan ¢alismalar,
TiO2 ve CDKNT’lerin bu hiicrelerin canliligini etkiledigini géstermistir. Diger yandan,
TiO2’in bu hiicrelerden IL-8 salinimim artirirken, GM-CSF saliniminmi etkilemedigi
saptanmigtir. CDKNT’ler ise ayni hiicrelerde IL-8 salinimini baskiladilar (3). Bu
bulgular, 6zellikle primer hiicrelerin NP’lerin etkilerine olan cevabinin farklilik
gosterebilecegini ve bazi NP’lerin digerlerine gore daha farkli etkiye yol

acabileceklerini gostermektedir.
2.3.2.1. Nanopartikiillerin DNA Uzerine Etkileri

Cesitli yollarla viicuda alman NP’ler hiicre i¢ine giris yaparak dogruda veya dolayl
yollarla DNA’da negatif etkilere sebep olabilirler. Hiicre igerisine giren NP kimi zaman
hiicre ¢ekirdegine bile ulasabilirler (45). Hiicre ¢ekirdegine ulasan NP’ler DNA veya
DNA’ya baglanan proteinlerin yapisimi etkileyerek fiziki hasarlar verebilirler (32).
Caligmalarin biiyiik cogunlugu NP konstrasyonundaki artisin DNA hasar1 ile dogrudan
iligkili oldugunu gostermistir (37, 38, 39). Dogrudan hiicreye ve hiicre g¢ekirdegine
girebilen bazi NP’lerin hiicre i¢i serbest radikal olusumunu tetikledigi ve DNA'ya
baglanarak genotoksik etki gosterdikleri bildirilmektedir (40, 41, 42, 43). Pek ¢ok
memeli hiicre kiiltlirlerinde gergeklestirilen ve iglerinde TiO2, glimiis, altin, krom vb.
bircok NP’ e maruziyet sonucunda elde edilen veriler de genetik hasar konusunda
mevcut olan fikri desteklemektedir (43). Kalca protezlerinde kullanilan kobalt-krom
NP’lerin proteze yakin bolgelerdeki fibroblast hiicrelerinde DNA ¢ift zincir kiriklarina
neden oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bu hastalarin kemik iligi hiicrelerinde
artmis kromozom anomalileri de goriilmistiir (32, 42). Krom NP’lerin insan brons
hiicre kiiltiirlerinde DNA hasarina yol actigt da bilinmektedir (43). Caligmalar
sonucunda elde edilen veriler; NP’lerin DNA zincir kiriklarina, yapisal ve sayisal
kromozom anomalilerine sebep oldugunu ve DNA hasarimi tetikledigini gostermistir.
NP’ler dogrudan DNA’ya baglanarak veya DNA’ya bagli proteinlerle etkilesim girerek
replikasyon, transkripsiyon ve translasyon olaylarini etkileyebilirler. Diger hiicresel
proteinlere baglanarak, hiicre boliinme siirecini sekteye ugratabilecekleri ve oksidatif
strese yol agabilecekleri de diistiniilmektedir. Tiim bu etkiler sonucunda anormal sinyal
olusumuna ve anormal tepkiye sebep olabilecekleri ve nihayet hiicresel hasara yol
acabilecekleri diistiniilmektedir (36, 38). TiO2 NP’lerin hiicre ¢ekirdegine girdikleri

bilinmekte olup, ¢ekirdek protenlerini etkileyerek replikasyon vb. siirecleri
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baskiladiklart gosterilmistir (45, 46, 47). Bir baska calismada da C60 fullerene ve
TDKNT’lerin verildikten 24 saat sonar ratlarin akciger ve karacigerlerinde oksidatif
DNA hasarmin gostergesi olan 8-oxo-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosine (8-0xodG)

diizeyini artirdiklar1 bulunmustur (31).
2.3.2.2. Nanopartikiiller ve Oksidatif Stres

NP’ lerin reaktif oksijen triin (ROS) diizeyini arttirdiklart ve oksidatif strese yol
actiklar bildirilmektedir (2, 26, 32, 35). Bununla beraber NP’ ler antioksidan seviyesini
azaltarak hiicre i¢i redoks dengesini bozabilir. Meydana gelen bu degisimler DNA ¢ift
zincir kiriklarina, ¢apraz baglanmalara ve yanlis baz degisimlerine neden olabilir (32).
Bazi NP’ ler yiizeylerinde tasidiklari titanyum, kobalt, ¢inko, demir gibi metalleri
serbest birakarak hiicrenin oksijen seviyesini degistirerek siliperoksit anyon olusumuna
neden olurlar ve bu anyonlar oksidatif stresi tetikler. Siire¢ sonucunda DNA hasari
olusabilir (32). Hiicre g¢ekirdegine kadar ulasabilen NP’lerin ROS {iretimini daha fazla
tetikleyebilecegi gosterilmistir (48). Bu sebeple kiigiik NP’lerin yiizey alaninin
artmasina bagli olarak ROS seviyesini arttirdig1 diistiniilmektedir (49). NP’ ler hiicre
tizerinde sebebiyet verdigi oksidatif stresi mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) ve
niiklear faktér kappa B (NF-kB), aktivator protein-1 (AP-1) sinyal ileti yolaklarini
kullanarak uyarirlar (50).

DIZEL EGSOZ
= oo . KAYNAK PR o
KNT | PARTIKULLERI B AR | |K0MUR UGUCU KUL

— y4 =
. Organikler, Metall
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Sinyal Yolaklan
MAPK

{

Transkripsiyon Faktérleri

NF-xB, AP-1

i

}

inflamasyon

Sekil 2. Nanopartikiiller ve oksidatif stres arasindaki iligki. (50) (KNT: Karbon Nanotiip, MAPK: Mitojen
Aktive Protein Kinaz, NF-kB: Niiklear Faktér Kappa B, AP-1: Aktivator Protein-1)
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2.3.2.3 Nanopartikiiller ve Permabilite

Akcigerlerin dig ortamdan inhalasyonla alinan zararli irritanlardan korunmasinda
onemli bir bariyer iglevi géren hava yolu epitel hiicrelerinin biitiinliiklerini korumalar
bu fonksiyonlarini yerine getirmede son derece dnemlidir (33). A549 hiicre dizileri ile
yapilan calismalar seryum oksid (Ce) NP’lerin tight junction ekspresyonunu ve
hiicrelerin TEED’ini azalttigin1 gostermistir (33). Calu-3 havayolu epitel hiicre dizileri
ile yapilan bir ¢alismada TDKNT’lerin TEED’i etkilemedigi, ancak CDKNT’lerin
TEED’i anlaml1 bir sekilde azalttigi rapor edilmistir (34). Benzer sekilde, ZnO NP’lerin
ratlarin primer alveol epitel hiicre kiiltiirlerinde TEED’1 azalttig1 gosterilmistir. Buna
mitokondriyal aktivitede azalma ve hasarlanan hiicreler tarafindan salman LDH
diizeylerinde artisin eslik ettigi dolayisiyla NP’lerin bu etkisinin hiicresel hasar ile
iligkili oldugu ileri striilmiistiir (44). Ozon ve azot dioksitin saglikli ve astimli
bireylerden elde edilen BEH Kkiiltiirlerinin permabilitelerine olan etkileri ¢alisiimas,
sonucta saghkli BEH Kkiiltiirlerinde bir degisiklik gozlenmezken, asttmli BEH

permabilitelerinin arttigi bulunmustur (134).
2.3.2.3. Nanopartikiiller ve inflamasyon

Inflamasyon; canli dokularin gesitli yaralanmalara, hasarlanmalara karsi gelisen bir
reaksiyonudur. Inflamasyon koruyucu bir yanittir ve hiicreleri korurken ayni zamanda
ortaya ¢ikan nekrotik hiicre ve doku artiklarini uzaklastirma egilimindedir. Sitokin,
kemokin, nitrojen tiirevleri ve ROS saliimu ile karakterizedir. inflamasyon kromozom
kiriklarinda, DNA’ya baglanan ajanlarda, nokta mutasyonlarinda DNA hasarini tetikler
ve DNA tamirinin gelismesini baskilar (52, 53).

NP’lerin yiizey alani, boyutu, yiizeyin sahip oldugu icerikler, fizikokimyasal yapisi
inflamasyonun siddetini degistirebilir (54). In vitro ¢alismalarda NP igerigine bagiml
olarak hava yolu epitel hiicrelerinde inflamasyonun arttigi, ancak bazi NP’ lerin ise

(nikel, demir) inflamasyonu azalttig1 belirlenmistir (55).
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2.4. Cok Duvarh Karbon Nanotiipler

Karbon nanotiipler (KNT), grafit levhalarin sarilarak silindirik bir hale getirilmesi ile
elde edilen bicimleridir. Karbon nanotiipler ilk olarak, 1991 yilinda, NEC
laboratuarlarinda calisan Dr. lijima ve ekibi tarafindan ¢ok duvarli karbon nanotiipler
olarak adlandirilmistir. Cok duvarli karbon nanotiipler iki-elli arasinda eseksenli grafit
karbon plakalarindan meydana gelmistir. Kiiciik i¢ ¢aplar1 yaklasik 2 nm ve uzunluklari

ise yaklasik 1 um dir (56).

ol T &

Sekil 3. Cok duvarli karbon nanotiip geometrik yapisi. (56)

2.4.1. Cok Duvarh Karbon Nanotiiplerin Yapisi, Ozellikleri ve Kullanim Alanlar1

CDKNT’ler son derece 6zel elektriksel yapiya sahip maddelerdir. Diger materyallere
gore Ustiin dayaniklilik gosterirler. Yapilarina gore iletken veya yari iletkendirler.
Standart bir bakir tele kiyasla yaklasik 1000 kat daha fazla elektriksel akimi aktarma
yetenegine sahiptirler. Elmasin iki-li¢ kati termal iletkenlik kapasiteleri vardir.
Dayaniklilig1 celikten 100 kat daha fazla, buna karsin agirlig1 yaklasik 1/6’s1 kadardir
(56). Insan sag telinden 1/10000 kat ince olan ¢ok duvarli karbon nanotiipler, mekanik

olarak son derece saglam, kovalent bag ile bagli maddelerdir. Birbirinden farkli
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yaricaplarda, ¢ok katli, kararli yapiya sahip, ¢ok yiiksek elastik 6zellik tasiyan, yiiksek
gerilme kuvvetine dayanabilen ve sahip oldugu esnek yapi sebebiyle istenilen hemen
hemen her sekli alabilen yapilardir (57). Bu 6zellikler sayesinde CDKNT” ler genetik ya
da diger molekiiler anomalilerin tespitinde, doku yenilenme, onarimi ve hiicrelerin
biliylimesinde substrat olarak, tan1 veya tedavi amaciyla ilag verilis mekanizmalarinda
uygulamalar1 mevcuttur (58). KNT’ler, elektronik materyal olarak manyetik ve optik
nanocihaz yapiminda siklikla kullanilirlar. Bununla birlikte bilgisayarlar i¢in hafiza
elemani, mantik devresi ve elektronik anahtar yapiminda da kullanimi son zamanlarda
giderek artmaktadir. KNT’ler, bu zamana kadar bilinen en saglam materyal olma
ozelligini tagimaktadirlar. KNT, ¢elikten 10 kat daha dayanikli, elmastan ise ¢ok daha
serttir (59). KNT materyal icerisinde bulunan suyun olagandan farkli davranarak sifirin
altindaki sicakliklarda dahi donmadig: tespit edilmistir ki bu bitkilerin suyu topraktan
yukariya dogru tagimasina ¢ok benzemektedir. KNT’ lerin benzersiz fiziksel 6zellikleri
ve genis uygulama alanlari vardir. Gerilme direngleri yliksektir, esnektirler, yiiksek
elektriksel ve fiziko-kimyasal ozellikleri vardir ve bu nedenle ¢ok degisik uygulama

alanlar1 bulunmaktadir (60).

2.4.2. Cok Duvarh Karbon Nanotiiplerin Saghk Etkileri

Karbon nanotiiplerin yaygin kullanim alanlart ve 06zelliklerine karsin molekiiler
Ozellikleri sebebiyle dolasim sistemi, solunum sistemi, Sinir sistemi, sindirim sistemi ve
deri tizerindeki olas1 zararl etkileri pek ¢ok kez arastirilmistir. Karbon nanotiiplerin
islem gormemis formda cok hafif olduklarindan atmosferde asili halde kalarak
akcigerlere kolayca ulasma olasiligi tasidigi bilinmektedir (61). Karbon nanotiiplerin
insan viicudu i¢in en potansiyel giris yolu ve hedef orgami akcigerlerdir. Soluk alisla
akcigerlere giren karbon nanotiipler paryetal plevraya kadar ulasabilirler. Diger
liyelerine nazaran kisa veya sarmal yapida olanlar makrofajlar vasitasiyla yok edilirler.
Buna karsin boyut olarak biiyiikk olan karbon nanotiipler asbest benzeri bir etki
gostererek birikime neden olurlar. Makrofajlar, bu lifsi sekilleri sebebiyle nanotiipleri
fagosite edemezler. Hiicresel ortama mezotel hiicreleri tarafindan genotoksik, pro-
inflamatuvar, mitojenik mediatdrler salinir. Olusacak etkinin biiyiikliiglinde maruz
kalinan karbon nanotiiplerin yiizey alan1 ve boyutlar1 ¢cok énemlidir. Boyutlar1 100 nm'
den kii¢iik karbon nanotiiplerin solunan havada ve viicut sivilarinda ¢ok daha fazla

biriktikleri ~ bilinmektedir. Bu kii¢ilk karbon nanotiiplerin epitel dokusunda,
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lenfatiklerde, dolasim sisteminde, merkezi sinir sisteminde ve ikincil hedef organlarda
daha fazla biriktigi de tespit edilmistir. Bununla beraber biiyiik karbon nanotiiplerin ise
karaciger tarafindan alikonarak hedef organlara ulasamadan bertaraf edildigi
bildirilmektedir (62). Karbon nanotiiplerin neden oldugu akciger hasarmin ana
mekanizmalarindan biri, farkli transkripsiyon faktorlerinin aktive olmasiyla pro-
inflamatuvar protein sentezinin uyarilmasi ve olusan oksidatif stresin sebep oldugu
hasardir. Karbon nanotiiplerin yiizey alani ile sebep oldugu inflamasyonun dogru

orantili oldugu bilinmektedir (63).

Karbon nanotiiplerin akcigerlerde graniilasyon ve inflamasyon olusturucu etkileri
cogunlukla hayvan deneyleriyle gosterilmistir. CDKNT’ler ile rodentler {iizerinde
yapilan arastirmalar sonucunda olasi karsinojen madde olarak siniflandirilmislardir (64).
Bunun disinda CDKNT’lerin A549 hiicreleri lizerinde toksik etki gosterdigi ve DNA
hasarina neden oldugu bildirilmektedir (65).

Karbon NP’lerin solunum sistemi haricindeki diger organlara ve sistemlere verebilecegi
zararlar da arastirilmistir. Nanofarmakolojide kullanilan karbon NP’lerinlerin platelet
birikimi {izerine etkilerini arastiran bir ¢alismada tek duvarli karbon nanotiipler,
CDKNT’ler, mikst karbon nanotiipler, C60 fullerenesin etkileri ile geleneksel partikiiliin
(SRM1648) olasi etkileri karsilagtirilmistir. Calisma sonuglar1 karbon NP’lerin (C60
fullerens hari¢) geleneksel partikiillerden daha fazla miktarda platelet birikimini
tetikledigini gostermistir (66).

2.5. Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH)

Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) biiyiik oranda geri doniisiimsiiz ve ilerleyici
hava akimi kisitlamasi (obstriiksiyon) ile karakterize kronik bronsit ve amfizem igeren
bir klinik tabloyu ifade eder (68). Tiim diinyada yaklasik 200 milyon insan1 etkileyen
KOAH’m, Diinya Saglik Orgiiti (DSO)’niin verilerine goére 2020 yilinda 6liim
nedenleri arasinda 3. siraya ylikselmesi beklenmektedir. KOAH o6nlenebilir ve tedavi
edilmesi miimkiin olan bir hastalik olup tekrar eden ataklar ve akut alevlenme ile
karakterizedir (67). Korunma ve tedavide bireyin risk faktorlerinden uzaklastirilmasi,
erken tam1 ve tedavi, bireylerde komplikasyonlarin onlenmesi gibi basamaklar

bulunmaktadir (67). KOAH’ 1 bireylerde adele erimesi, kardiovaskiiler hastaliklar,
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major defresif bozukluklar, osteosit kaybi, kronik infeksiyonlar gibi sistemik

bozukluklar da sik¢a goriiliir (69).
2.5.1. KOAH Epidemiyolojisi
2.5.1.1. Mortalitesi

Tiim Diinyada KOAH sebebiyle 2008 yilinda 3.278.000 hayat kayb1 olmustur ki bu say1
tim Oliimlerin %5,8” ini ifade ederken, kronik solunum sistemi hastaliklarindan
Oliimlerin ise %78’i anlamina gelmektedir (71). Tiirkiye’de yapilan mortalite ¢alisma
sayist c¢ok fazla degildir. Yapilan bir c¢alismada toplam 427 KOAH hastasi
degerlendirilmistir. Ortalama dort yillik siire¢ sonrasinda mortalite oran1 %17,3 olarak
bulunmustur. KOAH’I1 hastalarin liim sebepleri arasinda pulmoner kaynakli 6liimler

ilk siray1 alirken, ikinci siray1 kardiovaskiiler kaynakli hastaliklar almaktadir (73).

2.5.1.2. Prevalans ve Morbidite

KOAH prevalansi, bireyin yagam alanina, irkina, hayat tarzina, sosyoekonomik ve
kiiltiirel yapiya, yasa ve cinsiyete gére degisimler gosterebilmektedir (75). Ulkemizde
yapilan calismalarda farkli rakamlar bildirilmistir. Bir calismada 40 yas ve iizerindeki
KOAH prevalanst %13,6 olarak aktarilmistir (76). Bir bagka ¢alismada 30 yas ve
istinde KOAH prevalansi, GOLD (The Global Initiative for Obstructive Lung Disease)
olgiitlerine gore % 0,98, ATS olgiitlerine gore %2,8 olarak bulunmustur. Cinsiyete bagli
olarak bakildiginda ise GOLD’a gore erkeklerde %1,7, kadinlarda ise % 0,3 orani
cikmistir (76). “European Community Respiratory Health Study (ECRHS)” anketi ile
gergeklestirilen bir ¢alismada kronik bronsit oran1 % 13,5 olarak bulunmustur. Erkekler

icin bu oran % 17,8 iken kadinlarda % 10 olarak bildirilmistir (77).

Italya’da yapilan bir calismada yaklasik 2,6 milyon KOAH’l1 birey oldugu (niifusun
yaklasik % 5°1) ve her sene KOAH sebebiyle 18 bin 6liimiin gergeklestigi rapor
edilmistir (79). 12 merkezli, 9425 hastali bir ¢alismada ise KOAH prevalans1 % 10,1
iken erkeklerde bu oran % 11,8, kadinlarda ise % 8,5 bulunmustur (80).

KOAH tanisi almis 40 yas {izeri hastalarda, semptomlar hafif seyirli olsa dahi yasam
kalitesi diismektedir (81). 2011 yilinda ERS tarafindan yayimlanan Beyaz Kitap’a gore
KOAH tedavisi ve bakimmin yillik maliyeti yaklagik 38,7 milyar dolar olarak tahmin
edilmistir. Bu maliyetin % 73’ u is gormemezlik dogan maliyettir (82). Sadece Fransa
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icin KOAH maliyeti birey basina 4.366 dolar olarak hesaplanmistir. Bu biitgenin %41’ i
dogrudan tibbi bakima giderken yaklasik %34’ luk oran KOAH iliskili diger hastaliklara
harcanmaktadir (83). Tirkiye Saglik Bakanligi verilerine gore 1965 ila 1997 yillan
arasinda KOAH tanisiyla hastaneye yapilan yatis sayisinin 100 bin niifusta 202,9
oraninda oldugu bildirilmistir (84). KOAH, Saglik Bakanligi Ulusal Hastalik Yikii
Calismasinda, hastalik yiikii (DALY) nedenleri iginde 8. sirada yer almaktadir (84).

KOAH’l1 1003 bireyde yapilan c¢alismada hastalarin %55’inde hipertansiyon, %52’
sinde hiperlipidemi, %37’ sinde depresyon, %31’ inde ise katarakt rapor edilmistir (85).

2.5.2. Risk Faktorleri
2.5.2.1. Aktif ve Pasif Sigara Kullanimi

Aktif sigara kullanim1 KOAH igin en 6nemli risk faktortidiir. Aktif sigara kullanimi igin
atfedilen risk iilkeye gore % 40 ila % 70 arasinda degismektedir (84). Sigara igen
bireylerde, i¢gmeyen bireylere gore solunum semptomlart ve akciger fonksiyon
bozukluklar1 daha fazladir, FEV1’deki yillik azalma hizi daha biyiiktir, KOAH
mortalite hizi daha fazladir (85). Hamilelik siirecinde sigara i¢imi fetal akciger
gelisimini degistirme ve ¢ocuklarin astima yatkinligini artirabilecegi bildirilmistir (86).

Pasif iciciligin fetiisii olumsuz etkiledigi diisiiniilebilir.
2.5.2.2. Mesleki Maruziyet

Sigara icen bireylerde gelisen KOAH’in  %15-19°u mesleki maruziyet ile
iligskilendirilebilir (87). Hi¢ sigara kullanmamis bireylerde bu oran %30’ lara kadar
cikabilmektedir (88). Genellikle toz ya da dumana bagli maruziyetin bulundugu pek ¢ok
meslek dalinin (kadmiyum, asbest, silika, toz, duman, eritici komiir tozu, hayvan yemi
maruziyeti miimkiin olan meslekler) KOAH gelisimi ile baglantili oldugu rapor

edilmistir (89).
2.5.2.3. I¢ Ortam Hava Kirliligi

Isinma ihtiyaci ya da pisirme amaciyla odun, komiir, tezek gibi yakitlarin kullanilmasi
ve kullanilan meskenin iyi havalandirilmamasi ortamda ¢ok yiiksek oranda kirletici
birikimine neden olur (90, 91, 92). Gelismemis ve gelismekte olan iilkelerde sigara
icmeyen kadinlarda goriilen yiiksek KOAH prevalansinin sebebinin yemek pisirmek

icin kadinlar tarafindan kullanilan biyomass yakitlar oldugu bilinmektedir. Bu yakitlarin
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kullanimin yilda yaklagik 2 milyon kadinin ve ¢ocugun 6liimiine neden oldugu tahmin
edilmektedir (93).

2.5.2.4. Genetik

Ebeveynlerin her ikisinin de solunum fonksiyonlar1 ¢ocugun solunum fonksiyonu
tizerinde etkilidir. Her iki ebeveyni diisiik solunum fonksiyonuna sahip ¢ocuklarin % 37
oraninda nispeten daha diisiik solunum fonksiyonuna sahip oldugu bulunmustur (94).
En c¢ok bahsedilen genetik risk unsuru alfa-1 antitripsinin (AAT) agir kalitsal
eksikligidir. Ancak AAT eksikligi ¢ok sik rastlanan bir durum degildir. Biitiin KOAH’I1
hastalarin yaklagik %3’ {linde AAT eksikligine bagimli KOAH gelisiminden s6z
edilebilir (95). Epidemiyolojik ¢alismalarda KOAH’1n bir poligenik hastalik oldugunu
gostermektedir. SERPINA 1 geninin AAT eksikliginde dolayisiyla KOAH olusumda
roli  Onemlidir (96). Akcigerlerde antioksidan mekanizmalarindan glutation
metabolizmasi, katalaz, tioredoksin sisteminde tanimlanan SOD3, GCL, GSTPI
genlerinin KOAH ile iligkili oldugu gosterilmistir (97). Hayvan ve insan deneyleri,
MMP-1 (interstisiyal kollejenaz), MMP-9 (jelatinaz B), MMP-12 (insan makrofaj
elastaz)’in amfizem gelisimi ve hava yolu inflamasyonunda 6nemli rol oynadigina

iliskin bulgular mevcuttur (98).
2.5.3. Dogal Seyir ve Prognoz

KOAH’11 bireylerde FEV1 degeri bireyden bireye degismekle beraber, cogunlukla yilda
50 ml’den fazla diiser. Saglikl1 bireylerde ise bu diisiis 18-30 ml arasindadir. Yapilan bir
calisma, sigara igenlerin yalmizca %10 ila 20’sinin sigaraya duyarli oldugunu
gostermistir. Glinliik icilen sigara sayisi arttikca mortalite de yiikselmektedir. Sigaranin

birakilma durumunda, FEV1 diisiis hiz1 saglikli bireylere yaklasmaktadir (99).
2.5.4. Patolojisi

KOAH’da epitel dokusundaki goblet hiicre sayisinda artis ve hava yollarindaki
submukozal bezlerde kalinlasma mevcuttur. Bununla beraber epitel hiicrelerinde
cogalma, yerel skuamdz metaplazi, silyali hiicrelerin sayisinda azalma ve silyali
hiicrelerde kisalma gozlenir. I¢ cap1 2 mm’den kiiciik brons ve bronsiollerden meydana
gelen periferik hava yollarinda, mukoz tikaglar, goblet hiicre metaplazisi, hava yolu
duvarinda inflamasyon, peribronsiyal fibrozis ve diiz kas biliylimesi mevcuttur. Bu

degisimler, hava yolu duvarinda kalinlasmaya sebebiyet vererek liimende daralmaya
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neden olmaktadir. Sonunda tiim bu siire¢, hava yolu obstriiksiyonu dogurmaktadir.
KOAH’da inflamasyondan T lenfositler (6zellikle CD8+), nétrofiller ve makrofajlar
sorumludur. KOAH alevlenmelerinde inflamasyona eozinofiller de katilmaktadir.
Amfizem, akciger parankiminde meydana gelen en 6nemli degisimdir. Enzimatik hasar
sonucunda amfizem gelisir. Amfizem neticesinde elastik geri ¢ekilim kapasitesinin
diismesi veya kayb1 hava yolu obstriiksiyonuna neden olur. intrapulmoner hava yollar1
soluk vermede erken evrede kapanir. KOAH’da amfizemin, bronsiyol-alveol
baglantilarinin kaybina neden olarak kronik havayolu obstriiksiyonuna sebebiyet veren
en Onemli mekanizmayr meydana getirdigi bilinmektedir. KOAH’ta akciger
damarlarindaki degisimler hastaligin dogal seyrinin erken donemlerinde baglayan damar

duvar kalinlagmasi ile karakterizedir (100).
2.5.5. Patogenezi

KOAH, hava yollarindaki, kronik inflamasyonu ile tanimlanmistir. Noétrofiller, CD8+
gibi T lenfositler ve makrofajlar akcigerlerin ilgili bolimlerinde sayica artis
gostermistir. Sayica artan ve aktive olan bu inflamatuar hiicreler, IL-8, Lokotrien B4
(LTB4), Timor nekroz faktor alfa (TNF- alfa) gibi bir dizi mediyator salgilayarak
akcigerlerde doku hasarina yol acabilitler (74). inflamasyonla birlikte akcigerlerdeki
proteinaz-antiproteinaz dengesizliginin ve oksidatif stresin de KOAH patogenezinde
anlamli bir yeri oldugu diisiiniilmektedir. Akcigerlerdeki inflamasyonun temel nedeni
solunan zararli gazlar ve partikiillerdir. Diger unsurlar gibi sigara dumani da
inflamasyona sebep olarak akcigerlerde direkt olarak harabiyet olusturabilir. Herhangi
bir sekilde solunum yoluna giren yabanci maddeler ve sigara dumani duyusal sinirleri
uyararak mukus salinimint arttirir. Bununla beraber akciger parankiminde inflamasyona
sebep olurlar. Bu inflamasyonun, anti proteaz, antioksidan tamir mekanizmalar1 gibi
mekanizmalarla ortadan kaldirilamamasi sonucunda akcigerlerde doku hasart meydana
gelebilir. Sonug olarak tiim bu siire¢ esnasinda ve sonrasinda, mukus asir1 salgilanmasi,

fibrozis, hava yolu daralmasi, amfizem ve damarlarda yapisal degisimler olugsmaktadir
(67).
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2.5.6. KOAH Tedavisi
2.5.6.1. Hasta Egitimi

KOAH’ta hastaligin 6niine gecilmesi amaglanmakla birlikte, tan1 almis hastalarin
egitimi de cok dnemli bir yontemdir. {la¢ kullanim ve hastalik konusunda egitim verilen
hastalarin verilmeyen hastalara gére daha olumlu tedavi yanit1 verdigi gosterilmistir

(101).
2.5.6.2. Risk Faktorlerinin Azaltilmasi

Sigara igmeyi silirdiiren KOAH’l1 hastalarda sigarayr biraktirmak c¢ok onemli bir
girisimdir. Sigaranin birakilmasi solunum kapasitesindeki kayiplarin telafi edilmesini
saglarken, hastaligin seyrini de olumlu etkiler (102). Mesleki maruz kalmanin oniine
gecilmesi de anlamli bir 6nlemdir. Calisan bireylerin biiyiik bir kism1 uygunsuz ¢aligsma
sartlar1 ve ¢alisma ortamindan dolayr biiyiik risk altindadir (103). Isyerlerinde direkt
olarak ortamda solunabilir toz, partikiil, duman ve gaz formunda organik ya da
inorganik maddelere uzun siireli maruz kalma, KOAH olusumu ve gelisiminde onemli
rol oynamaktadir (104). Bireyleri bu maruziyetlerde uzaklastirmak ya da maruziyetin

olugsmasini engellemek solunum fonksiyon kayiplarini 6nleyebilir (105).
2.5.6.3. Stabil KOAH Tedavisi

Semptomatik KOAH’l1 hastalarda tedavinin ¢ogunlugunu olusturan bronkodilatérler;
hastanin saglik durumuna gore diizenli ya da gerektiginde kullanilabilir. Bronkodilator
tedavisi sonrast FEV1'de kiiciik ¢apta iyilesmeye yol agmasina karsin, ¢ogunlukla
akciger kapasitelerinde daha biiyiik iyilesmeler gézlenebilir. Bu iyilesme hali hissedilen

nefes darligr sikayetinde azalmayi saglar (106).
2.5.6.4. Alevlenme Tedavisi

Alevlenmelerde hastanin uygulamakta oldugu bronkodilatorlerin dozu ve siklig
arttirilabilir (107). Stabil KOAH tedavisinde kisa etkili beta 2 agonistlerin (SABA) ve
kisa etkili anti-kolinerjik (SAMA)’larin birlikte kullanilmasi halinde, FEV1°de ilaglarin
tek basina gosterdigi etkiden daha fazla etki gosterdigi belirlenmistir. Alevlenmelerde

kombine kullanimin daha verimli olduguna dair yeterli veri mevcut degildir (108).

20



2.5.6.5. Farmakolojik Tedavi

KOAH’1In progresyonunu azaltacak veyahut seyrini degistirebilecek herhangi bir
farmakolojik tedavi heniiz bulunamamistir. Tedaviler gogunlukla semptomlart azaltmak,
bireyin egzersiz kapasitesini arttirarak saglik durumunu iyilestirmeyi hedefler.
Giinimiizde KOAH’mm farmakolojik tedavisinde siklikla bagvurulan tedavi
bronkodilatorlerdir. Kisa ve uzun etkili B2 agonistler, kisa ve uzun etkili
antikolinerjikler, metil ksantinler, kombine inhaler uzun etkili B2 agonist +
glikokortikoidler, fosfodiesteraz inhibitorleri, kortikosteroidler, asilar, sentetik
verilmesi, antibiyotikler, mukolitik ilaglar KOAH’in farmakolojik tedavisinin temel
bilesenleridir (109).

2.5.6.5.A. Roflumilast

Roflumilast, 2010 yili GOLD giincellemesinde alternatif bir tedavi olarak rehbere
girmistir. Agirlasmis KOAH vakalarinda uzun etkili bronkodilatorlerle beraber
kullanilmasinin kronik bronsit ve ataklari azalttigi belirtmistir (110). Roflumilast 6zel
bir PDE-4 inhibitorii olup sitokrom P450 enzimleri araciligiyla aktif metaboliti olan
roflumilast N-oksit’ e dontigiir (111).

PDE’ ler, hiicre i¢i sekonder habercil molekiiller olan siklik adenozin monofosfat
(cAMP) ve siklik guanozin monofosfati (¢cGMP) hidrolize ederek pargalanmalarina
sebep olan enzimlerdir. Yiiksek konsatrasyonlar1 Protein Kinaz A (PKA) ve Protein
Kinaz B (PKB)’ yi aktive ederek diiz kas gevsemelerine neden olmaktadir. Birgok
immiin ve inflamatuar hiicrenin aktive olmasinin Oniine gecebilmektedir. PKA
aktivasyonunu tetikleyerek lenfosit, eozinofil, mast hiicre, monosit, lenfosit gibi immdiin
ve inflamatuar hiicrenin aktivasyonunu baskilamaktadir. Bu siire¢ sonunda hava yolu
diiz kas dokusunun gevsemesine sebep olarak kas hiicrelerinin mitogenesini
durdurmaktadir (112). Selektif PDE-4 inhibitorlerinin inflamasyon disinda, KOAH’da
progresif fonksiyon kayiplarina katkisi olan fibrotik skar ve hava yolu duvari yeniden
yapilanma siirecine de etkileri bilinmektedir. In vitro arastirmalarda, PDE-4
inhibisyonunun, fibroblast kemotaksisini ve fibroblast baglantili ekstraselliiler matriks
kasilmasim azalttign gosterilmistir (113). Orta ve agir KOAH’li hastalarda
gerceklestirilen arastirmalarda, roflumilast’in inflamatuvar hiicreleri % 30- 50 oraninda
azaltirken; CDS8, T lenfosit ve CD68 makrofajlarin1 ise %40- 50 oranda azalttid
saptanmigtir (114, 115).
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2.5.6.5.B. Formoterol

Formoterol son derece kuvvetli ve selektif uzun etkili bir p2-agonisttir. Adenilat
siklazin aktivasyonunu saglayarak cAMP diizeylerini artirir. Bu artis diiz kaslarda
gevsemeye neden olur. Arastirmalar formoterolun alinmasini takip eden 3 dakika
igerisinde bronkodilator etkisini gosterdigini belirlemistir. Yaklasik 10 dakika i¢inde
maksimum etkiye ulagmasi beklenmektedir. Bu etki solunum fonksiyon testlerinde
yiikselise katkida bulunmaktadir (116). Formoterol, post-kapiller veniillerdeki endotel
hiicrelerindeki B2-reseptorler vasitasiyla hava yollarina plazma gegisini bloke edici bir
role sahiptir. Saglikli bireylerde histamin ile hava yollarinda &dem olusumu
tetiklendikten sonra alinan balgam numuneleride o2- makroglobulin seviyesinin
formoterol ile azalabildigi belirlenmistir (117). Bu sonu¢ formoteroliin kapiller
gecirgenligi baskiladigini  dogrular niteliktedir. Aynmi zamanda formoterol mast
hiicrelerinden mediator salinimini da baskilar. Bu etkinin mast hiicre yiizeyinde bulunan
2- reseptorlerin ¢alismasiin B2 agonistler ile inhibe edilmesi ile karakterizedir (117,
118). Notrofil ylizeyinde de [2- reseptorler mevcuttur. Formoterol etkisiyle beta-
agonistler reaktif oksijen radikallerinin salinimini onler. Yapilan arastirmalarda [2-
agonistlerin akcigerlerde notrofil birikimini 6nleyici bir etkilerinin de oldugu tespit
edilmistir (119, 120). Hafif astimli bireylerde formoterol ile indiiklenmis balgamda
notrofil ve 1L-8 seviyesinde diisiis oldugu saptanmugtir (119).

2.5.6.6. Farmakolojik Olmayan Tedavi

Pulmoner Rehabilitasyon, uzun siireli oksijen tedavisi, evde uzun siireli mekanik
ventilasyon, cerrahi tedavi KOAH tedavisinde bagvurulan nonfarmakolojik tedavi

yontemleridir (70).
2.6. Brons Epitel Hiicreleri ve Gorevleri

Havayolu epiteli, yavas fakat siirekli fizyolojik rejenerasyon gosteren hareketli bir doku
grubudur. Solunum mukozasi, trakeadan alveollere ¢ok katmanli psddostratifiye
epitelden meydana gelirken alveol bdlgesinde tek katli kiiboid epitele doniisiir
(122,123). Havayolu epiteli ¢esitli farkliliklar gosteren, fonksiyonel olarak gorevleri
ayrilan hiicrelerden olusmustur. Bu hiicreler silyali, salgt ve bazal hiicreler olarak ii¢
temel grupta incelenir (124). Silyali epitel hiicreler, tiim epitel hiicre ailesinin yaklasik

%50’sini  kapsarlar. Silyali epitel hiicrelerinin sayilar1 alveollere dogru gittikge
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azalmaktadir. Ritmik siliyer aktiviteyle mukosiliyer klirenste rol oynarlar. Diger epitel
hiicrelerin farklilasmasiyla olusan Silyal1 epitel hiicrelerinin en komplike hiicre grubu
oldugu kabul edilir (124,125). Salgi hiicrelerden olan goblet hiicreleri, trakeadan
bronsiyollere kadar uzanirlar. Salgiladiklar1 mukusla solunum yollarina giren yabanci
madde ve patojenleri tutarlar. Bu hiicreler silyali epitel hiicrelere doniigebilirler ve
gerektiginde kendilerini yenileyebilirler. KOAH, astim ve kronik bronsit gibi
inflamatuvar hastaliklarda miktarlarn artarak mukus hiicre hiperplazisi ve metaplazisi

olustururlar (126).
2.6.1. Silyah Hiicreler

Silyum, Latince’de “kirpik” anlamina gelen bir kelimedir ve ¢ogul hali silyadir. Silya
yaklagik 360 proteinden olusmus, ileri derecede Ozellesmis kompleks organellerdir
(127). Bazal ya da salgi hiicrelerinden kdkenlenen bu hiicrelerin apikal yiizeyinde yer
alan tily yapilari, zararli partikiilleri akcigerlerden uzaklastiran mukosiliyer klirenste
basrol oynarlar (126). Niikleus bazalda yer alir. Apikal membranda hareketli (motil)
silyalar bulunur. Apikal sitoplazma mitokondri agisindan zengindir. Golgi kompleksi,
graniillii endoplazmik retikulum ve az sayida ribozom yer alir. Mukusu nazofarenkse
dogru siipiirir. Bu siiplirme islemi sonucunda zararli partikiilleri akcigerlerden

uzaklagtirmis olurlar (127).
2.6.2. Salg Hiicreleri

Hava yolu epitelinde mukus sekresyonundan sorumlu ii¢ farkli hiicre grubu vardir. Bu
hiicre gruplari Goblet, Klara ve Serdz hiicreleridir. Yapisi glikoprotein olan musinin
dehidrasyonu ile mukus olusur. Mukus salgist solunum sisteminde énemli bir koruyucu
mekanizmadir. Zararli partikiillerin solunum sisteminden mukosiliyer klirens ile

uzaklastirilmasini saglar (34).

2.6.2.1. Goblet Hiicreleri

Goblet hiicreleri, salgiladiklar1 salgi maddeleri ile hava yollarmma giren zararli ve
yabanci partikiilleri yakalarlar. Mukus sialik asit igerikli glikoprotein kokenli
oldugundan visko-elastik bir yapiya sahiptir. Bu elastik yapi silyalarin hareketini
kolaylastirir (128). Mukus salgilayan goblet hiicreleri solunum yollarin1 kaplayan
epitelyum i¢inde yogun olarak bulunan, yenilenebilir hiicrelerdir (129). Goblet

hiicrelerinin gérevi solunum yollarindaki su dengesini saglamak, kayganlasma saglamak
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ve hava yollarina sizan partikiil ve patojenleri bertaraf etmede katki sunmak olarak
siralanabilir. Akciger goblet hiicreleri hava yollarimin st katmanlarinda mukus
sekresyonundan gorevli hiicrelerdir (130). Goblet hiicreleri insan hava yolu epitelinde
bazal hiicrelere doniisebilirler (131). Bu hiicreler hava yolu epitelinin %30’unu
olusturur ve glikoprotein yapiya sahip musin salgilarlar. Niikleuslar1 alt tarafta

yerlesiktir. Apikal sitoplazma miisin i¢eren salgi graniilleri ile kaphidir (132).

2.6.2.2. Klara Hiicreleri

Klara hiicreleri, kiiciik hava yollarinda bulunan, sil barindirmayan, sekretuar
hiicrelerdir. Kubbe seklindeki morfolojileri vardir. Klara hiicreleri, akcigeri koruyucu
pek c¢ok fonksiyona sahiptir. Birincil olarak akciger homeostazinin dengede
tutulmasinda gorev alan Klara hiicreleri, immiin sistemin regiilasyonununda ve
ksenobiyotik metabolizmasinda da goérev alirlar (132). Bronsial epitelde yerlesik
bulunan Klara hiicrelerinin 6nemli fizyolojik rolleri mevcuttur. Bunlar ksenobiyotik
bilesiklerin sitokrom-p450 mono oksijenaz yoluyla metabolize edilmesi, bronsial
sekresyon triinlerinin sentezi, sivi ve iyon dengesinin saglanmasidir. Ayrica bu hiicreler
gerektiginde diger hiicre tiplerine de doniiserek epitel hiicre kaybini1 da dengelerler
(133). Ayn1 zamanda inflamasyon alanini kontrol ederek ¢evresel ajanlarin mukosiliyer
klirensine katilirlar. Ayrica silyali hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilagsmasini saglarlar.
Histokimyasal enzim ¢alismalari, Klara hiicrelerinin yiiksek metabolik aktiviteye sahip

olduklarim gostermektedir (135).

2.6.2.3. Seroz Hiicreler

Ser6z hiicreler morfolojik ac¢indan goblet hiicrelerine benzemektedirler. Graniil
iceriklert agisindan degisiklik gosterirler (135). Serdz hiicreler elektronca yogun
sitoplazmali, sayica yiiksek graniillii endoplazmik retikuluma sahiplerdir (135). Seroz
hiicreler insanlarda kii¢iik bronslarda ve bronsiollerde bulunurlar. Serdz hiicrelerin pek

¢ogu notral mukus ve lipit olan mukus benzeri salgi maddeleri igerirler (136).
2.6.3. Bazal Hiicreler

Bazal hiicreler, bazal membranda tek sira halinde bulunan konik ya da kiire seklindeki
hiicrelerdir. Niikleuslar1 koyudur. Mitozla destek hiicrelerine doniisebilirler. Burunda,

koku alma hiicrelerinin bulundugu boélgenin kapiller kan ve lenf damarlar1 agisindan
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zengin gevsek bag dokusu yapisindadir (137). Bazal hiicreler solunum yollarinda kok
hiicre olarak davranis gosterek silyali hiicrelere ya da klara hiicrelerine doniisebilirler.
Bazal hiicreler, hava yollar1 epitel dokusunun bazal membrana tutunmasindan da
sorumludur (137). Bazal hiicreler bazal lamina ve Silindirik epitel hiicreleri arasinda

temel bir cat1 islevi gorerek desmozom ve hemidesmozom baglantilarini kullanirlar
(138).

25



3.GEREC ve YONTEM

Bu tez caligmas: Kasim 2014 - Aralik 2015 tarihleri arasinda Gaziantep Universitesi,
Tip Fakiiltesi, Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi’nde Gogiis Hastaliklar
Anabilim Dali’na biinyesindeki Hiicre Kiiltiir Laboratuvari’nda yiiriitiildii. Bu tez
calismasi i¢in Gaziantep Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan 19.02.2013

tarih ve 19.02.2013/78 numarasi ile izin alinmistir.
3.1. Calisma Hastalar

Calismada, Gaziantep Universitesi Sahinbey Uygulama ve Arastirma Hastanesi Gogiis
Cerrahisi Klinigine basvuran ve tiimor gibi cesitli sebeplerle lobektomi veya
pnomonektomi uygulanan hastalarin dokular1 kullanildi. Obstriiktif akciger hastaligi
icin obstriiktif akciger hastaliklar1 i¢in kiiresel girisim (“’Global Initiative for
Obstructive Lung Disease’’, GOLD) kilavuzu baz alinarak hastalarin KOAH evreleri
belirlendi. GOLD kilavuzuna gore orta-agir KOAH’l1 ve sigara icen 4 hasta KOAH’I1
hasta grubu olarak calisma gruplarina dahil edilirken, yine benzer sebeplerle operasyon
uygulanan, herhangi bir obstriiktif akciger hastaligi tanis1 almamis ve sigara igen 9 hasta
“’Sigara Igen”” hasta grubuna dahil edildi. Daha &nce sigara igmemis ve herhangi bir

obstriiktif hastaligi bulunmayan 4 hasta ise ’Sigara igmeyen’” grup olarak ¢alismaya

alind1 (Tablo 1).

Tablo 1. Caligma hastalarinin demografik dzellikleri

Hastalar Say1 Ortalama Yas Cinsiyet
KOAH’ I 4 65.33 £ 8.98 4 Erkek

Sigara Icen 9 5426 +1.73 9 Erkek

Sigara I¢meyen 4 29.00 + 9.96 3 Kadim- 1 Erkek
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3.2. Primer Brons Epitel Hiicre Kiiltiiriinde Kullamlan Besiyerleri

Hiicre kiltiiri asamasinda kullanilan besi yerleri, igerigindeki kimyasallar aksi

belirtilmedigi takdirde Sigma, firmasindan (Interlab, Tiirkiye) temin edilmistir.
3.2.1. Tasima Besiyeri (TM)

50 ml Medium 199 {izerine 40ul Gentamisin (80mg/ml) eklenerek hazirlandi.
3.2.2. Fotal Buzagi Serumu (Fetal Calf Serum, FCS) Besiyeri

374 ml Medium 199, 4 ml bovine pankreatik insiilin, 4 ml antibiyotik-antimikotik
sollisyonu, 10 ml fotal buzag1 serumu (fetal calf serum’, FCS), 4 ml insan transferrin, 4
ml hidrokortizon, 120 pl epidermal biiyiime faktorii (Beckton Dickinson, Tiirkiye) ile
toplamda 400 ml son hacim olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan besiyeri 0,25 pm por
capl filtreden vakum sistemi yardimiyla (Thermo, Interlab, Tiirkiye) filtre edilerek

steril edildi.
3.2.3. Nu Serum 4 Besiyeri

Nu Serum 4 besiyerinin bilesenleri ve miktarlar1 FCS’ 1i besiyerinin igerigi ile FCS
disinda aynidir. FCS yerine aynt miktarda (5 ml) Nu Serum 4 (Becton Dickinson,

Tiirkiye) ilave edilmistir.

3.2.4. Serumsuz (‘Serum Free’, SF) Besiyeri

396 ml Medium 199 ve 4 ml antibiyotik-antimikotik soliisyon ile hazirlandi.
3.3. Doku Eksplantlarimin Kiiltiir I¢in Hazirlanmasi

BEH Kkiiltiirleri gogiis cerrahlar tarafindan lobektomi veya pndmonektomi uygulanan
hastalarin akciger eksplantlar1 ameliyathaneden alinarak Patoloji Laboratuvari’na
gotiiriildii. Burada bir patolog yardimiyla, klinik islemler igin kullanilmayan, tiimorden
bagimsiz uygun doku ornekleri alinarak TM igerisinde Hiicre Kiiltiir Laboratuvarina
getirildi. Laboratuvara getirilen 6rnek TM i¢inde yikanarak dokunun {izerindeki brong
dokusu disindaki kisimlar uzaklagtirildi. Elde kalan materyal diseksiyon mikroskobu
altinda incelenerek, epitelyum alttaki dokulardan ayrilarak 1-2 mm?lik parcalara
ayrildi. Elde edilen doku parcaciklar1 2-3 defa TM ile yikanarak inkiibasyon i¢in hazir
hale getirildi.
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Resim 2. Brons epitelyumu elde edilmesi: Lobektomi yapilmis hastanin akciger dokusundan brong
dokusunun alinmast; (A). Brons dokusundan epitel tabakasinin ayirma mikroskobu esliginde ayrilmast;
(B). Ayrilan epitelyum dokusunun kii¢iik pargalara ayrilmasi; (C). Epitelyum dokusunun hiicre kiiltiir
ortamina ekimi; (D) (3)

3.4. Brons Epitel Hiicre Kiiltiirii

Parcalara ayrilan epitel dokusu icinde 200 pl FCS olan primer hiicre kiiltiirii icin 6zel
olarak kullamlan 0.45 pm ¢apindaki mikropor membranlardan olusan 9mm’lik Falcon®
hiicre kiiltiir “insert”leri (Becton Dickinson, Tiirkiye) iizerine 2-3 adet 1-2 mm
capindaki eksplant konmak suretiyle yerlestirildi. Insertlerin yerlestirildigi kiiltiir
kaplararina (‘plate’) her bir kuyucukta 400 pl FCS olacak sekilde besiyeri eklendi.
Plateler 37C° ve %5 CO>’li ortamda 5 giin boyunca inkiibasyona birakildi. 5. giin plate
ve insert i¢indeki FCS’li besiyeri aspire edilerek plate igine 400 pl Nu Serum 4’li
besiyeri eklendi. Insertler hava-sivi arayiizii (’Air Liquid Interface’’) metoduna uygun
sekilde besiyeri olmaksizin inkiibe edilmeye devam edildi. Besiyeri degisim islemi
hiicreler insert yiizeyinde %80-90 oraninda yayilima ulasana kadar haftada 3 kere olarak
devam etti. Hiicreler bu orana yaklasik 28-30 giin sonunda ulasti. Kiiltiirler deney icin
kullanilmadan Once ekilen epitel dokulari pensetle dikkatli bigimde uzaklastirildi.
Hiicrelerin dokunun yerini dolduruncaya ve yiizeyini tamamen kaplayincaya kadar

yaklasik 24 saat beklendi. Deneyden bir giin dnce her bir inserte 200 ul SF ve her bir
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kuyucuga 400 ul SF olacak sekilde besiyeri eklendi. SF ile 12 saatlik inkiibasyondan
sonra kiilttrler roflumilast (0; 0.01; 0.1; 1 ul) ve formoterol (0; 0.1; 0.01; 100 pnl)
yoklugunda ve varliginda CDKNT (0, 10, 50, 100 pl), ile inkiibasyona tabi tutuldular.
Kiiltiirlerin Trans Epitelyal Elektriksel Direnci (TEED) 0., 2., 4., 6. ve 24. saatlerde
olgtildi. Daha sonra insert ve kuyucuklardan toplanan kiiltiir supernatant: LDH analizi
i¢in - 20°C’de saklandi.

Resim 3. Brons epitelyumu hiicre kiiltiiriiniin agsamalar1: Kiiciik pargalara ayrilan brons epitelyum
dokusunun hiicre kiiltiir kaplarina ekilmesi (A); Ekimden sonraki ilk haftada doku par¢asindan ¢evreye
dogru iiremeye baglayan brons epitel hiicrelerinin faz-kontrast mikroskobundaki goriintiisii (X100) C; (B)
(X40) ve (D) (X100) 30. giinde hiicrelerin kiiltiir ortamindaki goriiniisii (3)

3.5. Cok Duvarh Karbon Nanotiiplerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan CDKNT’ler Dr. Giinter Oberdorster’den (Director, Ultrafine
Particle Center Rochester, University of Rochester, ABD) ficretsiz olarak temin
edilmistir. Bu CDKNT’ler Mitsui&Co, Ltd tarafindan tiretilerek ticari olarak “’MITSUI-
7>’ ad1 verilen nanomateryaldir. Uzun, ignemsi yapilidir. Igeriginin %99°dan fazlasi

karbondan olugmaktadir. Uzunlugu: 13 um, optik dansitesi 50 nanometrenin iistiindedir.
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http://www.msxlabs.org/forum/soru-cevap/245519-20-c-doymus-seker-cozeltisi-50-c-ye-cikarildiginda-cozelti-neden-bozulmaz.html

Primer BEH’leri i¢in serumsuz ‘medium 199 vasati (serum free medium, SF) i¢inde

10, 50 ve 100 pug/ml dozlarinda hazirlanarak deneylerde kullanildi.
3.6. Transepitelyal Elektriksel Direng¢ Ol¢iimii

Bu caligsma i¢in insertlerde iiretilmis ve insert yiizeyini tamamen kaplamig hiicrelere SF
igerisinde roflumilast (0; 0.01; 0.1; 1 uM) veya formoterol (0; 0.1; 0.01; 100 uM)
yoklugunda ve varliginda CDKNT (0; 10; 50; 100 pg/ml) verildi. Bu islemin akabinde
0., 2., 4., 6. ve 24. saatlerde EVOM™ microvolt-onm meter (World Precision
Instruments, Berlin, Almanya) cihazi kullanilarak TED o6l¢iildii. Ohm () olarak elde

edilen degerler kaydedilerek analiz edildi.
3.7. Laktat Dehidrogenaz Ol¢iimii

LDH analizi ticari olarak satin alinan Kitler kullanarak (Roche Applied Science,
Tiirkiye) iretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda bir spektrofotometre (Biotek,
uQuant model, ABD) cihazi ile KC-Junior (Bio-Tek Instrument Inc. ABD) programi
kullanilarak 450 ve 570 nm dalga boylarinda okunarak gergeklestirildi. I. U cinsinden
elde edilen sonuclar LDH assay kiti i¢in Onerilen formiilasyon ile hesaplanarak
supernatantlarin her biri icin toksisite degeri bulundu. Daha sonra bu degerler yine her
bir numune i¢in Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak
hesaplanan toplam protein miktarina (ug) oranlanarak standardize edildi. Sonuglar
LDH (I.U)/ug hiicresel protein olarak belirtildi.

3.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc. USA) programi
kullanilarak yapildi. i1k olarak elde edilen verilerin normal dagilimli olup olmadig1 ’D’
Agostino & Pearson omnibus normality test’” kullanilarak tespit edildi. Elde edilen
sonuglara gore CDKNT, formoterol ve roflumilast’in etkileri tek yonlii varyans analizi
(ANOVA- Kruskal Wallis Test) ve ¢oklu karsilastirma testi (Dunn’s ya da Dunnett’s
Multiple Comparison Test) uygulanarak test edildi. Her test grubu uygun kontrol grubu

ile karsilastirilarak 0.05’ ten kiigiik p degerleri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Primer Brons Epitel Hiicre Kiiltiirii

Uygun kiiltiir ortamina alinan dokularin 4-5. giiniin sonunda insertlere tutunarak yayilim
gostermeye basladiklar1 gozlendi. Yaklasik olarak 3. Haftanin sonunda yeterli yayilimi
saglayan (%90- 100) hiicreler deneylerde kullanildi. Hedeflenen yayilimi1 yakalamayan
insertler deney dis1 birakildi.
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4.2. Cok Duvarh Karbon Nanotiiplerin Brons Epitel Hiicre Kiiltiirlerinin

Transepitelyal Elektriksel Direncine Etkisi

4.2.1. Cok Duvarh Karbon Nanotiiplerin Sigarasiz Brons Epitel Hiicre

Kiiltiirlerinin Transepitelyal Elektriksel Direncine Etkisi

CDKNT’lerin, sigara igmeyen bireylerin BEH kiiltiirlerinin TEED {izerine etkilerine

bakildiginda bu partikiillerin 10, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda 0., 2., 4., 6. ve

24. saatlerde anlamli bir degisiklige yol agmadig1 gozlendi (Sekil 4).

130

120

110

S

TED (Q)
%

100

90

-

o oo
— |

ttt

0 pg/ml CDKNT
10 png/mI CDKNT
50 ug/ml CDKNT
100 ng/mI CDKNT

Sekil 4. Cok Duvarli Karbon Nanotiiplerin Sigarasiz Brons Epitel Hiicre Kiiltiirlerinin Transepitelyal

Elektriksel Direncine Etkisi

4

Zaman (saat)

24
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4.2.2. Cok Duvarh Karbon Nanotiiplerin KOAH’ I Brons Epitel Hiicre

Kiiltiirlerinin Transepitelyal Elektriksel Direncine Etkisi

CDKNT’lerin, KOAH gelisen bireylerin BEH hiicrelerinin TEED f{izerine etkilerine
bakildiginda da bu partikiillerin 10 , 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda 0., 2., 4., 6.
ve 24. saatlerde anlamli bir degisiklige yol agmadigi gozlendi (Sekil 5).

110 & 0 ug/mI CDKNT
=& 10 ug/ml CDKNT
— 50 ug/ml CDKNT
@ 100 ug/mICDKNT
100 -
q
o e\=
w
[
90
80—
10'|'
0

0 2 4 6 24

Zaman (saat)

Sekil 5. Cok Duvarli Karbon Nanotiiplerin KOAH’ I1 Brons Epitel Hiicre Kiiltiirlerinin Transepitelyal
Elektriksel Direncine Etkisi
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4.2.3. Cok Duvarh Karbon Nanotiiplerin Sigarali Brons Epitel Hiicre

Kiiltiirlerinin Transepitelyal Elektriksel Direncine Etkisi

CDKNT lerin, sigara igen bireylerin BEH hiicrelerinin TEED {izerine etkilerine
bakildiginda bu partikiillerin 10, 50 ve 100 ng/ml konsantrasyonlarinda 0., 2., 4., 6. ve
24. saatlerde anlaml1 bir degisiklige yol agmadig1 gézlendi (Sekil 6).

110
& 0 ug/mICDKNT
=& 10 pg/ml CDKNT
= 50 ug/ml CDKNT
~®= 100 pg/mI CDKNT
100+
a L g ° L
D g
w
-
90
80—
10'|'
0

0 2 4 6 24

Zaman (saat)

Sekil 6. Cok Duvarli Karbon Nanotiiplerin Sigarali Brong Epitel Hiicre Kiiltiirlerinin Transepitelyal
Elektriksel Direncine Etkisi
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4.3. Roflumilastin Cok Duvarh Karbon Nanotiip varhiginda Brons Epitel Hiicre

Kiiltiirlerinin Transepitelyal Elektriksel Direncine Etkisi

4.3.1 Roflumilastin Cok Duvarh Karbon Nanotiip varhiginda Sigarasiz Brons

Epitel Hiicre Kiiltiirlerinin Transepitelyal Elektriksel Direncine Etkisi

Roflumilast varliginda (0.01 pM, 0.1 pM ve 1 uM) 100 pg/ml CDKNT
konsantrasyonunun, sigara igmeyen bireylerin BEH TEED?’i {izerinde 0., 2., 4., 6. ve

24. saatlerde anlamli bir degisiklige yol agmadigr belirlendi (Sekil 7).

120 & DMSO
- 100 ug/mlI CDKNT
—& ROFLUMILAST 0.01 uM
¥ ROFLUMILAST 0.1 uM
1107 —— ROFLUMILAST 1 uM
S 100
o8
w
-
90
80—
10'|'
0

0 2 4 6 24

Zaman (saat)

Sekil 7. Roflumilast’in Cok Duvarli Karbon Nanotiip varliginda Sigarasiz Brons Epitel Hiicre
Kiiltiirlerinin Transepitelyal Elektriksel Direncine Etkisi
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4.3.2. Roflumilastin Cok Duvarh Karbon Nanotiip varhiginda KOAH’h Brons
Epitel Hiicre Kiiltiirlerinin Transepitelyal Elektriksel Direncine EtKisi

Roflumilast (0.01 uM, 0.1 uM ve 1 uM) 100 pg/ml CDKNT varliginda KOAH’I1
bireylerin BEH Kkiiltiirlerinin TEED’1 iizerinde 0., 2., 4., 6. ve 24. saatlerde anlaml bir
degisiklige neden olmadi (Sekil 8).

120 - DMSO
~®- 100 ug/mlI CDKNT
=&~ ROFLUMILAST 0.01 uM
¥ ROFLUMILAST 0.1 uM
1107 == ROFLUMILAST 1 uM
S 100+
o=
w
-
90 i
80—
10'|'
0

0 2 4 6 24

Zaman (saat)

Sekil 8. Roflumilastin Cok Duvarli Karbon Nanotiip varliginda KOAH’l1 Brons Epitel Hiicre
Kiiltiirlerinin Transepitelyal Elektriksel Direncine Etkisi
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4.3.3 Roflumilastin Cok Duvarh Karbon Nanotiip varhginda Sigarah Brons Epitel

Hiicre Kiiltiirlerinin Transepitelyal Elektriksel Direncine EtKkisi

Roflumilast (0.01 uM, 0.1 uM ve 1 uM) 100 ug/ml CDKNT varliginda, Sigara igen
bireylerin bireylerin BEH kiiltiirlerinin TEED’i iizerinde 0., 2., 4., 6. ve 24. saatlerde
anlamli bir farkliliga sebep olmadigi gézlendi (Sekil 9).

120
- DMSO
0~ 100 pg/mlCDKNT
=&~ ROFLUMILAST 0.01 uM
110 ¥ ROFLUMILAST 0.1 uM
—= ROFLUMILAST 1 uM
S 100-
fa) S
w
[
90
80—
10'|'
0

0 2 4 6 24

Zaman (saat)

Sekil 9. Roflumilastin Cok Duvarli Karbon Nanotiip varliginda sigarali Brons Epitel Hiicre Kiiltiirlerinin
Transepitelyal Elektriksel Direncine Etkisi
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4.4. Formoteroliin Cok Duvarhh Karbon Nanotiip varhiginda Brons Epitel Hiicre

Kiiltiirlerinin Transepitelyal Elektriksel Direncine Etkisi

4.4.1. Formoteroliin Cok Duvarh Karbon Nanotiip varhiginda Sigarasiz Brons

Epitel Hiicre Kiiltiirlerinin Transepitelyal Elektriksel Direncine Etkisi

Formoterol varliginda (0.01 pM, 1 pM ve 100 puM) 100 pg/ml CDKNT
konsantrasyonunun, sigara icmeyen bireylerin BEH Kkiiltiirlerinin TEED’i {izerinde 0.,

2., 4., 6. ve 24. saatlerde anlamli bir farkliliga sebep olmadig1 gézlendi (Sekil 10).

DMSO

100 ng/mI CDKNT
FORMOTEROL 0.01 uM
FORMOTEROL 1 puM

t it

110
FORMOTEROL 100 upM

90

TED (Q)
%

- 00

o oo
— |

0 2 4 6 24

Zaman (saat)

Sekil 10. Formoteroliin Cok Duvarli Karbon Nanotiip varhiginda sigarasiz Brons Epitel Hiicre
Kiiltiirlerinin Transepitelyal Elektriksel Direncine Etkisi
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4.4.2. Formoteroliin Cok Duvarh Karbon Naneotiip varhiginda KOAH’l Brons
Epitel Hiicre Kiiltiirlerinin Transepitelyal Elektriksel Direncine EtKisi

Formoterol varliginda (0.01 uM, 1 pM ve 100 pM) 100 pg/ml CDKNT
konsantrasyonunun, KOAH’l1 bireylerin BEH Kkiiltiirlerinin TEED’1 {izerinde 0., 2., 4.,
6. ve 24. saatlerde anlamli bir degisiklige yol agmadig1 gézlendi (Sekil 11).

120
- DMSO
- 100 pg/mICDKNT
—* FORMOTEROL 0.01 uM
¥ FORMOTEROL 1 uM
110
== FORMOTEROL 100 uM
S 100
a ®
w
-
90
80—
10'|'
0

Zaman (saat)

Sekil 11. Formoterol’un Cok Duvarli Karbon Nanotiip varliginda KOAH’l1 Brons Epitel Hiicre
Kiiltiirlerinin Transepitelyal Elektriksel Direncine Etkisi
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4.4.3. Formoteroliin Cok Duvarhh Karbon Nanotiip Varhginda Sigarali Brons

Epitel Hiicre Kiiltiirlerinin Transepitelyal Elektriksel Direncine Etkisi

Formoterol varliginda (0.01 uM, 1 pM ve 100 pM) 100 pg/ml CDKNT
konsantrasyonunun, sigara i¢en bireylerin BEH kiiltiirlerinin TEED’i tizerinde 0., 2., 4.,

6. ve 24. saatlerde anlamli bir degisiklige yol agmadig1 gézlendi (Sekil 12).

12
0 - DMSO
—®— 100 ug/mIGDKNT
-+~ FORMOTEROL 0.01 uM
¥ FORMOTEROL 1 uM
110 —— FORMOTEROL 100 uM
T 100
o s
w
= & v
90
80—
10'|'
0

0 2 4 6 24

Zaman (saat)

Sekil 12. Formoteroliin Cok Duvarli Karbon Nanotiip Varhiginda Sigarali Brong Epitel Hiicre
Kiiltiirlerinin Transepitelyal Elektriksel Direncine Etkisi
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4.5. Cok Duvarh Karbon Nanotiiplerin Brons Epitel Hiicre Kiiltiirlerinden Laktat

Dehidrogenaz Salimmmina Etkisi

4.5.1. Cok Duvarh Karbon Nanotiiplerin Sigarasiz Brons Epitel Hiicre

Kiiltiirlerinden Laktat Dehidrogenaz Salimmina EtKisi

CDKNT’lerin, sigara igmeyen bireylerin BEH Kkiiltiirlerinin LDH salinimi {izerine
etkileri incelendiginde partikiillerin, 24. Saatte 0 pg/ml CDKNT’e karsin 50 pg/ml (p=
0.0001) ve 100 pg/ml (p< 0.0001) konsantrasyonlart LDH miktar1 anlamli olarak
arttirdi. Buna karsin 10 pg/ml konsantrasyonunda anlamli bir degisim goriilmedi (Sekil

13).

8
B} *p=0.0001 ve Oug/mI CDKNT
‘S **p< 0.0001 ve Oug/mI CDKNT
s 6
I * %
(="
=
o s 4
o
]
=
=
on 2 -
=

CDKNT (png/ml)

Sekil 13. Cok Duvarli Karbon Nanotiiplerin Sigarasiz Brons Epitel Hiicre Kiiltiirlerinden Laktat
Dehidrogenaz Salinimina Etkisi
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4.5.2. Cok Duvarh Karbon Nanotiiplerin KOAH’h Brons Epitel Hiicre

Kiiltiirlerinden Laktat Dehidrogenaz Salinimina EtKisi

CDKNT’lerin, KOAH gelisen bireylerin BEH Kkiiltiirlerinin LDH salinima etkileri
incelendiginde partikiillerin, 24. Saatler sonucunda anlamli bir degisime yol agmadigi

belirlendi (Sekil 14).

LDH
IU/ g hiicresel protein
£y
L

CDKNT ( pg/ml)

Sekil 14. Cok Duvarli Karbon Nanotiiplerin KOAH’11 Brong Epitel Hiicre Kiiltiirlerinden Laktat
Dehidrogenaz Salinimina Etkisi
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4.5.3. Cok Duvarh Karbon Nanotiiplerin Sigarali Brons Epitel Hiicre

Kiiltiirlerinden Laktat Dehidrogenaz Salimmina EtKisi

CDKNT’lerin, sigara icen bireylerin BEH hiicrelerinin toksisitesi iizerine etkilerine
bakildiginda bu partikiillerin, 24. saatler sonucunda anlamli bir degisime yol agmadigi

gozlemlendi (Sekil 15).
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CDKNT (ug/ml)

Sekil 15. Cok Duvarli Karbon Nanotiiplerin Sigarali Brons Epitel Hiicre Kiiltiirlerinden Laktat

Dehidrogenaz Salmimina Etkisi
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4.6. Formoteroliin Cok Duvarhh Karbon Nanotiip Varhiginda Brons Epitel Hiicre

Kiiltiirlerinden Laktat Dehidrogenaz Salimmina EtKisi

4.6.1. Formoteroliin Cok Duvarh Karbon Nanotiip Varhginda Sigarasiz Brons

Epitel Hiicre Kiiltiirlerinden Laktat Dehidrogenaz Salimmmina Etkisi

Formoterol (0.01 uM) 100 ug/ml CDKNT varliginda, sigara igmeyen bireylerin BEH
kiiltiirlerinin LDH seviyesini 24. saatte anlaml1 olarak baskiladi (p=0.0022, Sekil 16).

*p=0.0022 ve DMSO+ 100
0.061 ug/ml GDKNT

0.04 4

LDH
IU/ g hiicresel protein

Formoterol (uM) 1

100 pug/mI GDKNT

Sekil 16. Formoteroliinn Cok Duvarli Karbon Nanotiip Varliginda Sigarasiz Brong Epitel Hiicre

Kiiltiirlerinden Laktat Dehidrogenaz Salmimina Etkisi
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4.6.2. Formoteroliin Cok Duvarh Karbon Naneotiip Varhginda KOAH’h Brons
Epitel Hiicre Kiiltiirlerinden Laktat Dehidrogenaz Salimmmina Etkisi

Formoteroliin diisiik dozlarit (0.01 puM, 1 uM) ve 100 pg/ml CDKNT varliginda
KOAH’lilarin BEH Kkiiltiirlerinin LDH diizeyinde anlamli bir degisiklik gozlenmezken,
100 uM formoterol varliginda LDH seviyesinin anlamli olarak arttigi saptandi (p=
0.0006; Sekil 17).

*p=0.0006 ve DMSO+ 100 pg/mI CDKNT
0.06 -
=
2 X
s
Eol
I = i
o= 0.04
-3
s
=
= 0.02
o0
=
0.00-

Formoterol (uM) I

100 pg/mlI CDKNT

Sekil 17. Formoteroliin Cok Duvarli Karbon Nanotiip Varhginda KOAH’li Brons Epitel Hiicre
Kiiltiirlerinden Laktat Dehidrogenaz Salinimina EtKisi
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4.6.3. Formoteroliin Cok Duvarlh Karbon Nanotiip Varhginda Sigarali Brons

Epitel Hiicre Kiiltiirlerinden Laktat Dehidrogenaz Salimmmina Etkisi

Formoterol varliginda (0.01 uM, 1 pM ve 100 pM) 100 pg/ml CDKNT
konsantrasyonunun, sigara igen bireylerin BEH kiiltiirlerinin LDH seviyelerinde 24.

saatte anlamli bir degisiklige yol agmadigi gozlendi (Sekil 18).

0.03
£
2
]
S
Y 0.02
T [
oo
S
- .0 _I_
-_g 0.01
o
>
0.00 - T
0 DMSO+ 0 0.01

Formoterol (uM)

100 pg/ml CDKNT

Sekil 18. Formoteroliin Cok Duvarli Karbon Nanotiip Varliginda Sigarali Brons Epitel Hiicre
Kiiltiirlerinden Laktat Dehidrogenaz Salimimina Etkisi
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4.7. Roflumilastin Cok Duvarhh Karbon Nanotiip Varhiginda Brons Epitel Hiicre

Kiiltiirlerinden Laktat Dehidrogenaz Salimmmina Etkisi

4.7.1. Roflumilastin Cok Duvarh Karbon Nanotiip Varhiginda Sigarasiz Brons
Epitel Hiicre Kiiltiirlerinden Laktat Dehidrogenaz Salimmmina Etkisi

Roflumilast varliginda (0.01 pM, 0.1 puM ve 1 uM) 100 pg/ml CDKNT
konsantrasyonunun, sigara igmeyen bireylerin BEH LDH salinimi iizerinde 24. saatte

anlamli bir farkliliga sebep olmadig1 gozlendi (Sekil 19).

0.06 M
=
2
e
o
- : 0.04 A
o o
i
o
E=)
=
= 0.02 - i
2
0.00 T
DMSO +0 0 0.01 0.1 1

Roflumilast (uM)

100 pg/mICDKNT

Sekil 19. Roflumilastin Cok Duvarli Karbon Nanotiip Varliginda Sigarasiz Brons Epitel Hiicre
Kiilttirlerinden Laktat Dehidrogenaz Salmimina Etkisi
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4.7.2. Roflumilastin Cok Duvarh Karbon Nanotiip Varhginda KOAH’lh Brons
Epitel Hiicre Kiiltiirlerinden Laktat Dehidrogenaz Salimmmina Etkisi

Roflumilast varliginda (0.01 pM, 0.1 uM ve 1 puM) 100 pg/ml CDKNT
konsantrasyonunun, KOAH’11 bireylerin BEH kiiltiirlerinin LDH salinimi tizerinde 24.

saatte anlamli bir farkliliga sebep olmadig1 gozlendi (Sekil 20).
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Roflumilast (uM)

100 pg/mI GDKNT

Sekil 20. Roflumilastin Cok Duvarli Karbon Nanotiip Varliginda KOAH’I1 Brons Epitel Hiicre

Kiiltiirlerinden Laktat Dehidrogenaz Salinimina Etkisi
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4.7.3. Roflumilastin Cok Duvarh Karbon Nanotiip Varh@inda Sigaral Brons
Epitel Hiicre Kiiltiirlerinden Laktat Dehidrogenaz Salimmmina Etkisi

Sigara icen bireylerin BEH LDH salinimi {izerinde, 100 pg/ml CDKNT varliginda, 24.
saatte roflumilastin 0.01 pM ve 0.1 puM dozlari LDH seviyesini anlamli olarak
azalttirken, 1 pM Roflumilast dozu LDH seviyesini anlamli olarak arttirdi (*p< 0.05,
**p< 0.1; sekil 21).

*p< 0.05 ve DMSO+100 pg/mI CDKNT
**p< 0.1 ve DMSO+100 pg/mI CDKNT
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Sekil 21. Roflumilastin Cok Duvarli Karbon Nanotiip Varliginda Sigarali Brons Epitel Hiicre

Kiilttirlerinden Laktat Dehidrogenaz Salimimina Etkisi
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5. TARTISMA

Bu tez ¢aligmast kapsaminda sigara igen, sigara igmeyen ve KOAH’11 bireylerden alinan
brons dokularindan primer BEH kiiltiirleri basarili bir sekilde gerceklestirilerek
CDKNT’lerin bu hiicrelerin TEED ve LDH salinimina olan etkileri arastirildi. Daha
sonra formoterol ve roflumilastin CDKNT’lerin etkilerini degistirip degistirmedigine
bakildi. Calismamizda, CDKNT’ler BEH Kkiiltiirlerinin TEED’ne veya LDH salinimina
bir etkide bulunmadi. Ne roflimulast, ne de formoterol CDKNT varliginda TEED
lizerinde anlamli bir etki gostermedi. Bununla birlikte iki ajanin yiiksek dozlari
hiicrelerden LDH saliniminmi artirirken, diisiik dozlar1 sinirli da olsa LDH salinimini
baskiladilar. Bulgularimiz, CDKNT lerin ¢alisilan dozlarda BEH kiiltiir permabilitesini
ve toksisitesini etkilemeyecegini, ancak roflumilast ve formoteroliin yiiksek dozlarinin

hiicrelerde toksik etkiye yol agabileceklerini diisiindiirmektedir.

Calismamizda primer BEH’leri sigara igmeyen, sigara icen ancak KOAH gelismeyen ve
sigara icen KOAH’lilardan cerrahi olarak elde edilen brons eksplantlarindan hava-sivi
ara yiizi kiiltiirlerinde (“air liquid interface’) basarili bir sekilde tiretildiler. Calismalar
bu metod ile iiretilen kiiltiirlerin in vivo ortama en uygun sekilde proliferasyon ve
baskalasim  gecirdiklerini  gostermektedir  (143). Dolayisiyla, c¢alismamizda

kullandigimiz hiicre kiiltiirii yontemi verilerimizi gecerliligini artirmaktadir.

Hava yolu epitel tabakasi, hava yollarinin korunmasinda, inhalasyon ile alinan g¢esitli
formlardaki (gaz, partikiil vs) inorganik ve organik irritan ve allerjenlerin, sub-
epitelyuma ge¢meden mukosiliyer temizlenme ile elimine edilmesinde son derece
onemli bir rol oynamaktadir (67). Epitel tabakasinin bu gorevini geregi gibi yapabilmesi
i¢in intakt bir bariyer 6zelligini korumasi zorunludur (67). In vitro ortamda, hava yolu
epitel kiiltiirlerinin yeterince intakt olup olmadiklar1 ve biitiinliiklerinin bozulup
bozulmadig, kiiltiirlerin permabilitesi degerlendirilmek suretiyle analiz edilmektedir
(138). Epitel permabilitesini belirlemede, *C ile isaretli bovin serum albiimini (BSA)
veya mannitol gibi molekiillerin paraselliiler aralikta geg¢is orani ile degerlendirme
yapilmasinin yaninda, ¢alismalarimda kullandigim gibi dogrudan TEED deki degisimler

de permabilitenin gostergesi olarak kullanilmaktadirlar (134).
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S6z konusu yontemler kullanilarak yapilan ¢alismalarda inhalasyon ile alman gesitli
gazlarin (ozon, NO2), irritanlar ve allerjenlerin BEH kiiltiirlerinin TEED’de diismeye ve
14C-BSA gecirgenliginde artisa yol agmak suretiyle epitel permabilitesini artirdiklari
gosterilmigtir (134, 146). Ancak, son yillarda kullanimi hizla artan insan yapimi
NP’lerin primer insan BEH kiiltir permabilitesini etkileyip etkilemedikleri

bilinmemektedir.

Bildigimiz kadariyla, caligmamiz literatiirde CDKNT lerin dogrudan hasta dokusundan
elde edilen primer BEH Kkiiltiirlerinin permebilitesi ve toksisitesi iizerine etkilerini
arastiran ilk ¢alismadir. Bulgularimiz, CDKNT’lerin kullanilan konsantrasyonlarda (10,
50 ve 100 pg / ml) BEH Kkiltirlerinin TEED’ni etkilemedigini gostermis olup,
sonuglarimiz, Thompson ve ark’ nin primer BEH kullanarak yaptigi ¢alismada elde
ettigi veriler ile uyusmamaktadir (139). S6z konusu calismada, ticari olarak elde edilen
“normal” primer BEH Kkiiltiirleri 10pg/cm? dozunda CDKNT’e maruz birakilmus,
sonugta kiiltiirlerin TEED’de anlamhi bir diisiis gozlenmistir (139). iki calisma
arasindaki uyumuszlugun nedeni, farkli hiicre tipleri olabilir. Zira, ilgili ¢alismada
karakterizasyonu iyi bilinmeyen hazir ticari hiicreler kullanilirken, bizim ¢aligmamizda
iyi derecede karakterize edilmis hiicreler kullanilmistir. Bir diger neden, iki ¢aligmada
kullanilan partikiiller arasindaki doz farkliligt olabilir. Diger yandan bizim
calismamizda metal icermeyen NP’ler kullanilirken adi gecen c¢alismada kullanilan

partikiillerin % 5°lik Fe katalizor igerdikleri bildirilmektedir.

Bununla birlikte Banga ve ark. nin Calu-3 akciger kanser hiicre hatlari ile elde ettikleri
sonuglar, TEED ile ilgili verilerimizi teyid etmektedir. Ad1 gegen calismaya gore kisa
stireli maruziyetler kiiltiirlerin TEED’ni etkilemezken, maruziyet siiresi arttikca
TEED’in azaldig: belirtilmektedir (140). Bu nedenle, ¢calismamizda TEED’de degisme
olmamasinin nedeni 24 saatlik kisa maruziyet siiresi olabilir, bunu anlamak i¢in gelecek
calismalarda maruziyet siiresinin artirtlmasi uygun olur. Bu tezi dogrular nitelikte,
Rotoli ve arkadaslarinin Calu-3 hiicre hatlarinda 7 giinlik CDKNT maruziyetinin
TEED’i anlamli olarak diistirdiigii bildirilmektedir (141, 142).

Formoterol ve roflumilast ile ilgili olarak CDKNT varliginda permabiliteye etkilerini
dogrudan aragtiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Caligmamizda iki ajan da CDKNT
varliginda BEH’lerin TEED’de bir degisiklige yol agmamistir. Ancak, herhangi bir

nedenle azalmis TEED’de bu ajanlarin etki edip etmeyeceklerinin ayrica aragtirilmasi
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gerekir. 2014 yilinda Javier Milara ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada roflumilastin
primer brons epitel hiicrelerinde oksidatif stresi ve NOX4 ifadesini baskilayarak KOAH
olusumunu baskilayabilecekleri belirtilmektedir (143).

Hasara ugrayan veya toksik bir madde ile karsilasan hiicrede LDH salinimi1 artmaktadir,
dolayisiyla s6z konusu test gerek rutin olarak, gerekse de arastirma amacli ¢alismalarda
hiicre toksisitesinin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir. Calismamizda CDKNT’lerin
hiicre diizeyindeki olasi toksik etkileri LDH salinimi ile degerlendirilmistir. Elde
ettiimiz bulgulara gére CDKNT’ler gerek sigara icen, gerekse de KOAH’lilarin
hiicrelerinden LDH saliniminm1 etkilememistir. Dolayisiyla, s6z konusu hiicrelerin
CDKNT’lerin etkilerine daha direncli olabileceklerini diistindiirmektedir. Bunda, adi
gecen kiltiirlerin elde edildigi dondrlerin sigara icmis olmalari, dolayisiyla gercek
hayatta yogun olarak sigara dumani ic¢indeki karbon partikiillerine maruz kalmis
olmalarinin ve hiicrelerinde yapisal bir direng (epigenetik bir degisim) olusup

olmadiginin arastirilmasi gerekir.

CDKNT’lerin yiiksek dozlar1 (50 ve 100ug/ml) sadece sigara icmeyen bireylerin BEH
kiiltiirlerinden LDH salinimin1 artirmis olup bu sonuglar, sigaraya maruz kalmamis
hiicrelerin s6z konusu partikiillerin toksik etkilerine daha duyarli olacaklarini
diisiindiirmektedir. Bulgularimiz, daha 6nce Tsukahara ve Haniu’nun g¢alismalarinda
elde ettikleri sonuglar1 teyid eder niteliktedir (144). Adi gegen ¢alismada BEAS-2B
bron epitel hiicreleri 24 saat boyunca CDKNT’lerin farkli konstrasyonlarina maruz
birakilmis ve konstrasyon arttikca LDH seviyesinin de dogru orantili olarak arttig1 rapor
edilmistir. Yine yakin zamanda, Lucia ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, diisiik
konstrasyonlardaki CDKNT herhangi bir etki gostermemesine karsin, CDKNT
konstrasyonlari arttik¢a hiicrelerden LDH saliniminin anlamli olarak arttig1 bildirilmistir
(145).

Roflumilast ve formoterolun LDH salimmi ile ilgili etkilerine baktigimizda,
CDKNT’lere maruz kalan hiicrelerde, bu ajanlarin diisiik dozlarinin LDH salinimini
azalttiklari, bir anlamda hiicre toksisitesini azalttiklari, yliksek dozlarinin ise hiicrede
toksisiteye yol actigini1 gostermistir. Her ne kadar in vitro olarak elde edien bulgularimiz
dogrudan klinige uyarlanamasa da, ¢alismamiz yine de klinikte obstriiktif hava yolu
hastaliklarinin (astim ve KOAH) tedavisinde yaygin olarak kullanilan bu ajanlarin

yiiksek dozlarinin kullaniminda dikkatli olunmas1 gerektigini diisiindiirmektedir.

52



Calisgmamizin en 6nemli kisithiligi, CDKNT lerin daha yiiksek konsantrasyonlarinin test
edilmemis olmasidir. Zira, literatiirde de gosterildigi gibi CDKNT’lerin yiiksek
konsantrasyonlar1 gerek hiicrelerin TEED’ini, gerekse de LDH salinimimi artirabilir.
Diger yandan tek bir maruziyet zamani (24 saat) secilmesi de bir diger kisitlilikt1. Oysa,
daha oOnce yapian c¢aligmalar daha uzun maruziyet zamaninin bu partikiillerin
toksisitesini artirabilecegini gostermistir. Bundan baska TEED sonuglarinin hiicre kiiltiir
permabilitesinin bir diger gostergesi olan 14C-BSA gegirgenligi ile teyid edilmesi
uygun olurdu. Yine, hiicre toksisitesini gosteren MTT gibi yontemler de LDH

sonuglarini test etmede kullanilabilirdi.

Sonug olarak, ¢alismamizin bulgular1t CDKNT’lerin kullanilan doz ve siirelerde iyi
derecede karakterize edilmis primer BEH kiiltiir permabilitesini etkilemedigini ve hiicre
diizeyinde ciddi bir toksisiteye yol a¢madigini gostermektedir. Artan maruziyet
stiresinin veya CDKNT’lerin artan dozlarinin bir etkisinin olup olmadigiin daha ileri

calismalarda arastirilmasi uygun olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

1. Tezime konu olan bu ¢alismada, bildigimiz kadariyla literatiirde ilk kez
CDKNT nin direkt insandan elde edilen primer BEH’lerin permabilitesi tizerindeki

etkisi ¢alisilmis oldu.

2. Calismamizda, 24. saat sonrasinda 0 pg/ml, 10 pg/ml, 50 pg/ml ve 100 pg/ml
CDKNT varliginin KOAH’11, sigara i¢en ve sigara igmeyen bireylerin BEH

kiiltiirlerinin TEED ne anlaml bir etkisinin olmadigini belirledik.

3. Roflumilast (0.01, 0.1 ve 1uM) ve formoteroliin (0.01, 1 ve 100uM) CDKNT
varliginda TEED’1 degistirmedigini gozlemledik.

4, CDKNT KOAH’l ve sigara icen bireylerin BEH kiiltiirlerinin LDH seviyesinde
bir degisiklige yol agmazken, sigara igmeyen bireylerde LDH salinimini 50 ve 100

ng/ml dozlarinda anlamli olarak arttirdilar.

5. Formoterol 100 uM dozunda KOAH’11 bireylerin BEH kiiltiirlerinden LDH
salmimini artirirken, 0.01 M konsantrasyonunda sigara igmeyen bireylerin

kiiltiirlerinde LDH diizeyini artirmstir.

6. Roflumilastin 0.01 uM ve 0.1 uM’ lik konstrasyonlar1 sigara igen bireylerde
LDH salnimin1 baskilarken, 1 uM’lik konstrasyonda ise LDH diizeyini artirmstir.

Bu veriler esliginde gelecekte su calismalarin yapilmasi uygun olur:

a. Calismamizda maksimum maruziyet siiresi olarak 24 saat secilmisti. Bu
stirenin NP’lerin uzun siireli etkisini anlayabilmek i¢in 48 veya 72 saate
c¢ikarilmasi uygun olur.

b. Her nekadar kiiltiir pemabilitesinin 6nemli bir gostergesi olan TEED’de bir
degisiklik gdzlenmemisse de, bu sonucun permabiliteyi degerlendiren *C ile
isaretli bovin serum albiimin (BSA) veya mannitol gibi makromolekiillerin

gecirgenligi esasina dayanan yontemler ile teyid edilmesi yararli olur.
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Ayni sekilde epitel hiicrelerde biitlinliigii saglayan “tight junction” ve
occludin gibi proteinlerin ekspresyonunun etkilenip etkilenmediginin
belirlenmesi kesin bir fikir sahibi olmak acisindan yararl olur.

Calismamiz esnasinda goniilliilerin hiicrelerine sadece NP verilerek sonuglar
elde edildi. Dogada sadece tek bir NP’ e ya da partikiile maruz kalmak
neredeyse imkansizdir. Bu yiizden birlikte solunmasi muhtemel NP’lerin ve
hava kirleticileri (ozon, azot oksitleri) ile ev tozu akar allerjeni gibi
allerjenler ile kombinasyon halinde etkilerinin arastirilmasi yararli olur.
CDKNT’lerin akcigerlerin alveol bolgesinde biriktikleri ve burada cesitli
olumsuz etkilere yol agtiklar1 gosterilmistir. Dolayisiyla, primer alveol epitel
hiicre permabilitesinin de ¢alisilmasi yararli olur.

Her ne kadar LDH calismalarimiz CDKNT lerin hiicre lizerinde toksik bir
etkide bulunmadigini gosterdiyse de daha yiiksek dozlarin ve daha uzun
slireli maruziyetin etkisinin aragtirilmasi gerekir.

LDH ile elde edilen verilerin, hiicre toksisitesini belirleyen MTT gibi
boyama yontemleri ve hiicre apoptozisi gibi yontemlerle teyid edilmesi

gerekir.
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