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OZET

Bayram Giirel, C. Trombosit aktivasyonunun diizenlenmesinde MRP-1’in fonksiyonunun
hastaliklarla olan iliskisinin arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, T1bbi
Biyoloji A.D. Doktora Tezi Istanbul. 2009

Astimda ro6lii oldugu bilinen LTC4’ile bu molekiiliin taginmasindan sorumlu oldugu bilinen
MRP1 arasindaki iliskinin astim hastalarinda nasil oldugu bilinmemektedir. LTC4 seviyeleri
yiiksek oldugu bilinen astimli hastalarda MRP1 gen ifade seviyelerinde ve buna bagli olarak
tagima hizinda degisiklikler beklenebilir. Bu nedenle ¢aligmamizin ilk bolimiinde 16kositlerde
MRP1 gen anlatim seviyeleri gercek zamanli kantitatif PZR yontemiyle, fonksiyonu akan hiicre
dlcerde CFDA ve Calcein-AM problariyla ve LTC4 miktarlar1 ELISA ile bu sorunun cevabi
incelendi. Sonug¢larimiz astimda MRP1 fonksiyonu ve MRP1 gen anlatim seviyelerinin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Bu hastalarda LTC4 seviyelerinin farksiz olmasi, MRP1’in artarak bir
kompansatuar mekanizma gibi LTC4’lin seviyelerini diizenlendigini diisiindiirebilir.
Calismamizda hastalik siddetiyle dogru orantili olarak lokositlerde MRP1 gen anlatim
diizeylerinin artmasi, MRP1’in alerjik astimin patolojisinde bir rolii olabilecegini
diistindiirebilir. Astimda inflamasyonu tetikleyen sebeplerden biri de 16kosit ve trombosit
aktivasyonlart oldugu ve ozellikle salgiladiklari maddelerle dolasimdaki ve solunum
yollarindaki hiicreleri aktive ederek inflamasyona yol agtiklar1 bilinmektedir. Ancak trombosit
ve l1okositlerin membranlarinda mevcut MRP-1’in trombosit-16kosit etkilesimindeki rolii halen
acik degildir. Aktive trombositlerin belirlenmesinde 6zgiil bir yontem olarak kabul edilen
trombosit 16kosit agregatlari, trombosit 16kosit agregatlarinda intrastoplazmik MRP1 protein
diizeyleri, trombositlerde MRP1 protein miktarlar1 akan hiicre olger ile incelenerek boyle bir
iligkinin varligr degerlendirildi. Aktif trombositlerin belirteci olan CD42b %fluoresans oram
astim hastalarinda ve hafif intermitant astimda kontrol grubundan anlamli olarak daha yiiksek
bulundu. Astimda trombositlerdeki Gplb reseptoriiniin diger aktivasyon belirteglerine gore
kontrolden daha yiiksek olarak tespit edilmesi; trombositin; astimin patolojisine Gplb reseptorii
araciligiyla endotele adezyonu arttirarak katildigini diisiindiirebilir. Hafif intermitant astimda
MRP1 06zgiil antikoru ile tespit edilen intrastoplazmikMRP1 protein miktar1 CD45CD42b
antikorlar1 ile monosit-trombosit, lenfosit-trombosit ve graniilosit-trombosit agregatlarinda
kontrolden istatistiksel olarak yiiksek bulundu. Alerjik astim hastalarmin trombosit 16kosit
agregatlarinda intrastoplazmik MRP1protein miktarlarinin arttigini gosteren bulgumuz ilk defa
bir hastalik grubunda boyle bir degisimi gostermesi agisindan énem teskil etmektedir. CumOH
ile indiikledigimiz oksidatif stres ve probenecid ile yaptigimiz MRP1 inhibisyonun etkilerini in
vitro trombosit aktivasyonuna olan etkisini ortaya koymak amaciyla trombositleri ADP ile
uyararak agregasyonu takip ettik. Astim ve kontrol gruplarmin her ikisinde de MRPI
inhibisyonu ve CumOH uygulamasi sonucu kontrole goére agregasyonda anlamli azalma
kaydettik. MRP1 inhibisyonu ile trombosit 16kosit etkilesiminin Onlenmesi ve hiicre
aktivasyonlariin azaltilmasi bulgumuz, astim hastalarina yonelik tedavi protokollerine yeni bir
bakis agis1 kazandirabilir.

Anahtar Kelimeler: MRP1, astim, trombosit aktivasyonu, inflamasyon, P selektin

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.
Proje No: T92/15122006
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ABSTRACT

Bayram Giirel, C. Study of MRP1 function and its association with illnesses in regulation of
thrombocyte activation. Istanbul University, Institute of Health Sciences, Medical Biology
Branch, Doctorate Thesis, 2009.

The association between LTC,, a lipid mediator playing a role in asthma and MRP1, transporter
of this molecule remains still unexplained in asthmatic patients. We can observe changes in the
MRP1 expression and thus in the exportation rate in the asthmatic patients whose LTC levels
are high. MRP1, a trans-membrane protein known for its function in exporting LTC,, a major
agent in asthma pathology, from thrombocytes and leukocytes and its interference in the
compensation mechanism against oxidative stress. In the first part of our study, we have
searched for a response to the this question through the PCR quantitive analysis explaining
MRP1 expression in leukocytes, CFDA and Calcein-AM probes applied in flow cytometry to
define its function and ELISA test for LTC, quantity/number. Our findings show that in asthma,
MRP1 function and the levels of MRP1 expression are high. The LTC, levels found unvarying
in these patients may lead us to think that in fact, MRP1, as a compensator mechanism, can be
regulated increasingly in order to hold LTC, at a certain level. In our study, we may also think
that the augmentation of MRP1 expression in leukocytes in parallel to the severity of the illness,
indicates that MRP1 may play a role in the pathology of allergic asthma.lt is also known that
one of the major agents activating inflammation in asthma is the thrombocytes and leukocytes
and with the substances they released, they can cause inflammation through the activation of
cells found in the circulation and respiratory ways. However, the role of MRP1 present in the
membranes of thrombocytes and leukocytes still remains unclear in the thrombocyte-leukocyte
association. We have evaluated the existence of possible association through a flow cytometry
analysing the thrombocyte-leukocyte aggregates considered as an effective method to define
activated thrombocystes, the intrastoplasmic MRP1 protein levels of these aggregates in the
cells. The CD42b fluorescent percentage, a major indicator of active thrombocyte, has been
found significantly higher in the patients with asthma than the group experiencing mild
intermittent asthma. Having found out that in the course of asthma, Gplb receptor in
thrombocytes is higher than the controls regarding the other activation indicators, we may
consider that thrombocytes contribute to asthma pathology by increasing endothelial adhesion
over Gplb receptor. While the amount of intrastoplasmic MRP1 protein detected with MRP1
antibody in mild intermittent asthma, is found statistically higher than the controls in the
aggregates of CD45CD42b antibodies, monocyte-thrombocyte, lenfocyte-thrombocyte and
granuleocyte-thrombocyte. Our finding unveils that the increase of intrastoplasmic MRP1
proteins in the thrombocytes-leukocyte aggregates of the patients with allergic asthma, carries
an importance regarding the change appeared first time in a group of patients. We have
observed the course of the aggregation stimulated by ADP thrombocytes in order to demonstrate
what impacts the oxidative stress induced with CumOH and the MRP1 inhibition carried out
with probenecid can have on the in-vitro thrombocyte activation. We have recorded a
significant decrease in the aggregation as a result of MRP1 inhibition and CumOH application
in both groups of control and asthma. With the prevention of influence developed between
MRP1 inhibition and thrombocyte-leukocyte and the diminution of cell activations, our finding
may add a new dimension to the treatment protocols dedicated to asthma patients.

Key words: MRP1, asthma, thrombocyte activation, inflammation, P selectin

This study has been supported by Unity of Scientific Research Projects, Istanbul University.
Project No: T92/15122006



1. GIRIS VE AMAC

Coklu ila¢ direngliligi ile iliskili protein 1 (MRP1), LTC4’ilin trombosit ve
lokositlerden hiicre disina tasinmasinda gorev alan bir transmembran proteindir. LTC4;
alerjik astimda inflamasyon sahasina lokosit ve trombositlerin c¢agirilmasinda,
vasokonstriiksiyon, bronkospazm ve vaskiiler gegirgenligin arttirilmasinda fonksiyon
goren kritik bir mediyatordiir. Astimda genel olarak oksidatif stres artisinin yanisira,
trombosit ve 16kosit aktivasyonunda da artis oldugu bildirilmistir. MRP1’in trombosit
ve lokositlerin membraninda yer alarak oksidatif strese karsi kompansasyon
mekanizmasinda devreye girdigi bilindiginden, trombosit ve 16kosit aktivasyonu ile

MRP1 tasiyici proteini arasinda bir iligki beklenebilir.

MRP-1, ATP’ye bagimli bir bigcimde hiicre igindeki konjugatlara ek olarak
cesitli kimyasallar1 ve ilaglar1 hiicre digina atan, hiicreyi oksidatif stresin zararh
etkilerinden koruyan transmembran bir proteindir. Lokosit, trombosit ve akciger epitel
hiicrelerinde MRP-1 proteini gosterilmistir. Ancak trombosit ve ldokositlerin
membranlarinda mevcut MRP-1’in trombosit-16kosit etkilesimindeki ve astimdaki rolii
halen agiklanabilmis degildir. Bu nedenle c¢alismamizin ilk boliimiinde l6kositlerde
MRP1 gen anlatim seviyeleri, fonksiyonu ve LTC4 miktarlar1 ile astim arasindaki

iliskinin incelenmesi amaclanmistir.

Lokositlerin, trombositlerle etkilesmek suretiyle onlarin aktivasyonlarmi
etkiledigi bilinmektedir. Bu etkilesimin, oksidatif strese bagli olarak ¢esitli hastaliklarda
degistigi ve bozuldugu gosterilmistir. Trombosit-l6kosit etkilesiminin bozulduguna dair
bulgularin mevcut oldugu hastaliklardan biri de inflamatuvar bir hastalik olarak kabul
edilen astimdir. Astimda, oksidatif stres ve MRP1’in oksidatif stresdeki rolii dikkate
almdiginda, trombosit-lokosit etkilesiminde MRP-1 proteinin bir roliiniin olmas1
beklenebilir. Ancak literatiirde, trombosit ve l6kositlerin membranlarinda mevcut MRP-
I’in trombosit-16kosit etkilesimindeki rolii halen yeterince agik degildir. Calismanin
ikinci boliimiinde bu mekanizmaya 151k tutabilmek maksadi ile alerjik astimlilarda
trombosit 10kosit etkilesiminde MRP-1’in roliinii belirlemeyi hedefledik. Bununla
birlikte astimli hastalarda 6zellikle eozinofillerin ge¢ apopitozu sebebiyle, dolasimdaki
sayilar1 ve etkilerinin arttig1 ve astim patolojisine bu mekanizmanin etkili oldugu ileri

stiriilmektedir. Deneysel ¢alismalarda MRP-1’in indiiklenmis apopitoza karsi, hiicreyi



koruyucu bir etki gosterdigi bulunmustur. Oksidatif stresin bir apopitoz indiikleyicisi ve
MRP-1’in oksidatif hasar iiriinlerini uzaklastiran bir komponent oldugu gbz Oniine
alindiginda, astimli hastalarda goriilen eozinofil direncinde MRP-1’in rol oynuyor
olabilecegi beklenebilir. Bu nedenle ¢alismamizin ikinci boliimiinde; astimli hastalarda
siklikla gozlemlenen eozinofillerin apopitoza karsi dirence sahip olmasindan MRP-1

mekanizmasinin sorumlu olup olmadiginin arastirilmasi hedeflenmistir.

Astim patogenezinde 16kositlerin ve trombositlerin aktivasyonu sonucu gelisen
inflamasyonda, trombosit l0kosit agregatlarinin ve dolayisiyla inflamasyonun
onlenmesinde MRP1’in roliiniin tespitinin, yeni tedavi protokollerine farkli bir bakis

acis1 getirebilecegi degerlendirilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. ABC Tasiyic Ailesi

ABC (ATP Baglayici Kaset) tastyici ailesi tiyeleri transmembran proteinleri olup
enerjiye bagimli olarak caligirlar. Hiicrede tasimaya aracilik eden proteinler ATP ile

calisan pompalar olup P, F, V ve ABC siiper ailesi olarak siniflandirilirlar.

V tipi ATP pompasi :  Lizozomlarin yiiksek asiditelerini saglamak

iizere lizozomal vakuoler zarlar arasindaki proton pompasi olarak gorev yapar.

F tipi ATP pompasi : Hiicre i¢in ATP iiretiminde kullanilan proton

pompast olarak ozellikle i¢ mitokondriyal zar ve kloroplastin tilakoid zarinda gorev
yapar.
P tipi tasima ATP pompast : Na+-K+ pompasi, Ca2+ pompasi, H+ pompasi

olarak gorev yapar.

ABC Siiperailesi : Biiytik ve farkli pompa aileleri ATP baglayici

motif karakteristikleriyle ya da kasetleriyle adlandirilirlar.

Ozgiil tasiyic1 proteinlerin gorev aldigi aktif tasima, ilaglarm hiicre iginden
atiliminda 6nemli yolaklardan birisini olusturur. ABC tasiyicilarin asir1 ekspresyonlari,
kemoteropatik 1ilaglarin atilimiyla iligkili oldugundan bu proteinler ¢oklu ilag
direng(multidrug resistance) proteinleri olarak adlandirilmistir. Timor hiicrelerinde
kanser ilaclarina kars1 direncten sorumlu oldugu bilinen bu proteinlerin ayrica karaciger,
bobrek, ovaryum, akciger gibi dokularda da sentezlendigi ve ksenobiyotiklere karsi
savunma mekanizmas1 olusturdugu gosterilmistir. Ik olarak 1976 yilinda tasiyici
protein ailesinden P-glikoprotein’in (MDR-1) asir1 ekspresyonu kanser ilaglarma
direngli tiimor hiicrelerinde gosterilmistir. Daha sonra bu proteinin 7. kromozom

iizerinde bulunan MDR-1 geni tarafindan kodlandig1 bulunmustur.

Coklu ilag direncinden ve ksenobiyotiklerin hiicreden taginmasindan sorumlu
olan ATP baglayict tasiyict proteinlerin (ABC ailesinin) insanda 49 {yesi
bulunmaktadir. Bu ailenin iiyeleri, aralarindaki dizi benzerliklerine gore ABCA(12 tiye),
ABCB (11 iiye), ABCC (13 iiye), ABCD (4 iiye), ABCE (1 iiye), ABCF (3 iiye), ABCG

(5 iiye) olmak iizere 7 alt aileye ayrilir. Uyelerin sadece 14 tanesinin ilag¢ tasima gorevi



saptanmistir. Su ana kadar, ATP baglayici tasiyici protein ailesinin en biiyiik gruplar1 9
protein ¢esidine sahip MRP ile 7 protein ¢esidine sahip MDR’dir (Dean M. 2001, Deen
M.V.D 2005).

ABC tastyict protein ailesi iiyeleri, en az bir ATP baglayict bolge (niikleotid
baglayici bolge) ve en az bir transmembran bolge (TM) icermektedir (Sekil 2-1).
Niikleotid baglayici bolge (NBD) ii¢ korunmus motif icerir; Walker A (W,), Walker B
(Wg) ve LSGGQ (C motifi). Wa ve Wy motiflerinin ATPaz aktiviteleri mevcuttur..
ABC tasiyicilarmin aktivitesi, iki NBD ile ATP arasindaki kooperatif iliskiye baghdir
ve bir NBD’den W, ve Wg motifleri tarafindan olusturulmus iki aktif bolge arasinda
ATP sandovig yapist ile belirlenir. ABCC proteinlerinin iki NBD’si fonksiyonel olarak
esit degildir. NBD1, NBD2’den daha biiyiilk ATP baglayici afiniteye sahiptir ve NBD2
NBD1’den daha biiyiikk ATP hidroliz etme kapasitesine sahiptir (Dean M. 2001, Deen
M. V.D. 2005)(Sekil 2-3).

MSD1 MSD2

Sekil 2-1: ABC Tasiyicisimin Yapist (Dean M. 2001)



ABC tasiyici proteinleri ve Ozellikleri Tablo 2-1°de, gen yapilar1 Sekil 2-2’de

verilmistir.

Tablo 2-1: Onemli Bazi ABC Tasiyic1 Proteinleri

. . Lokalize
gfggill? Egll:lz:llze oldugu oldugu Substratlan Inhibitorleri
membran
yerlesimi
kafein, simetidin,
Karaciger, Siklosporin A, kortizol, . .
bobrek, eritromisin, GF120918, m‘;{rﬁ“’ digoksin,
bagirsak, ivermektin loperamid, ggkii?u??szign’
ABCB1 beyin, testis, vinkristin, verapamil, erootamin ’
adrenal bez, digoksin, doksorubisin, gotann,
uterus, vinblastin, eritromisin,
ovaryum mitoksantron, pantap rqzol,
topotekan, indinavir verap 'an'nl,
vinkristin
probenecid
GS-X ve diger
ABCC1 Baglrsak, konjugatlar Siklosporin A,
beyin, Bazolateral Doksorubisin, V-104
(MRP1) bobrek, vinblastin, MKS571
akciger,testis vinkristin,methotreksat, Probenecid
paklitaksel
Cisplatin, Siklosporin,
doksorubisin, furosemid,
ABCC2 Karaciser etoposid, vinkristin, GF120918,
(MRP2/ bagirs fk ’ Avikal metotreksat, indinavir, okratoksin A,
CMOAT) bé%rek ’ P ritonavir, arsenik, pravastatin,
Kadmiyum, okratoksin probenesid,
A, SN-38 vinkristin
ggl;ics)g}alsm, S'iklosporin A,
metotreksat, digoksin,
mitoksantron deksamethgzon,
ABCG2 Plasenta, tonot ’ doksorubisin,
(BCRP) Beyin Apikal ailiiongfr?ir;’in D, estrone, '
simetidin, fumltrgmprgln =
estrone, progestron, novobiosin,
omeprozol,

testesteron
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Sekil 2-2: insan ABC Genlerinin Aile Agaci(Dean M. 2001)



ABC tasiyicilart ilag direng metabolizmasinda etkilidirler. ABC tasiyicilarinin
asir1 ekspresyonu, hiicre i¢i ilag (antrasiklinler, epidoflotoksinler, vinka alkoloidleri gibi
kemoterapotik ilaclarm atiklarmnin) konsantrasyonunu azaltir; dolayisi ile de bu durum
ila¢c direncine sebep olur. Bir cok MDR proteini ilag atik pompas1 gibi calisabilir;
sonucta toksik bilesenlerin hiicre i¢i konsantrasyonu azaltilir. Akcigerde MRP1 ve P-gp
ekspresyonunun, kiiciik hiicreli akciger kanseri (SCLC) ve kiiclik hiicreli olmayan
akciger kanseri (NSCLC) 'ndeki baglantis1 6zellikle ¢alisilmistir. ABC tasiyicilar: hayati
her hiicre de vardir ve fizyolojik olarak ksenobiyotiklerin temizlenmesinde merkezi rol
oynar. Insan akcigerinde MRP1 ve P-gp'nin ekspresyonu; endojen veya eksojen toksik
bilesenlerin akcigere girmesine karsi korunmasinda 6nemli olabilir. Akciger ve trakea
gibi bir bariyer fonksiyonu olan dokularda bazi ABC tasiyicilarinin yiiksek
transkripsiyonel aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Akcigerde ABC tastyicilarinin
onemli rolleri vardir. ABC tasiyicilart arasinda kistik fibroz transmembran konduktans
regulator (CFTR) protein de vardr ve CFTR gen mutasyonlari, kistik fibrozun
gelisiminden sorumludurlar. ABCA1’deki mutasyonlar, Tangier hastaligina yol acarken,
oliimciil olabilen ABCA3 mutasyonlar1 yeni doganda surfaktan tiretim yokluguna sebep
olur. Astim KOAH gibi yiliksek siklikta goriilen akciger hastaliklarinda ABC tasiyici
fonksiyonunun degisken rolii aragtirilmistir. Cesitli kanser tiplerinde ABCB1 (MDR-1),
ABCCl (MRP-1); ABCG2 (MxR)’nin rolii gosterilmistir. Tablo 2-2’de ABC
tastyicilar ile iliskili hastaliklar goriilmektedir (Deen M.V.D 2005).

Tablo 2-2: ABC Tasiyic1 Proteinleri ile iliskili Hastaliklar (Deen M.V.D 2005).

Hastahk Tasiyic1 protein
Kanser ABCBI (MDR1), ABCC1 (MRP1), ABCG2 (MXR)
Kistik fibroz ABCC7 (CFTR)
Stargardt Hastah@ & AMD ABCA4 (ABCR)

Tangier Hastah ve

Ailesel HDL Yetersizligi ABCA1 (ABC1)

Progressive familial

intrahepatic cholestasis ABCBI11 (SPGP), ABCB4(MDR2)

Dubin-Johnson Sendromu ABCC2 (MRP2)

Pseudoxanthoma elasticum ABCC6 (MRP6)




Ailesel Hipoglisemi ABCCS8 (SUR1), ABCC9 (SUR2)
Sideroblastik Anemi ve Ataksi ABCB7 (ABC7)
Adrenoleukodystrophy ABCD1 (ALD)

Sitosterolemia ABCGS5, ABCGS8

Bagisikhik Sistemi Yetersizligi ABCB?2 (Tap1l), ABCB3 (Tap2)

2.1.1. MDR1/P-gp (ABCB1)

MDRI1/Pgp geni kromozom 7q21.12'de lokalize edilmistir. Ilag direnci
mekanizmasinda  hiicrenin  yiizeyinde yer alan, 170 kDa biiyiikliigiinde
fosfoglikoprotein yapida bir pompadir. P-gp ksenobiyotikler tarafindan gelistirilmis
olup genel olarak, ¢evresel etkiye karsi hiicredeki savunmada rol oynar. Karaciger ve
bagirsak gibi sekresyon yapan organlarda apikalde eksprese edilir ve bir ka¢ hidrofobik
substrat ve vinblastin, doksorubicin, etoposid i¢eren anti kanser ilaglarin transportunda
rol alir. P-gp, Akcigerde, silial epitelin apikalindeki hiicrelerde veya ciliallerin birlestigi
kanalda ve bronsial gland hiicre serilerinin lateral ve apikal yiizeyinde eksprese edilir.
Fakat mukus salgilayan goblet hiicrelerinde, pnomositlerde P-gp bulunmamais;
Alveollerde monosit kaynakli makrofajda bulunmustur. P-gp 6zellikle epitel hiicrelerin
apikalinde depolanir ve barsak kanalindan liimene igerigin taginmasinda rol oynar. P-
gp’nin akcigerdeki fonksiyonu heniiz tam olarak bilinmemektedir. Son yillarda P-gp'nin
klor kanallarmi1 aktive eden ve kanal aktivitesine sahip hiicre hacminin regiilasyonun da

rol oynadig1 bulunmustur. Fizyolojik etkisi ise hala acik degildir (Deen M.V.D 2005).

2.1.2. LRP(Akciger Rezistans Protein)

Coklu ilag direncinden sorumlu bir diger molekiildiir. Bu molekiil bir ¢ok farkli
ilaca kars1 direng olusumundan sorumludur ve 16.kromozom iizerinde lokalize bir gen
tarafindan kodlanmaktadir. LRP, ilac1 spesifik vezikiillere oradan da hiicre digina
pompalamaktadir. Coklu ilag direncinden sorumlu molekiillerin gen ifade diizeylerinde
artis ila¢ direncinin gdstergesidir. 2 veya 3 genin ayni anda gen ifadesinin olmasi sag

kalim1 azaltmaktadir.



2.1.3. MRP1 (ABCC1)

Yillarca MDR1’in ilag direnci ile iligkili tek ABC tasiyic1 proteini oldugu
diisiiniilmiis ancak MDR1’in asir1 ekspresyonu olmayan, ilaca direngli hiicre hatlarini
tanimlayan raporlar, diger MDR iliskili proteinlerin varligina isaret etmistir. Bu durum
ise daha sonra MRP1 olarak ikinci bir ilag direngli ABC tastyicisinin tanimlanmasini

saglamistir.

MDRI1 ve MRPI1 yapisal ve fonksiyonel olarak benzerdirler fakat buna ragmen
ayni olmayan bir grup anti kanser ilacina direng gelistirir. Bununla birlikte bu proteinler
aminoasit Ozelliklerinin %?20’sinden azim paylasirlar ve MDR1 ile MRPI1 farkhi

mekanizmalar vasitasi ile ilag direnci gelistirirler.

MRP1, 16.kromozomda lokalize 31 exondan olusan ABCCI geni tarafindan
kodlanir; hem hiicre zarinda hem de endoplazmik retikulum membraninda yer alir
(Uesaka H.F.,2007). Akciger kanserinde artmis gen ifade diizeyleri goriilmekte olup
taksan direncinden sorumludur. MRP antagonistleri kullanilmaktadir. Ayrica glutatyon

azaltan ilaglarda direnci azaltmak amaciyla kullanilmaktadir.

MRP1, ~200 amino asitlik {i¢lii N-terminal MSD1 igerir ve tiglincii MSD bolgesi
bes amino (N) ucu glikozile olmus ekstraseliiller bes TM heliksinden olusur. MRP
iligkili tastyicilar bes bolge ile (uzun MRP’ler) 17 TM alfa heliksi icerirler (Sekil 2-3).
Diger MRP iliskili proteinler MRP4 (ABCC4) ve MRP5 (ABCCS5) korunmus dort bolge
yapisiyla sadece 12 TM heliksine (kisa MRP’ler) sahiptir.
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K lto et al. / Biochimica et Biophysica Acua 1615 (2003) 103-114 107
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CL3

Fig. 1. Schematic disgram of a predicted socondary structure of MRPI showing the positions of the Pro residuss in MSDI and CL3 replacad with Ala residucs
in this study. The MAb MRPr | epitope i locatod betwomn amino scids 238 and 247 in CL3 and the MAb QCRL- | epitope betwoen amino acids 918 and 924
are indicated [26271

Sekil 2-3: MRP1’in Yapisi (ito K.1. 2003).

MRP1 homologlarinin klonlari MRP2 (ABCC2) ve daha sonralar1i MRP3
(ABCC3), MRP4 (ABCC4), MRP5 (ABCC5) ve MRP6 (ABCC6) ilag direncini

potansiyel olarak iceren ABC tastyicilarinin yeni bir alt ailesi olarak tanimlanmiglardir.

MRP1‘in gen ifade diizeylerindeki artis ve ila¢ direnci arasinda kuvvetli bir
iligki kurulmustur. MRP1’in gen ifade diizeylerinin artis1i, azalmis intraseliiler
konsantrasyonlarla sonug¢lanan ATP bagmmh ila¢ atiklarinin seviyesini ylikseltir.
Bununla birlikte yiiksek MRP1 gen ifade diizeyleri, genellikle hiicrelerden atilan ilag
miktartyla dogru orantili degildirler ve bazen, MRP1 gen ifade diizeylerinin yiiksek
oldugu hiicreler artmis ila¢c atiklarmi dahi gostermezler. Hassas kopyalariyla
kiyaslandiginda gercek MRP1 gen ifade diizeylerinin yiiksek oldugu ilaca direncli
hiicreler (doksorubicin ya da daunorubicin), fluoresan ilaclarmin intraseliiler vezikiiler
formlar icerisinde birikimi ile farkli ilag dagilimlar1 gosterirler. MRP1 ve intraseliiler
doksorubicin dagilimi arasindaki dogrudan iliski, MRP1 inhibitorii MK 571 kullanilarak
gosterilmistir. Direng durumunda yiiksek MRP1 gen ifade diizeylerine sahip kopyalarda
doksorubicin ileri derecede sitoplazmik dagilim gosterirken, hassas hiicrelerde,

doksorubicin nukleusa birikmistir. Direngli hiicrelerin MKS571 ile islem goérmesi
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doksorubicinin ¢ekirdek i¢inde yeniden dagilimi ile sonuglanmistir. Bir ¢ok antikanser
ilag sitotoksik aktivite ortaya cikarirken MRP1, ilaglarin ¢ekirdeg§e girmesinin Oniine
gecmistir. MRP1, plazma membranindaki lokalizasyonunun yaninda, golgi aparatindan
kesilerek elde edilmis sekretuar vesikiillerin intraseliiller membranlarinda da bulunur.
MRP1 substrati1 olan di nitro fenil glutatyonun (DNP-GS) ilaca direngli hiicrelerin
vezikiillerinde yer aldigi goriilmiistiir. Bu sonuglar, MRP1’in intraseliiler olarak aktif
ilag atiklarmin yaninda, intraseliiler vezikiillerde ilaglarin zehirsizlestirilmesi

mekanizmasina aracilik ettigini géstermektedir (Ito K.i. 2003, Yoshioka M. 2009).

2.1.3.1. MRP1 Gen ifade Diizeylerinin(ekspresyonunun) Regiilasyonu

Ilagla indiiklenen MRP1 gen ifade diizeylerinin nihai mekanizmas: heniiz elde
edilememistir fakat MRP1 ekspresyonunun oksidatif stres tarafindan tetiklendigine dair
kanitlar mevcuttur. Insan kolon kanser hiicrelerinde MRP1 gen ifade diizeyleri tumdr
nekroz faktor alfa (TNFa) tarafindan indiiklenir. Farelerin lipopolisakkarit (LPS) ile
islem gormesi neticesinde akcigerde ylikselmis MRP1 gen ifade diizeyleri tespit
edildiginde benzer bir etki gozlenmistir. TNF’nin hepatoksitlerde, tasiyict gen
ekspresyonlarinda LPS ile indiiklenen etkilerin ana sebeplerinden biri oldugu
degerlendirilmektedir. Yakin zamanda farede T yardimci hiicrelerinde tiim sitokinler
icerisinde sadece interlokin 2 kombinasyonundaki TNF’nin MRP1 ekspresyonunu
indiikledigi gosterilmistir. TNF’nin intraseliiler etkilerini gosterdigi mekanizmalardan
biri reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) sekillenmesidir. ROS {iretecegi bilinen bilesikler
MRP1 ve y—glutamil sistein sentetazi (yGCS) kodlayan genlerin ifade diizeylerini
indiikleyerek ROS ile MRPI1 indiiksiyonu arasinda dogrudan bir baglanti elde
edilmesini saglarlar. YGCS, GSH sentezinde oran belirleyen enzimdir ve GSH oksidatif
stres metabolitlerine kars1 korunmada 6nemli bir rol oynar. yGCS transfeksiyonu
tarafindan meydana getirilen yliksek GSH seviyeleri MRP1 gen ifade diizeylerini
diglirmiigtiir. Bununla birlikte agr metaller ve ACNU (3-[4-amino-2-metil-5-
pirimidinilmetil]-1-(2-kloroetil)-nitroziire) gibi GSH tarafindan detoksifiye edilmis
bilesiklerin MRP1 gen ifade diizeylerini indiikleme kapasitesi vardir. Bu sonuglar
GSH’m MRP1 regiilasyonunda kritik bir faktdr oldugunu goéstermektedir. Bununla
birlikte, yGCS inhibitorii buthionin siilfoksimin (BSO) tarafindan GSH tiiketiminin
MRP1 ekspresyonunu indiiklemedigi gosterilmistir. Bu durumun ag¢iklamasi1 mitokondri

ve ¢ekirdekte BSO rezistant bir GSH havuzunun olmasi olabilir. Bu havuz antikanser
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ilaglarina duyarhdir. Ilagla tetiklenen MRP1 ekspresyonu icin Onerilen modelde
antikanser ilaglarinin diisiik konsantrasyonlarmin sitoplazmik GSH ile MRP1 tarafindan
detoksifiye edildigi gosterilmistir. Yiiksek ila¢ konsantrasyonlar1 once sitoplazmik
GSH’1 ve miiteakiben BSO direngli havuzu tiiketecek olup, bu durum ise GSH
seviyelerini, MRP1 (yGCS) ekspresyonunu indiiklemek icin tetik olabilecek sekilde
transkripsiyon faktorlerinin hareketine ve seliiler redoksun degisimine sebep olabilecek
kritik degerin altina disiirebilecektir. Bununla birlikte MRP1’in promotor bdlgesi
antioksidana duyarl bir element igerir. Oksidatif strese duyarl transkripsiyon faktorleri

ve MRP1 indiiksiyonu arasindaki dogrudan iligki heniiz agiklanmamustir.

2.1.3.2. GS-X Konjugatlarimin MRP1 {le iliskisi

MRP1, tiimorlerde ila¢ atik pompasi gibi fonksiyon gorebilir, bu mekanizma
ATP’ye bagimli olarak organik anyonlar ve inorganik anyonlarin taginmasinda

gorevlidir.

Organik anyonlarin MRP1 tarafindan tagsinmasi, konjuge olmus metabolitlerin
ve GSH glukuronit ve stlfat ile konjuge olmus iirlinlerin faz II ksenobiyotik
metabolizmasi ile tasinmasini igerir. Organik ya da inorganik konjugatlarin hepsi MRP1
tarafindan taginmazlar; bu konjugatlardan hangisinin taginip taginmayacagini belirleyen
kimyasal dzellikler acik degildir. Invitro ve invivo olarak MRP1 tarafindan tasman ilk

ve halen en 1yi karakterize adilmis fizyolojik GSH konjugati ise sisteinil LTC4 ‘tiir.

Anti kanser ilaglarina diren¢ mekanizmasinda ¢oklu ilag direnci devreye girer.
Ila¢ Direnci, eszamanl olarak, iliskili olmayan birgok ilaca kars1 gelisebilir; bu durum
ise MDR (Coklu Ila¢ Direnci) olarak adlandirilmaktadir. Ilaglarin hiicre igine alinmasi
diflizyon tasinma ve endositoz ile hiicre digina atilmasi ise MDR (ABCBI1), MRP
(ABCC1) ve MXR (ABCG?2) olarak adlandirilan {i¢c pompa tarafindan gergeklestirilir.
MDRI1 ve MRPI proteinleri daha ayrmtili incelenecek olursa farkli lokalizasyon ve

gorevlerinin oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Leier I 1996).
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2.1.3.3. MRPT’in Fonksiyonu

MRPI,

1) Hiicre i¢inde zehirsizlestirme reaksiyonlar1 sonunda olusan metabolitleri
disartya atarak ksenobiyotik metabolizmasinda;

2) Vincristin, daunorubicin, metatraksat iceren kimyasal ilaglar1 hiicreden
disartya atarak ilag direngliligi mekanizmasinda;

3) Arasidonik asit tiirevlerinden olan sisteinil 16kotrien (LT)C4’iin ve GSH
konjugatlarmni hiicre digina tagiyarak inflamasyonda;

4) Konjuge steroidler, E2 17 BG, Ostroron-3-siilfat, Dehidroepiandrosterone
3-siilfat’1 hiicre disina tastyarak hormon metabolizmasinda;

5) Oksidatif stres triinlerinden 4-HNE ve GSSG’yi hiicre disma atarak
oksidatif stres ve apopitozda fonksiyon goren ATP‘ye bagimli olarak

calisan bir transmembran proteindir.

Akciger alveollerinde, brons epitelinde ve bronko alveolar sivi hiicrelerinde
MRP1’in yiiksek miktarda tespiti, akcigerin normal fonksiyonunda MRP1’in goérevli
oldugunu belirtmektedir(Sekil 2-4). Akciger kanser hiicrelerinde MRP1’in substratlar
siilfatlanmis konjuge organik anyonlar ve glukronit glutatyon olarak belirlenmistir.
Total akciger RNA'sinda RNAse korumali deneyle MRP 1,2,3,4,5 gen transkriptleri
arastirilmis olup; MRP1 yiiksek, MRP3, 4 ve MRPS5 diisiik olarak bulunmus; MRP2 ise
bulunmamistir. Akciger epitelinin bazo lateral tarafindaki yiiksek MRP1 gen ifade
seviyelerinin, toksinlerin liiminal tarafa almmasmi aciklamaya yardimci olabilecegi
belirtilmistir. Akciger epitelinde glandlarda, alveolar makrofajlarda MRP1 gen ifade
seviyelerinin fonksiyonu; hiicre i¢i toksik yapilarin atilmasina, antioksidan savunma ya
da LTC4'lin tretimi ile inflamasyon cevabini igerir. MRP1 gen ifade seviyelerinin
fonksiyonel artis veya azalisi, akciger hastaliginin ilerleme ve/veya gelismesi ile hava

kirliliginden ve solunan toksik ajanlardan (sigara gibi) korunmada etkili olabilir.

Lokositlerde MRP1 ekspresyonu tespit edilmisti. MRP1’in fizyolojik rold,
lokositlerdeki ekspresyonu ile daha da yaygin ve etkili hale gelmistir (Deen M.V.D
2005).

MRPI1 gen ifade diizeylerinin, gama glutamil sisteinden bagimsiz olan hiicresel
GSH seviyelerini belirledigi bildirilmistir. Seffer’in calismasinda, fare akcigerlerinde P-

gp’nin yaninda MRP1 de yiiksek seviyede tespit edilmistir. MRP1 (-/-) farenin normal



14

olarak gelistigi; yasayabilirligi, fertilite 6zelligi ve serumdaki kimyasal parametreleri
yaninda hematolojik ve histolojik alanlar1 ag¢isindan da MRP1 (+/4+) ve MRP1 (-/-)
fareler arasinda fark tespit edilmedigi belirtilmistir. Bununla birlikte MRP1 (-/-) farenin
kilo kayb1 ve 6liime sebep olan etoposit gibi bir¢ok ilaglarin maruziyetlerine ¢ok duyarl
oldugu saptanmistir. MRP1 (-/-) farede GSH seviyelerinin 6zellikle akciger, bobrek,
kalp, testis ve iskelet kaslarinda yiikseldigi belirtilmistir. Karaciger ve ince bagirsak gibi
az miktarda MRP1 eksprese eden organlarda GSH seviyeleri ise degismemistir. GSH
miktarindaki artisin tripeptid GSH {retimi i¢in orani smirlayan enzim olan Gama
Glutamil Sistein sentezinin (y GCS) yiiksek seviyeleriyle iliskili olmadig1 saptanmistir.
MRPI1 ekspresyonu, gama glutamil sisteinden bagimsiz olan hiicresel GSH seviyelerini
belirlediginden, MRP1°‘in GSH metabolizmasinda rol oynadig1 belirtilmistir. Bir diger
calismada ise, karaciger dokusunda MRP2 ve MRP5 mRNA seviyeleri vahsi tip fare ile
karsilastirildiginda, muhtemelen bir kompansasyon mekanizmasina bagh olarak, MRP1
(-/-) farede yiikselmis, MDR1 ve MRP3 seviyeleri ise bu tip hayvanlarda degismemistir.
MRPI1 (-/-) farenin 16kotrien iireten hiicreler vasitasiyla diismiis LTC4 salgilamasi yolu

ile eslik eden zayiflamis inflamasyon cevaplar gosterdigi bildirilmistir.

MRP1 (-/-) faredeki gozlemler MRP1 ekspresyonunun ve fonksiyonunun
azaldigim1 diisiindiirmektedir. Akciger ve karaciger i¢in karsinojen aflotoksin Bl
(mikotoksin) ile onun GSH konjugat: in vitro olarak MRP1 substratlaridirlar. Bu
sebeple MRP1 akcigerde aflatoksin Bl‘in zehirsizlestirilmesinde Onemli bir rol
oynayabilir. MRP1 (-/-) ve vahsi tip farelere sekiz ay aflotoksin verdikten sonra on iki
ay siiresince bir degisiklik goriilmemistir. Insan denekler bu 6lgiide maruz
birakilamadigindan etki 6l¢iilememektedir. Bu siire¢te NRF2’nin (niikleer faktor E2 p45
ilgili faktor) bircok gen icin transkripsiyon faktorii oldugu gozden kagirilmamalidir. Bu
genler antioksidan savunma ve detoksifikasyon isleminde rol oynarlar. NRF2 son
zamanlarda MRP1 igin bir transkripsiyon faktdrii gibi tanimlanmustir. Ilging olarak
sigara i¢ciminin basglamasiyla tetiklenen anfizemin ge¢ ve erken sathalari, vahsi tip
fareyle karsilastirilan NRF2 (-/-) farede daha iyi ayrilmistir. Inflamasyon hiicrelerinin
sayisinil baslica makrofajlar olustururlar ki, akciger dokusu ve bronsioalveolar lavaj

stvisinda NRF2 (-/-) farelerde ytiksektir (Deen M.V.D 2005).
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Sekil 2-4: insan Akcigerindeki ATP-baglayic1 Kaset Proteinlerinin imunohistokimyasal
Olarak Boyanmasi.( Deen M.V.D 2005).

A. Bronsiyel Epitelde P-gp’nin Apikal Ekspresyonu (KOAH hastas1 ; frozen section,
antibody C219),

B. Bronsiyel Epitelde MRP1’in basolateral Ekspresyonu (KOAH hastas1 ; antibody
MRPr1),

C. Bronsiyoalveolar lavaj Hiicrelerinde MRP1 Ekspresyonu (Saghkh Birey; antibody
MRPr1). Lu, lumen. Scale bar =25 pM.
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2.1.3.4. Malin Hastahklarda MRP1

Tomas ve arkadasi tarafindan insitu hibridizasyon mRNA kullanarak tiimor
epitelinde gosterilen negatif bir hibridizasyon sinyalinin major bileseni olan normal
epitelde MRP1 ekspresyonu yiiksek olarak belirlenmistir. Son zamanlarda yapilan bir
calismada 100 NSCLC tiimoriiniin hepsinde MRP1 pozitifdir. Ek olarak ekspresyon
diizeyi normal bronsial ve DNA diploid karsinoma hiicreleri karsilastirildiginda, DNA
anoploidilerde ii¢ kat yliksek bulunmus ve bu baglantiyla MRP1 geni 16.kromozoma
lokalize edilmistir. MRP1’in asir1 ekspresyonu, NSCLC hastalarina uygulanan

kemoterapide intrinsik direncin dnemli bir faktorii olabilecegi belirtilmistir.

Yiiksek MRP1 ekspresyonunun apopitozun artmasiyla sonucglanabilecegi
verapamil deneyleriyle, MRP1 transfekte edilmis bebek hamster bdbreklerinde
gosterilmistir. Verapamilin apopitoz yapict ajan gibi rol oynadigi deneyde MRP1
negatif hiicreler ve mutant MRP1 transfekte edilmis kontrol hiicreleri karsilagtirilmis, bu
duruma MRP1 tarafindan GSH'in tasinmasi sirasinda hiicre i¢i GSH'in azalmasi eslik
etmistir. Aslinda ekstraseliiler GSH miktarmin yiikselmesi ile hiicreyi 6liimden koruyan
mekanizmanin, MRP1 pozitif tiimorlerin tedavisi i¢in degerli olabilece§i ortaya

siirtilmiistiir.

Akciger kanser hiicrelerinde, ALL’de, HL60 kanser hiicre soyunda MRP1 gen
ifade diizeyleri yliksek olarak tespit edilmistir (Van der Kolk DM 1998, PEC M. K.
2002, Burger H 1994). MRP1 gen ifade diizeyleri, kolon karsinoma hiicre soyu olan
HT29 hiicrelerinde normal kolon hiicrelerinden 40 kat daha fazla, fonksiyonu ise 2 kat
daha hizli bulunmustur (KOK J.W. 2000). Glioma’da da MRP1 gen ifadesi bildirilmistir
(Calatozz C. 2005). AML’de MRP1 gen ifade seviyeleri yiiksek bulunmus ve tedavi ile
ilskilendirilmistir (Van der Kolk 2000).

2.1.3.5. Malin Olmayan Hastaliklarda MRP1

KOAH hastalar1 ile yapilan ¢alismada; brons epitelinde MRP1’in gen ifade
diizeylerinin azaldig1 ve bu azalan gen ifade diizeylerinin kot ciger fonksiyonlariyla
ilgili oldugu gosterilmistir. Ek olarak, bronsial MRP1 gen ifade diizeylerinin Real Time
PCR ile 6l¢iilen mevcut sigara i¢iciliginin MRP1 gen ifade diizeylerini etkilemedigi

gosterilirken, bu caligmanin aksine, bir bagka calisma da akcigerlerde MRP1'in
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fonksiyonel aktivitesinin sigara igiciligi ile olusan toksik bilesenlere karsi antioksidan

savunmada 6nemli bir rol oynayabilecegi savunulmustur (Deen M.V.D 2005, 2006).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarindan olan Crohn ve iilseratif kolit’te (Blokzijl
H. 2008), Ateroskleroz (Mueller C.F.H. 2008) ve Romatoid Artrit (Hider SL. 2006)

hastaliklarinda MRP1 gen anlatim seviyelerinin arttig1 yoniinde bulgular mevcuttur.

Sistemik lupus eritamatosusda yapilan arastrmada MRP1 fonksiyonunun uzun
siire kortikosteroid tedavide attig1 belirtilmektedir (Van der Kolk DM. 1998). Biitiin bu
hastalik gruplarinin ortak o6zellikleri ise MRP1 gen anlatim seviyelerinin artigmin

LTC4’e baglanarak inflamasyonda etkili oldugunun belirtilmis olmasidir.

Akciger epitelinde, glandlarda, alveolar makrofajlarda MRP1’in fonksiyonu;
hiicre i¢i toksik yapilarin atilmasi, antioksidan savunma veya LTC4’iin iiretimi ile
inflamasyonun gelisiminin saglanmasidir. MRP1 ekspresyonu akcigerde diger solid
organlardan daha yiiksektir. MRP1 ekspresyonunun fonksiyonel artiy veya azalisi
akciger hastaligimin ilerleme ve gelisiminde, hava kirliligi ve toksik ajanlarin

solunmasina kars1 korunmada etkili olabilir (PEC M.K. 2002 ).

GSH konjugatlar1 ve LTC4 MRP1’in 6zgiil konjugatlaridir. Ayrica konjuge
steroidler, E2 17 PG, Ostroron-3-siilfat, Dehidroepiandrosterone 3-siilfat, MRP1’in

endojen substratlarindandir.

Inflamatuar cevabin énemli mediyatdrlerinden biri olan LTC4 (Lokotrien C4)

MRP1’in endojen substratlarindandir.

LTC4, inflamasyon sahasina lokosit ve trombositlerin ¢agirilmasinda gorev alir
(Sekil 2-5). Astimda trombosit fonksiyonlar1 ve LTC4 seviyeleri artmaktadir. Yiiksek
LTC4 seviyeleri astim krizlerini tetiklemekte; hastaligin seyrini ve ilerlemesini
arttrmaktadir. Bu nedenle astimimn tedavisinde LTC4 reseptor antagonistleri ila¢ olarak
kullanilmaya baslanmis ve bu tedavinin steroid kullanimma yakin sonuglarinin oldugu

gozlenmistir (Yoshioka M 2009).



2.2. inflamasyon

Inflamasyonun vaskiiler ve hiicresel yanitlari, plazma hiicrelerinden ¢ikan ve
inflamatuvar bir uyaranla meydana gelen kimyasal faktorlerle ortaya ¢ikar. Inflamasyon

patolojisi, vaskiiler ve hiicresel olaylar olmak {izere iki ana grupta toplanmaktadir.

Inflamatuvar vaskiiler olaylar; vaskiiler akimm ve damar capmin artmasi ve
vaskiiler permeabilite artisidir. Hiicresel olaylar ise marjinasyon ve yuvarlanma (16kosit
gocii), adezyon, emigrasyon, fagositoz ve intravaskiiler yikim, l6kosit {riinlerinin
ekstravaskiiler salmimi olarak bes alt grupta degerlendirilir. Lokosit adezyon ve
migrasyonunda, adezyon molekiillerinin (selektinler) rolii vardir. Bu iki asamada

kimyasal aracilar iletisimi saglamaktadir.

Fosfolipidler

Endoplazmik Retikulum ve Niikleer Membranlar

¥

Sitozolik Fosfalipaz A,

e \.

Aragidonik Asit
l COX,:
Temel Bel
Trombosit Aktive Edici Faktor e Belregd
Vazodilatasyon
Bronkokontriiksiiyon 5 HPETE U\’a"hb'l"
Vaskiiler gecirgenligin artmasi
Trombosit agregasyonu / l
Kemotaxis A, PGHZ
/ l Vamd"atagyon l\ Vazokonsriiksiiyon
o A vir SO PGE, I'GFh
Kemotaxis Vazokonstriiksiiyon
Bronkospazm ]
Vaskiiler gecirgenligin artmasi Vazodilatasyon

Odem

Sekil 2-5: Arasidonik Asit Metabolitleri, Lokotrien Olusumu (WELLER P.F. 1983).
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Sekil 2-6: Inflamasyonun Kimyasal Aracilar1 Ve Lokotrien Yolagi

2.2.1. Inflamasyonun Kimyasal Aracilan

Kimyasal aracilar (medyatorler) hasarli dokudan, hiicrelerden veya plazmadan
koken alan cesitli maddelerdir. Sekil 2-6’da inflamasyonun kimyasal aracilar1 ve
l6kotrien yolag: goriilmektedir (Weller P.F. 1983, O’Byrne PM 1997)

1) Vazoaktif aminler;

histamin,
etkilidirler.

serotonin: Akut inflamatuvar ataklarda
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Vazodilatasyon permeabilite artis1 ile 6dem ve mukus sekresyonuna neden

olurlar.
2) Plazma proteazlar;

a. Kininler; bradikinin, serotonin: Hiicre aktivasyonunda gorevlidirler.

b. Kompleman sistemi; C3a, CS5a, C5b-9: Savunma mekanizmasinin
aktivasyonuyla immun yanit olusumunda gorevlidirler.

c. Koagiilasyon-fibrinolitik sistem (FDP): Fibrin yikim iriinlerinin artisi,
dolasimda hiicre aktivasyonlar1 sonucunda trombositlerin aktive olarak piht1 olusturmasi
ve olusan pihtmin eritilmesi i¢in fibrinolitik sistem enzimleriyle fibrin yikim tirlinlerinin

plazmada artmasidir.
3) Arasidonik asit metabolitleri (Sekil 2-5):

a. Siklooksigenaz yolu (prostaglandinler): COX 1 ve COX2 enziminin
etkisiyle PGG, olusumu ve buradan PGly(vazodilatasyonda), PGD,, PGE,, PGF,
vazodilatasyon 6dem yaparlar. Tromboksan A, vazokonstriiksiyon etkileri olusturarak

inflamasyona katilirlar.

b. Lipoksigenaz yolu (lokotrienler, 5-lipoksigenaz enzimi araciligiyla 5-
hiperoksi eikoza tetra enoik asit (HPETE) ve hidroksi eikoza tetra enoik asit (HETE)
olusur; sonrasinda ise LT A4 olusur. LTA4  metabolitleri olan LTC4 ve LTB4’e doniisiir.
Sisteinil lokotrienler vazodilatasyona ve diger hiicreleri (endotel, trombosit, 16kosit)

aktif hale gecirerek inflamasyonun gelisimine katkida bulunurlar.

4) Lokosit triinleri serbest-oksijen radikalleri: Hiicredeki protein ve lipitleri

etkileyerek inflamasyonu arttirirlar.

5) Trombosit aktive eden faktdor (TAF): Trombosit aktivasyonuyla,
trombositlerden ADP, LTC4 gibi koagiilasyona ve inflamasyona yol agan maddelerin
salgilanmasin1 saglar. Vazodilatasyon, bronko konstruksiyon, vaskiiler gegirgenlik,

kemotaksisi saglar.
6) Sitokinler : Hiicre aktivasyonu.
7) Bliyliime faktorleri : Rejenerasyon i¢in dnemlidir.

8) Diger aracilar (medyatorler)
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2.2.2. Alerjik inflamasyon

Alerjik inflamasyonun olusumunda ¢ok cesitli mediyatorlerin katkis1 vardir,
bunlar arasinda gii¢lii biyolojik etkileri nedeniyle lokotrienler onemli rol oynarlar.
Lokotrienlerin fizyolojik etkilerinin anlasilmasi yillar 6ncesine dayanmasina karsin tam
olarak tanimlanmalar1 uzun bir silirecin sonunda 20 yil kadar once gerceklesmistir

(Faruk Ozer 2005).

2.2.3. Lokotrienlerin Sentezi

Lokotrienlerin - 6nciil molekiilii fosfolipid yapisindaki arasidonik asittir.
Arasidonik asit reseptor aktivasyonu, antijen-antikor etkilesimi, mikroorganizmalar ve
fiziksel etkiler gibi ¢esitli biyolojik sinyallere yanit olarak fosfolipazlar (PLA2 ve PLC)
tarafindan fosfolipid tabakadan serbestlestirilir. Serbestlesen arasidonik asitten
eicosanoidler olarak bilinen farkli farmakolojik etkileri bulunan aktif molekiiller olusur.
Eicosanoidler arasinda bulunan ve prostanoidler olarak tanimlanan prostaglandinler
(PG) ve tromboksan A2 (TxA2) sentezi siklooksigenaz (COX) yolu ile olusurken,
l6kotrienler 5-lipooksigenaz (5-LO) enziminin baglattig1 metabolik siire¢ ile sentezlenir.
Aktive 5-LO hiicre membraninda iki ayr1 katalitik aktivite ile arasidonik asitten dnce
cok kisa yarilanma siliresine sahip unstabil bir ara molekiil olan 5-HPETE (5-
hidroperoksi eicosa tetraenoik asit) olusumu ve daha sonra 5-HPETE’nin epoksi
lIokotrien A4’e doniisiimiinde rol oynar. Lokotrien A4 biitlin l6kotrienlerin sentezinde
ortak ara basamak olup LTA4 hidrolaz araciligi ile LTB4’e ya da glutathion-S-
transferaz smifi bir enzim olan LTC4 sentetaz aktivitesi altinda gluthation ile konjuge
olarak peptidolokotrien LTC4’e metabolize olur. Olusan LTC4 ekstraseliiler ortama
taginarak burada y-glutamil transpeptidaz tarafindan sisteinil glisinil derivesi LTD4’e
dontstiiriiliir. LTD4’ten ise dipeptidaz aktivitesi ile sisteinil derivesi olan LTE4 olusur
(Sekil 2-5). LTC4 ile birlikte metabolitleri olan LTD4 ve LTE4 topluca “sisteinil
lokotrienler” ya da “peptidoldkotrienler” olarak tanimlanirlar (O’Byrne PM 1997,
Mayatepek E 1995, Hoffmann EF. 1998). Lokotrienlerin oncelikle mast hiicreleri,
bazofiller, eozinofiller ve makrofajlar gibi astim patogenezinde rolleri olan bir¢cok
enflamatuar hiicre tarafindan sentezlenebildigi bilinmektedir. Ayrica nétrofiller,
trombositler, lenfositler, endotel hiicreleri ve eritrositlerin de l6kotrienleri
sentezleyebildigi gosterilmistir (Henderson WR Jr.1994). Lokotrienler, birgok hiicre

tarafindan sentezlenmelerine karsin, sentezlenen lokotrien tipi ve miktar1 hiicresel
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degiskenlik gosterir. Cogu hiicre LTB4 ya da LTC4 sentezlemesine karsin, her ikisini
birlikte sentezleyemezler. Akcigerlerde sentezlenen LTC4, baslica aktive eozinofiller ve
IgE aracili uyar1 sonrasinda mast hiicrelerce sentezlenirken, LTB4 daha ¢ok nétrofiller

ve alveol makrofajlarindan kaynaklanir (Chung KF 1995).

2.2.4. Lokotrienlerin Yikimi ve Atilimi

LTB4, w-oksidasyona ugrayarak 20-OH ve 20-COOH metabolitlerine dontisiir
ve bu sekilde inaktive olur. Sisteinil l16kotrienler ise baslica {i¢ yolla yikima ugrarlar.
Birincisi LTE4’iin w-hidroksilasyonu ve karboksilasyonudur. Bu siire¢ sonunda 20-
carboxy-LTE4, 18-carboxydinor-LTE4, 16-carboxytetranor-LTE3 ile insanda
intravendz LTE4 uygulamasi sonrasinda idrarda saptanan baslica metabolitler olan 16-
carboxy-A13-tetranor-LTE3 ve 14-carboxyhexanor-LTE4 olusur. Ikinci yol, N-acetyl-
LTE4 olusumu olup bu metabolit de w-hidroksilasyon ve karboksilasyona ugrar.
Sonuncu yikim yolu ise hipoklorik asit iiretebilen aktive polimorf niiveli 16kositlerin
varlifinda myeloperoksidasyon olup, enflamatuar ortamda gerceklesir (Chung KF

1995).

2.2.5. Lokotrienlerin Biyolojik Etkileri

Lokotrienler lokal ya da sistemik etkileri ile genel olarak enflamatuar yanitta rol
oynayan ve bazi kronik enflamatuar hastaliklarin gelisiminden sorumlu mediatorlerdir.
Sisteinil 16kotrienlerin astim patogenezinde dnemli yeri bulunurken, LTB4’lin ise diger
enflamatuar siireclerde etkili oldugu ileri siiriilmiistiir (Mayatepek E 1995). LTB4’{in en
onemli biyolojik aktivitesi l16kositler ve notrofiller iizerine kemotaktik etkisidir. Ayrica
l6kositlerin endotelyal adezyonu ve ektsravaskiiler araliga migrasyonunu artirdigi
saptanmistir. Lokositlerden siiperoksid anyonlar1 ve c¢esitli graniil igeriklerinin

salmimini uyardig: bildirilmistir.

Lokotrienlerin insan akcigerinde notrofiller i¢in giiglii kemoatraktan oldugu
bilinmektedir. Nétrofillerin ise nokturnal astimda rolii oldugu ileri siiriilmiis ve fatal
astimda postmortem incelemelerde hava yollarinda yogun olarak bulundugu
gosterilmistir. LTB4 o6zellikle IL-5 ile aktive olmus eozinofiller i¢in de kemoatraktan
ozellige sahiptir. Ote yandan, LTB4’iin T lenfositlerce iiretilen ve alerjik hastaliklarda

gbzlenen eozinofilide rol oynayan IL-5 sentezini uyardigi, ayrica B lenfositlerin IgE
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sentezlemesini saglayan IL-4’iin etkisini kuvvetlendirdigi gosterilmistir ( Claesson HE
1999, Larsen JS 1996). Sisteinil lokotrienlerin hava yollarinda en iyi bilinen aktivitesi
diiz kas kontraksiyonudur (Sekil 2-7). Bronkokonstriktor etki gerek saglikli gerekse
astimli bireylerde in vivo kosullarda gosterilmistir. Hem biiyiilk hem de kiigiik hava
yollarinin diiz kaslarmin sisteinil 16kotrienlere konstriktor yanit verdigi in vivo ve in
vitro c¢aligmalar ile saptanmistir. Bu aktivitenin benzer etkili diger mediatorlere gore
ayirdedici 6zelliginin ¢ok daha uzun siireli olusu yaninda bilinen en gii¢clii endojen
bronkokonstriktor ajan olduklar1 bildirilmektedir. Histamin ile karsilastirildiginda
bronkokonstriktdr etkileri izole insan bronsu iizerine 1000 kat fazladir. In vivo
calismalarda ise LTC4 ve LTD4 inhalasyonu sonrasinda gdézlenen bronkokonstiktor
yanitin da histamine goére 1000-5000 kat daha gii¢lii oldugu saptanmistir. LTE4’iin
brokokonstriktor etkisi, in vitro kosullarda, LTC4 ve LTD4’iin etkilerne esit oldugu
halde, in vivo ortamda, LTD4’e gore 10 kat zayiftir; ancak etki siiresi daha uzundur
(Claesson HE 1999). Sisteinil l6kotrienlerin bronkokonstriktor etkileri kendi
farmakolojik 6zellikleri nedeniyle dogrudan oldugu gibi, kismen de endojen néropeptid
salinimini uyaric1 ozelliklerinden dolay1 indirekt olarak ortaya ¢ikar (Hay DW 1995).
Lokotrienlerin havayolu asir1 cevapliligi iizerine de etkilerinin oldugu ve histamine kars1

havayolu cevapliligii {i¢ kata kadar artirdiklar1 belirlenmistir (Faruk Ozer 2005).

Sisteinil lokotrienler, histamine gore 10-1000 kat daha kuvvetli olan
mikrovaskiiler permeabilite artis1 yoluyla damar disina enflamatuar hiicre gociini
kolaylastirarak ve plazma sizintisina neden olarak enflamasyonun yogunlagsmasina
katkida bulunurlar. Mukus hipersekresyonu l6kotrienlerin gerek goblet hiicreleri
gerekse submukoz glandlar iizerine etkileri sonucu ortaya cikar (Claesson HE 1999,
Chung KF 1995, Dahlen SE.1998, Larsen JS 1996, Churg KF 1997). Astimlilarda, 4
saat sonunda LTE4 inhalasyonunun, havayollarindaki eozinofil ve daha az oranda da
notrofil sayisinin artmasma neden oldugu brons biyopsileri ile gosterilmistir. LTD4’{in
in vitro kosullarda insan eozinofilleri i¢in oldukca giiclii ve spesifik kemoatraktan
ozelligi bulundugu, astimlilarda ise LTD4 inhalasyonunun indiiklenmis balgamda
eozinofil sayisini artirdigr saptanmustir. Sisteinil 16kotrienlerin eozinofil gogiinii
uyardigr kanitlanmig olmasmnma karsmm bu etkinin mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamis olmakla birlikte, dogrudan etkisinin yaninda, epitel hiicrelerinden IL-5
salmimini uyarma yolu ile olabilecegi de ileri siiriilmektedir. Havayolllarinda diizkas

proliferasyonu ve remodelling (yeniden yapilanma) gelisiminde katkilar1 olabilecegini
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gosteren bulgular da vardir (Claesson HE 1999, Dahlen SE.1998, Hay DW 1995).
Sisteinil lokotrienlerin, sonugta, astimin karakteristik 6zellikleri olan hava yollar1
obstriiksiyonu, brons asir1 cevapliligi ve eozinofil infiltrasyonu lizerine dogrudan etkili

oldugu anlagilmaktadir.

Artmis mukus sekresyonu  Azalmis mukus transportu  Katyonik proteinler
(epitelyal hiicre hasari)

Havayolu
epiteli

e
Eozinofil Duyusal C
gocii N ifleri

Damarlar @ s —Si5EGINI lokotrienler
\_——
54 I \ Diiz Kas
em % g
Enflamatuar hiicreler @ . )
(mast cells, eosinophils, vb.) (\} @ Kontraksiyon ve proliferasyon

Sekil 2-7: Sisteinil Lokotrienlerin Hava Yollar1 Uzerine Etkileri (Faruk Ozer 2005)
2.2.6. Lokotrienlerin Farmakolojik Etkileri

Stilfidopeptid LT'ler diiz kaslarda kasici etkilidirler. Bu etkinin mekanizmasi,
ekstreselliiler Ca™" 'la ilgili olmaksizin LT'lerin intraselliiler Ca™ ‘u etkilemesi ve onu
serbest birakmasina baghdir. Bu kasici etkinin Ca' ' kanal blokerleri ile kismen ve fakat
TMB-8 gibi intraselliiler Ca” ' antagonisti ile tamamen 6nlenmesi bu mekanizmay1
dogrulamaktadir (Sule Gok 1992). Holroyde ve ark. (Holroyde MC 1981) kimyasal
olarak saf LTC4 ve LTDt1'in insanlarda bronkokoristriktif oldugunu atopik olmayan
goniillillerde yaptiklar1 ¢calismalarda gosterilmislerdir. Bu etki, histamin ve metakoline
gore gec basglamakta, uzun slirmekte ve potensiyel yoniinden histaminden ¢ok daha
giiclii olarak ortaya ¢ikmaktadir. Invitro ¢alismalarda LT'lerin histamin ve metakolinin
bronkokonstriktdr yanitmi artirdid1 gosterilmistir (Holroyde MC 1981). Insanlarda

yapilan caligmalar, SRS-A'nin astimda esas rol oynadigi hipotezini desteklemektedir
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(Lee TU. 1981). LT'ler histaminden farkli olarak etkilerini daha ¢ok akcigerin periferik
hava yollarinda goéstermekte, histamin ise daha ¢ok santral hava yollarinda etkili
olmaktadir. Ani hipersensitivite olaylarinda bronkokonstriksiyon ile beraber mukus
artisginin da birlikte olusu LT'lerin bu etkide de rolii olabilecegini diisiindiirmiis ve bu
konuda yapilan ¢aligmalarda histaminden daha giiclii olarak mukus artisma yol agtigi
gosterilmistir (Gok S. 1992). Alerjik rinitli hastalarin burun sekresyonunda ve akut
astiml1 hastalarin plazmalarinda LT'lere rastlanmistir. Bisgaard ve ark. (Bisgaard H
1986) LTDA4'in topikal olarak uygulanmasi ile burun mukozasi kan akimmin ve burun
hava direncinin doza bagimli olarak arttigini, ancak histaminle goriilen kasint1 ve burun
sekresyonunda artis olmadigin1 gostermislerdir. Bu bulgular LT'lerin alerjik rinitteki
roliinii ortaya koymaktadir. LT'lerin pulmoner 6dem olugsmasinda katkis1 olabilecegi
deneysel olarak olusturulan akut akciger zedelenmesinde mikrovaskiiler permeabilitede
degisiklik yapmasinin gézlenmesiyle ortaya konmustur. Ancak bu etki, eksojen LT'lerle
olusturuldugu halde, endojen LT'lerin bu olaydaki katkilar1 agik olarak belli degildir.
Sulfidopeptid LT'ler deneysel olarak intratrakeal verildiginde LT reseptor blokeri ile
onlenen, indometazin ile dnlenemeyen doza bagimli olarak trakea mikrovaskiilatiiriinde
perméabilité artimi1 yapmustir. Antijenle karsilagsma sonrasi bronkoalveolar lavaj (BAL)
swvisinda histamin ve PG diizeyi ile birlikte LT diizeyinin de yiiksek bulunmasi, LT
salmiminimn hiicre aktivasyonu ve inflamatuvar hiicre sayisinda artma ile ilgili
olabilecegini vurgulamaktadir. Bakteriyel endotoksinlerin bazofillerden histamin,
notrofillerden de LT salinmasina yol agmasi, bakteriye ve enfeksiyonlara bagli olarak
gelisen astim ataklarinda LT'lerin rolii olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bununla birlikte,
LT'lerin etkilerinin ¢ok kisa siireli olusu ve antagonistleri ile olaym tamamen
onlenemeyisi, bu maddelerin ancak olay1 baslatmada rol oynadigin1 diisiindiirmektedir.
LT'lerin olusturduklar1 etkiler yoniinden aralarinda farkliliklar oldugu gibi bu etkiler
tiirler arasinda da farklidir. Ancak LT'lerin anestezi almis ve almamis hayvanlarda
akciger fonksiyonlarmi ayni derecede azaltmis olmalari bu etkilerin anesteziklerle
iligkili olmadigint gostermektedir (Gok S. 1992). Vaskiiler dokunun LT'leri
iiretebilecegi bulgusuna ek olarak damar diiz kas hiicrelerinde LT'lere 6zgii reseptorlerin
saptanmasi, bu maddelerin kan akimmin diizenlenmesinde ve damar direncinde rol
oynadiklarin1 gostermektedir. LT'ler izole kalpte negatif inotrop etki gosterirler ve
koroner kan akimini azaltirlar. Yapilan ¢alismalarda bu iki etkinin birbirinden bagimsiz
oldugu goriilmiistiir (Samuelsson B. 1987). Koroner kan akimini azaltmada gii¢ siras1

LTC s> LTD4>LTE 4 seklindedir.
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2.2.7. Lokotrien Reseptorleri

Lokotrienler biyolojik etkilerini 6zgiil reseptorleri aracilig ile gosterirler. Farkli
biyolojik aktiviteleri nedeniyle LTB4 ve sisteinil 16kotrienler i¢in iki ayr1 grup reseptor
varlig1 gosterilmistir. LTBy icin ¢esitli dokularda ve polimorf niiveli 16kositlerde BLT-
reseptor olarak adlandirilan yliksek afiniteli ve diisiik afiniteli olmak tizere iki farkli
reseptor tanimlanmistir. G-protein cifti yapisindaki LTB, reseptorlerin ligand baglama
calismalar1 ile basta polimorf niiveli lokositler ile bir¢ok dokuda bulundugu
saptanmistir. Yiiksek afiniteli BLT-reseptorler kalsiyum iyon mobilizasyonu ve
kemotaksise, diisiik afiniteli reseptorler ise hiicre degraniilasyonu ve oksidatif
metabolizmaya aracilik ederler (Claesson H.E. 1999, Dahlen S.E. 1998). Sisteinil
Iokotrien reseptorleri (CysLT), CysLT1 ve CysLT2 reseptorleri olmak iizere iki alt
gruba ayrilir. Farkl tiirlerin baz1 dokularinda her iki grup CysLT reseptorii de (guinea
pig trakeas1) bulunurken bazilarinda ise CysLT1 (insan bronslar1 ve rat akcigeri) ya da
CysLT2 (koyun trakeasi) reseptOriiniin agirlikli olarak bulundugu gosterilmistir. Bu
farklilik ayn tiir i¢inde de gozlenmistir. Sisteinil 16kotrienlerin insan hava yollarmdaki
hava yolu diiz kas kontraksiyonu, diiz kas proliferasyonu, plazma eksiidasyonu, mukus
hiper sekresyonu ve eozinofil gocii gibi ¢ofu biyolojik etkileri CysLT1 reseptorii
aracilif1 ile ortaya ¢ikarken vaskiiler etkilerinin gelisiminde CysLT2 reseptori rol

oynar(Claesson HE 1999. Dahlen SE 1997).

2.2.8. Lokotrien inhibitorleri

Lokotrienlerin astim patogenezinde rol oynayan dnemli ve giiclii mediatorlerden
oldugu bilinmektedir. Astimdaki hava yolu enflamasyonuna bagli akut ve kronik
degisikliklerin bir¢ogunun gelisimine lokotrienlerin katkisi konusunda kusku yoktur
(Claesson HE 1999, O’Byrne PM 1997). Bu nedenle astim tedavisinde lokotrien
aktivitesinin selektif olarak engellenmesi tizerinde durulmus ve buna yonelik ilaglarin
gelistirilmesi hedeflenmistir. In vitro ve hayvan ¢ahismalar1 bulgularina dayanilarak
kortikosteroidlerin fosfolipaz A2 enzimini inhibe ettigi ve lokotrienlerin olusumunu
engelledigine inanilmis ise de insan g¢alismalar1 kortikosteroidlerin in vivo lokotrien
sentezi iizerine c¢ok az etkili oldugunu gostermistir. Ayrica inhale kortikosteroid
tedavinin iriner LTE4 diizeylerini degistirmedigi saptanmistir. Bu nedenle giiglii

antienflamatuar etkilerine karsin, kortikosteroidlerin astimli hastalarda 16kotrien yolunu



27

etkilemiyor goriinmeleri dolayisiyla, bu noktada aktivite gésteren farmakolojik ajanlarin

gelistirilmesi lizerinde ¢alisilmistir (Claesson HE 1999, Dworski R 1994).

Lokotrien aktivitesinin modifiye edilmesini amaglayan ilaglar genel olarak
antilokotrienler olarak adlandirilirlar. Bu tiir farmakolojik yaklagimlar baslica iki strateji
gozetirler; bunlardan birincisi lokotrien sentezinin inhibisyonu, digeri ise 10kotrienlerin
reseptorlerine baglanmasminin bloke edilmesidir. Lokotrien sentez inhibitdrleri enzimin
aktif kismina baglanarak dogrudan ya da 5-lipooksigenaz aktive edici proteine (FLAP)
baglanarak indirekt yolla 5-lipooksigenaz aktivitesini engelleyerek etki etmektedirler.
Bu yolla hem LTB4 hem de sisteinil lokotrienlerin sentezinin engellenmesi miimkiin
olabilmektedir. Reseptdr antagonistleri ise sisteinil l6kotrienlerin ya da LTB4’iin 6zgiil
reseptorlerine kompetitif olarak baglanarak l6kotrienlerin biyolojik aktivitelerinin
ortaya cikisini engellemektedirler. Sisteinil reseptdr antagonistleri 6zgiil olarak CysLT]1
reseptoriinii bloke ederler. Cok c¢esitli antilokotrien molekiil iizerinde calisiimakla
birlikte bugiine kadar sentez inhibitorii olarak zileuton ile sisteinil 16kotrien reseptor
antagonisti olarak montelukast, zafirlukast ve pranlukast kullanima sunulmustur

(Chung KF 1995, Drazen JM 1997).

Astim tedavisinde amag¢ hava yollarinda mevcut enflamasyonun kontrol altina
almmasidir. Bu nedenle ulusal ve uluslararas1 astim tedavi rehberlerinde antienflamatuar
ilaglar ilk sirada Onerilmektedir (GINA 2007). Bunlar arasinda yer alan ve Oncelikle
onerilen kortikosteroidlerin hava yollarindaki inflamatuvar siire¢ iizerine etkileri
kanitlanmis olup kortikosteroidlerin astimin gerek uzun siireli kontrolii gerekse akut
ataklardaki etkinlikleri yaninda hava yolu enflamasyonunun direkt ve indirekt
belirteglerinde baskilanma sagladigin1 gdsteren ¢ok sayida arastirma mevcuttur
(Haahtela T. 1994, Rowe BH. 1992). Bu baglamda kortikosteroidlerin astimlilarin kan
ve balgam Orneklerinde eozinofil sayis1t ve ECP (eozinofilik katyonik protein)
diizeylerinde azalmaya neden oldugu da bu calismalarin bulgular1 arasinda yer
almaktadir (Oh JW 1999, Bacci E. 2002). Ancak alerjik enflamasyonun etkin
mediatorlerinden  sisteinil ~ lokotrienlerin ~ sentezinin  in  vitro  kosullarda
kortikosteroidlerce inhibe edildigi gosterilmesine karsin, in vivo ¢alismalarda bu etkinin
gozlenmedigi; yliksek doz oral kortikosteroid tedavisine ragmen astimlilarin hava
yollarinda sisteinil 16kotrienlerin saptandigi bildirilmektedir (Laviolette M. 1999,
Pavord 1.D. 1999). Bu nedenle astim tedavisinde kortikosteroidler yaninda bu noktada

etkili olmas1 beklenen antilokotrien ilaglar iizerinde durulmaktadir.
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2.2.9. IgE Aracih Alerjik Reaksiyon

Allerjen inhalasyonu, IgE aracili mekanizma ile cesitli hiicrelerde bir dizi
karmagik etkilesim sonucunda inflamatuvar ve norojenik mediatdrlerin salinimma yol
acmaktadir. IgE aracili alerjik reaksiyon erken ve ge¢ donem olmak iizere 2 asamada
gerceklesmektedir. Erken donemde mast hiicreleri ve bazofillerin aktivasyonuyla
mediatdrlerin salinimi ve bunlara bagh etkiler; ge¢ donemde ise salinan sitokinler ve
kemokinlerin de etkisiyle inflamatuvar hiicrelerin aktivasyonu sonucunda ortamda
eozinofil, notrofil, makrofaj, lenfosit ve trombositlerin toplanmasi s6z konusudur.
Alerjik hastaliklarda enflamasyon bdolgesinde T lenfosit infiltrasyonu olmasi T
hiicrelerin 6nemli rolleri oldugunu gostermektedir. Yardimci T lenfositler
sentezledikleri sitokinlere gore fonksiyonel olarak 2 alt gruba ayrilmaktadwr. Thl
hiicrelerin IL-2, IFN-y ve TNF-a olusturdugu, Th2 hiicrelerin ise IL-4, IL-5, IL-6, IL-10
ve IL-13 salgiladigi bilinmektedir. Her iki grup hiicreden IL-3 ve GM-CSF
yapilabilmektedir. IL-4 ve IL-13 birlikte IgE sentezinden sorumludur. IgE sentezi [L-12
ve IFN-y ile baskilanabilmektedir. IL-5 ise eozinofillerin farklilasmasi, aktivasyonu ve
belki de apopitozun inhibisyonu ile dokularda uzun siire kalmalarmi saglayan temel
selektif biliylime faktoriidiir. Son yillarda yapilan calismalarda, havayolu alerjik
enflamasyonunda IgE sentezi ve eozinofilik cevapta yer alan allerjen 6zgiil Th2
hiicrelerin temel role sahip olduklar1 diigiiniilmekte olup alerjik hastaliklarin gelisimine
yatkim olan atopik yapili bireylerde oncelikli olarak Th2 hiicrelerde aktivasyon oldugu
ve boylece inflamatuvar olaylar zincirinin basladig1 kabul edilmektedir (sekil 2-8)(Sin

B.A 1999, Ricci M. 1993, Van Cauwenberge P. 1999, Wanga Y. 2008).
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Sekil 2-8: Solunum Yolu Epitelyal Hiicrelerinin Astim Ve Alerjik Rinit Gelisimindeki
Rolleri (Wanga Y. 2008)

2.3. Astim

2.3.1. Giris

Astim kronik hava yolu inflamasyonu, diffiiz reversibl hava yolu obstriiksiyonu

ve brons asirt duyarliligi ile karakterize edilen bir hastaliktir.

Hava yollarinin (trakea, bronsiol, bronkus, son bronsiol) ana fonksiyonu,
akcigere alinan ve akcigerden atilan havayi iletmek ve solunan havanin igerigine karsi
ilk savunma hattin1 olusturmaktir. Hava yollar1 oksidatif stres iireten ajanlara, kirletici,
irrite edici patojenlere siirekli olarak maruz kalir ve bu nedenle solunum sisteminin

yiizeyinin kompozisyonu ¢ok 6nemlidir (Deen M.V.D 2005).

Sadece hava yollarindaki hiicreler degil dolasimdaki hiicreler de akcigerin

kanlanmas1 ve maruz kaldig1 ajanlarin etkilerini kana gegirmesi sebebiyle patojen
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ajanlardan ayni oranda etkilenirler. Bu nedenle, astimli kisinin kronik hava yolu
inflamasyonu sonucu kandaki lokositleri ve savunmada, detoksifikasyonda devreye

giren mekanizmalar1 sistemik olarak da etkilenir.

Ust solunum yollar;; mukus salgilayan Goblet hiicreleri ve Cilial hiicreler gibi
ozellesmis hiicre tiplerini igerirler. Alt solunum yollarinin (respirator bronsioller, alveol
kanallari, alveol keseleri) isleyisi ise difflizyon ile gaz degisimine katilir. Alveollerin
epitel ylizeyi temel olarak iki tip hiicreden olusurlar; birinci tip hiicre alveolar epitel,
ikinci tip hiicre, kiibik alveolar epitel hiicreleridir. Birinci tip hiicreler dista yassilasmis
ve bu yolun toplam alveol yiizeyinin %95°1 kadarmi olustururlarken, ikinci tip hiicreler

daha cokturlar ve siirfaktan tiretirler (Deen M.V.D 2005).

Diffiiz reversibl hava yolu obstriiksiyonunda, duyarl kisilerde nobetler halinde
gelen hirilt, nefes darligi, gogiiste sikisma hissi ve oksiiriik yakinmalar1 vardir; bunlar
ozellikle gece, sabaha kars1 goriiliirler. Spontan veya ilaglarla tamamen ya da kismen

giderilebilirler.

GINA (Global Strategy for Asthma Management and Prevention) 2007
verilerine gore astimin diinyadaki farkli bolgelerde goriilme sikligi: Yeni Zelanda ve
Pasifik adalari’'nda >%10, Giiney Asya, Kuzey Amerika Kizilderilileri ve Eskimolar’da
<%1, Avrupa’da %S5-10, Tirkiye’de c¢ocuklarda %5-10, eriskinlerde >%35 olarak

belirlenmistir.

Kisisel risk faktorleri; genetik yapi, atopi, brons hiperaktivitesi, cinsiyet ve etnik

koken olarak siralanabilir.

2.3.2. Astima Yol Acan Cevresel Etkenler

Allerjenler, solunum sistemi enfeksiyonlari, sigara, hava kirliligi, meslek,
sosyoekonomik diizey, aile biiyiikligii, diyet, obezite astimimn gelisimini etkileyen
cevresel etkenlerdir. Astimi tetikleyen ajanlar arasinda ise allerjen olarak ev tozu
akarlari, ev hayvanlari, hamam bdcekleri, kiif mantarlari, polenler yer alirken, solunum
yolu inflamasyonu, egzersiz, hava kirliligi, besinsel katki maddeleri ve ilaglar da astimin

tetikleyici ajanlar1 arasinda yer alirlar.
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Astimm taniminda 6nemli yer tutan parametreler arasinda siralanan solunum
foksiyon testinin (SFT) ol¢iimleri FEV1 (birinci saniye zorlu eksprasyon hacmi), PEF
(tepe akim hizi) hava yolu obstriikksiyonu ve rezerv kapasitesi hakkinda bilgi
vermektedir. Astim tanisinda klinik Oyki, fizik muayene, degisken ve diizelebilen
havayolu tikanikligi, hava yollarmin asir1 yanithligir astimin temel fizyolojik kanitlar
arasinda dikkate alinir. Bu arada olasi1 alternatif tanilarin diglanmasi ve su semptomlar
onemlidir: Tekrarlayici karakterde; ndbetler halinde olmasi, daha cok gece ve/veya
sabaha kars1 gozlenmesi, kendili§inden veya ilaglarla hafiflemesi veya kaybolmasi,
yakinmalarin olmadigi, mevsimsel degiskenlik gdosterebildigi donemlerin varligi

Onemlidir.

Astim tedavisinde yukarida bahsi gecen durumlar hedef alinarak farkli
yaklagimlar getirilmistir. Steroidler; inflamatuvar hiicrelerin brons mukozasinda
birikimi, bu hiicrelerin aktivasyonu ve mediatér salinimini onler, mikrovaskiiler sizinti
ve 0demi azaltir, brons diiz kasinda beta 2 reseptor sayisini arttirir, sistemik steroid
tedavisi atagin agirlasmasini ve erken rdlapslar1 Onler, morbiditeyi ve acil servise
basvuru sayisini azaltir, lokotrien reseptor antagonistleri; sisteinil lIokotrienlerin hedef
hiicrelerde baglanarak etkilerini gosterdikleri 16kotrien resptorlerini bloke ederler,
eozinofilik enflamasyonu Onlerken, vaskiiler permeabilite, mukus sekresyonu ve
bronkospasm da diizelme saglarlar. Aspirin ve egzersiz astmasinda, hafif persistan
astmada ve inhaler steroid dozunun yiikseltilmek istenmedigi durumlarda diisiik doz
inhaler steroidle birlikte kullanilabilirler, beta 2 agonistler; adenil siklaz1 aktive ederek
siklik AMP’yi arttirirlar ve bronkodilatasyon yaparlar, mast hiicresinden mediator
salmimini inhibe ederler, mukosilier klirensi arttirirlar, vaskiiler permeabiliteyi

azaltirlar, kolinerjik noral iletiyi inhibe ederler (Churg K.F. 1997, Ricci M. 1993).

Astimli havayolundaki inflamatuvar hiicreler; mast hiicreleri, eozinofiller, T

helper 2 lenfositler, dendritik hiicreler, makrofajlar, nétrofillerdir (Sekil 2-9).



32

Antijenler

dofe! |

& Adezyon
_ Molekiilleri

Sekil 2-9: Astimh Havayolundaki inflamatuar Hiicreler (GINA 2006).
2.3.3. Astim Patogenezinde Yer Alan Hava Yolu Yapisal Hiicreleri

Astim patogenezinde; hava yolu epitel hiicreleri, subendotelyumdaki diiz kas
hiicreleri ve vaskiiler endotel hiicreleri; astimda kronik hava yolu inflamasyonunda ise

mast hiicreleri, eozinofiller ve T-lenfositler rol oynar (Sekil 2-9).

Havayolu epitel hiicreleri, viriis ve hava kirliligi ile iliskili olarak inflamatuvar
protein lUretiminde gorev alirlar. Havayolu diiz kas hiicresi inflamatuvar protein
iretiminde gorev alirken, endotel hiicresi inflamatuvar hiicre toplanmasinda rol oynar.
Fibroblast ve miyofibroblast konnektif doku tliretimini, hava yolu sinirleri inflamatuvar

noropeptid tiretimini saglarlar (Sekil 2-9).

Alerjik astimda immun cevaba kars1 antijen sunan hiicreler tarafindan allerjenin
taninmasiyla birincil immun yanit gerceklesir. Cevresel ve genetik faktorler bu cevapta

etkilidirler. Bu yanitta Th2 hiicreleri aktive olurlar (GINA 2006).
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Sekil 2-10: T lenfosit Aktivasyonu Sonucu Gelisen Olaylar Ve inflamasyon (GINA 2006).

Th2 hiicre aktivasyonuyla salgilanan sitokinler (IL-3, IL-5, GM-CSF)
eozinofillerin goclini ve aktivasyonunu saglarlar. IL-3 ve CSF mast hiicre
aktivasyonuna sebep olarak histamin, LTC4, PGD2 araciligiyla, akut inflamatuvar
ataklarm gelisiminde etkili olarak bronkospazm, vazodilatasyon, permeabilite artisi,
0dem ve mucus sekresyonuna sebep olurlar (Sekil 2-10). IL-4 IL-13, IL-5 GM-CSF ve
IL-3 allerjenler tarafindan aktive edilen T hiicrelerinden salgilanirlar. IL-4 aracili hiicre
tetiginin ¢ekilmesi allerjene 6zgli IgE yapimini baslatir. Bu asamada atopi gelisir ve
alerjik semptomlar gelismeksizin bir siire devam eder; IgE yiiksek affinite ile mast
hiicresindeki reseptoriine baglanir. Mast hiicresinde IgE molekiiliine allerjenlerin
baglanmas1 mast hiicre aktivasyonu ve degraniilasyona yol acar. Bu durum histamin,
sitokin ve PAF salgilanmasi ile degisik etkilerin ortaya c¢ikmasma ve dolayisi ile
bronkokonstruksiyon, vazodilatasyon sinir sitlimiilasyonu mucus sekresyonuna yol agar.
Gegc yanit; eozinofiller gibi inflamatar hiicrelerin akcigere girmesiyle baslar ve endotel
hiicreleri T hiicrelerinin aktivasyonuna yol agar. Astimda hava yolu daralmasinda diiz
kas kontraksiyonu, 6dem, yeniden yapilanmaya bagli duvar kalinlagsmasi, mukus

hipersekresyonu ve tika¢ olusumu s6z konusudur (Sekil 2-8)(GINA 2006).
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2.3.4. Alerjik Astimda Lokosit

Astimda eozinofiller negatif bir role sahiptirler. Eozinofiller tarafindan uyarilan
bronsial hiper aktivitenin artisiyla bronsiyal epitel tabakasmin yeniden yapilanmasina;
IL-51n eozinofiller tarafindan salgilanmasi gecikmis astim yanitinin gelismesine neden
olur. Eozinofil akiimiilasyonu alerjik astimin inflamasyonunda 6nemlidir. Kan damarlar1
endotelinde eozinofillerin adezyonu, alerjik inflamasyonda eozinofil akiimiilasyonunun
kritik agsamalarindan birisini olusturur. Eozinofiller, 16kositler gibi adezyon molekiilleri
aracilifiyla endotel hiicresine yapisirlar ve inflamasyon bolgesine go¢ ederler ve ilk
asamada spesifik karbonhidrat yapisiyla aktive olmus endotelyum iizerindeki selektinle

etkilesirler. Eozinofillerin adezyonunda E, P ve L selektinlerin rolii vardir.

Diger taraftan, eozinofillerin trombositlere baglanmasi, astimda adezyondaki
artis nedenlerinden birini olusturmaktadir. Saglkli kisilerde eozinofiller genellikle
trombositlere baglanmazken, alerjik astimda baglanmalar1 trombositleri aktive eder.
PAF ve IL-5 artisiyla eozinofillerin trombositleri aktiva etmesi saglanir (Sin B.A. 1999,

Gok S. 1992).

2.3.5. Astimda Trombosit Aktivasyonu

Inflamatuvar hastaliklarda ve 6zellikle alerjik astimda trombosit fonksiyonunun
ve davranisinin degisimi ile trombosit aktivasyonu gosterilmistir. Astim ataklari
sirasinda akciger subendotelyumunda lokalize olmus trombosit ve intravaskiiler
kompartimanda trombositlerin varligi gosterilmistir. Ayrica trombosite 6zgiil sekratuar
graniil Uriinleri astim semptomlar1 esnasinda artmaktadir. Bu durum intravaskiiler
trombosit aktivasyonunu gostermektedir. Bu asamada ozgiil kimyasal aracilar ve
Trombosit Faktor-4(PF-4) ve Beta Tromboglobulin(BTG) salgilanir (Tutluoglu B.
2005). Trombosit aktivasyonu, allerjenle karsilagildiginda kisa bir siirede (10 dk.
icerisinde) gerceklesir. Alerjik astimda trombosit aktivasyonunun allerjenlere karsi
cevapta dogrudan iliskili oldugu gosterilmistir. Alerjik astimlilarin  trombosit
yilizeylerinde yiiksek afiniteli IgE reseptorii bulunmaktadir. Astim hastalarinda IgE

araciligiyla trombosit aktivasyonu sonucu inflamatuvar aracilar serbest kalirlar.

Alerjik inflamasyon deney modelinde, pulmoner 16kositlerin trombositlerle P-
selektin araciligiyla yapistig1 belirtilmistir. Boylece P-selektin ekspresyonu yiikselir;
eozinofil-trombosit baglanma kapasitesinin artmasi, ikincil yanit ve ge¢ yanitta

sirkiilasyondaki trombosit ve eozinofillerin sayisinin artmasmi saglar. Allerjen etki
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sonrast dolasimdaki trombosit 10kosit kompleksinde trombosit formu degiskendir ve
bdylece trombosit, endotel ve eozinofil yiizeyine tutunabilir. Intravaskiiler trombosit
aktivasyonun, allerjene karsi verilen inflamatuvar yanitin artefakti olmadigi daha 6nce

gosterilmistir.

Trombosit aktivasyonu, erken astmatik cevapta dakikalar igerisinde birincil ve
ikincil yanitin her ikisinde de gerceklesir. P selektin ekspresyonu, trombosit
aktivasyonundan sonra hizla olusur ve P selektin trombosit yiizeyine ¢ikar. B-TG
diizeyleri P-selektin ekspresyonu takiben pik yapar. Antijen intravendz olarak
verildiginde ise trombosit birikimi gergeklesir ve bdylece mast hiicrelerinden histamin
salgilanir. Astimda allerjene maruz kalmayi takiben, inflamatuvar cevabi trombositler
devam ettirirler. Bu, kemotaksisde trombositlerin roliinii aydinlatir(dokuya dogru
goclinii Onerir) ve bdylece antijen sunan hiicreler ve T hiicresine karsi uyar1 sinyalini
gelistirir. Trombosit 10kosit iligkisinin artmasi, allerjene maruziyet sonrasinda 24 saat

icerisinde gelisir (Sekil 2-11) (Pitchford S.C. 2006).
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Astimda aktivasyonlar1 ve fonksiyonlari ile yer alan trombositleri yap1 fonksiyon
ve hiicre etkilesimleri igerisinde incelemek mekanizmay: aciklamak acisindan faydali

olacaktir.
2.4. Trombosit Yap1 ve Fonksiyonlarn
2.4.1. Trombosit Yapilan

Hemostaz mekanizmasinin ti¢ dnemli 6gesi damar yapilari, koagiilasyon sistemi
ile trombositler ve fibrinolitik sistemdir. Travma, damar hasar1 sonucu olusan
vazokonstriiksiyona ve kan akiminin yavaslamasina neden olur. Trombositler hasarli
bolgeyi reseptorleriyle fark ederler ve endotele yapisirlar. Adezyon ve agregasyonu
takiben trombositlerden salinan maddeler hem koagiilasyonda hem de inflamasyonda
yer alan maddelerdir: serotonin, ADP, Ca, fibrinojen, PF4, BTG, Fak V bunlardan
birkagidir (Paul A. 2007, Furman M.I. 1997, Von Hundelshausen P. 2007). Koagiilan

maddelerin salinimi sonunda fibrin olusumu ile hasarli bolge kapatilir (Sekil 2-12).
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Inflamasyon ve koagiilasyon etkilesimini incelerken inflamasyonda artan ve
azalan ajanlarin ayn1 zamanda koagiilasyonda rol alan ajanlar oldugu dikkati ¢eker. Bu

ajanlar1 siralayacak olursak;

inflamasyonda artanlar

e Doku faktorii (trombin)
e Negatif yiiklii zar lipitleri
e Trombosit aktivitesi

e Fibrinojen

inflamasyonda azalanlar

e Trombomodulin

e Endotel hiicreleri protein C reseptorii (almaci)
e Aktive protein C yarilanma dmriinde kisalma
e Protein Z

e Damarsal heparin benzeri molekiiller

e Fibrinoliz (PAI-1 artis1)

Trombin, koagiilasyonda (fibrinojenden fibrin olusumunda), pihtilasma
faktorleri V, VIII, XI, XIII ve trombositleri aktive ederek prokoagiilan bir etkiye
sahiptir. Trombin; lokositlerin adezyon ve aktivasyonunu arttirarak inflamasyonu da
arttirrr. Trombin aktivasyonu giiclii bir notrofil agonisti gibi davranan trombosit
aktivator faktorii (TAF) tiretimini arttirir. Notrofiller selektinlere baglandiginda bu etki

daha da artar.

Selektinler, lokosit ve endotel hiicreleri iizerindeki karbonhidrat baglarma
baglanarak, 16kosit trafiginin diizenlenmesine katkida bulunurlar. Trombosit ve
endotelde bulunan P-selektin, trombin, histamin, protein kinaz C, kompleman gibi
medyatdrlerle uyarilabilir. Hiicre aktive oldugunda yiizeye ¢ikarak 16kositlerin endotele
yapisarak yuvarlanmasinda rol oynar. Trombositlerin trombinle aktivasyonu hem doku
faktorii iretimini arttiran CD40 ligandim1 aciga c¢ikarr hem de IL-6, IL-8 gibi
inflamatuvar sitokinleri arttirr. IL-6’nin artiginin trombosit aktivitesini arttirdigi

gosterilmistir. Bu durum ise inflamasyon ve tromboz iligkisini gosterir.
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Trombosit aktivasyonu bazi hastaliklarda artarak hastaligin seyrini onemli
derecede etkiler. Diyabet (Feng B 2009), ateroskleroz (Furman ML 1998), astim
(Tutluoglu B. 2005), tikanma(strok) (Ince B 1999) bu hastaliklar arasinda yer alir.

Ortalama sayilari insanda 300000/mm’ olan trombositler, periferik yaymada

kiiciik noktaciklar seklinde goriiliir ve 2-5 p. ¢ap, 5-7 p® hacimleriyle viicudun en
kii¢iik kan hiicreleridirler. Trombosit yapimi trombopoetin (TPO) tarafindan diizenlenir.
Dolasimdaki omiirleri 8-10 giin kadar olup, bu siire sonucunda yaslanan trombositler
dalakda dolasimdan ayiklanirlar. Yaslanan veya aktive olan trombositlerde fosfatidil
serin trombosit yiizeyine ¢ikar. Aneksin V; apopitozun baglamasi sonrasinda, trombosit
yilizeyine ¢ikan fosfatidil serin(kismen) ve eksi yiiklii fosfolipitlere kuvvetli duyarhlik
ile kalsiyum baglar. Anneksin V bulunduran trombositler retikiiloendotelyal sistem

elemanlari tarafindan dolasimdan uzaklastirilirlar (Feng B 2009, Gawez M. 2001).

Trombositin ii¢ farkli yapidan olustugu sdylenebilir: Hiicre zari, kanalikiiler

sistem ve graniiller (Sekil 2-13).
2.4.1.1. Hiicre Zan

Hiicre zari, trombosit fonksiyonunda 6nemli rol oynar. Hiicre zarinda c¢ok
miktarda fosfolipid ve daha az miktarda ise glikoprotein bulunmaktadir. Glikoproteinler
normal endotel ylizeyine degil de hasarli bolgeye baglanirlar. Glikoprotein-Ib(GP-Ib)
trombositin  kollajene baglanmasini, Glikoprotein-IIb(GP-1Ib) trombositin Von-
Willabraund Faktor(vWF)’e baglanmasini, Glikoprotein-Illa(GP-I11a) ise trombositin

trombosite fibrinojen molekiilii araciligiyla baglanmasini saglar (Sekil 2-14).

2.4.1.2. Kanalikiiler Sistem

Prostaglandin ¢evirici enzim ve kontraktil kalsiyum igerir.

2.4.1.3. Graniiller

Yogun Graniiller; Serotonin, adenozin di fosfat(ADP), Ca+2 igerirler.
a-Graniiller; trombosite 6zel proteinler olarak Trombosit faktor-4(PF-4), Beta-

tromboglobulin (B-TG), Trombospondin, Trombositten Tiireyen Biiyiime Faktori
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(PDGF), plasma proteinleri ile homolog olan fibrinojen, fibronektin, plazminojen,
faktor I(Fak.I), faktor V(Fak V), faktor VIII(Fak.VIII), Von Willabrand Faktor(vWF) ve
heparini notralize eden protein igerirler (King S.M. 2009).

Asit Hidrolaz Iceren Graniiller (lizozom); Endoglikozidaz ve Heparin

icerirler.
Mikroflamentler
) J Plazma Membrani
Mitokondrion
Yogun Bdige o L
gl Graniiller
Glikojen
Yogun Golgi
Tiibiiler Bélgesi
Sistem
Mikrotiibiiller

Acik Kanalikiiler Sistem

Sekil 2-13: Trombositin Morfolojik Yapis1 Ve Hiicre I¢i Yapilar1 (Greer J.P 2008).

2.4.2. Trombosit Fonksiyonlari

Trombositler adezyon ve aktivasyonu takiben sekresyon ve agregasyon
ozellikleriyle fonksiyon goriirler. Travma ile damar hasar1 sonucu olusan
vazokonstriiksiyon, kan akimmin yavaslamasmna neden olur. Trombositler hasarli
bolgeyi reseptorleriyle tanirlar (Sekil 2-14) ve endotele yapisirlar. Adezyon ve
agregasyonu takiben trombositlerden salinan maddeler hem koagiilasyonda hem de
inflamasyonda yer alan maddelerdir. Serotonin, ADP, Kalsiyum(Ca), fibrinojen, PF4,
BTG, Faktor V bu siirecte salgilanan bilesiklerden bazilaridir.
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Sekil 2-14: Trombosit Adezyon Aktivasyon Ve Agregasyonda Trombosit Membran
Glikopoteinlerinin Rolii (Camacho A. 2000).

2.4.2.1. Adezyon ve Aktivasyon

Tromboplastin, kollajen ve epinefrin (adrenalin) gibi doku hasar1 sonucu ortaya
cikan agregan maddeler aracilifi ile aktive olan trombositler, hasarli yiizeye
membranlarindaki  glikoprotein  reseptorleri  aracihigi  ile  yapismayi(adezyon)

gerceklestirirler (Greer J.P 2008).

Sekil degisikligi ile birlikte trombosit membranindaki Gpllb/Illa sayis1 artar ve
P selektinin ylizeye go¢ etmesi ile birlikte trombosit yapigsma 6zelligi kazanir (Sekil 2-
15 ve Sekil 2-16). Aktivasyon siirecinde trombosit graniillerindeki Ca, ADP, seratonin
gibi kemoatraktan ve agregan maddeler vasitasi ile trombosit ve 16kosit go¢ii saglanir.

Aktivasyon siireci, hasarli bolgede tikag olusumuna kadar devam eder.
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Sekil 2-15: Trombosit Aktivasyonu Sonucu Meydana Gelen Degisiklikler (Khan M. I. G.
20006).

Taramali Mikroskop

Sekil 2-16: Inaktive (A) Ve Aktive (B) Trombositlerin Taramah Ve Transmisyon Elektron
Mikroskobu Goriintiileri (Greer J.P 2008).
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Trombosit aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikan 6nemli degisiklikler

1) Trombosit glikoproteinlerinin yeniden yapilanmasi,

2) Reseptorlerin molekiiler konformasyonlarinda degisiklikler,
3) Grantil igeriklerinin salgilanmasi,

4) Trombosit kaynakli mikropartikiillerin olusumu,

5) Lokosit-trombosit kompleksleri (Lokosit-trombosit agregatlari),

olusumudur.

Trombosit fonksiyonlarmin degerlendirilmesinde kanama zamani, agregasyon
calismalari, trombosit fonksiyon analizorleri, serum veya idrarda trombositlerin
aktivasyonlar1 ile ortaya ¢ikan iirlinlerin 6lgtimii gibi klasik yontemler gliniimiizde de
kullanilmaktadir. Akan hiicre 6lger kullanilan (Flow Cytometric) yontemler, 6nemli
avantajlarlara sahiptirler. Ornegin agregometre ile yapilan trombosit agregasyon
calismalarinda trombositlerin reaktivitesi (agonistlere olan agregasyon cevabi)
degerlendirilebilirken, akan hiicre dlger ile trombositlerin reaktivitesi yaninda istirahat

halindeki aktivasyon durumlari da degerlendirilebilmektedir (Krueger LA 2003).

Trombosit Aktivasyon Gostergeleri

Aktivasyona bagimh integrin a,,/p3 (GPIIb/II1a kompleks, CD41/CD61)’de

konformasyon degisikliklerinin belirlenmesi:

/B3 ‘e karsi gelistirilen monoklonal antikorlarin ¢ogu istirahat halindeki
trombositlere baglanirken, monoklonal antikor PACI, bu integrinin, trombositlerin
aktivasyon durumunda konformasyon degisikligine bagli ortaya c¢ikan fibrinojen
baglanma bdlgesine karsi gelistirilmistir (Shattil S.J. 1985). Bu yiizden PACI, istirahat
halindeki trombositleri baglamayip sadece aktive trombositleri baglar. Diger oyw/Bs3
aktivasyon bagimli monoklonal antikorlar, a,/B3’e ligand baglanmasi sonucu gelisen
konformasyon degisikligini (ligand induced binding site-LIBS) taniyan antikorlar
(Frenlinger A.L. 1988) ve fibrinojene bagl reseptor etkisiyle gelisen konformasyon
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degisikligini(receptor induced binding sites-RIBS) taniyan antikorlardir (Zamarron C.
1990).

Aktivasyon ile trombosit membran yiizeyine c¢ikan graniil mebran

proteinlerin belirlenmesi

Bu amagla en sik kullanilan monoklonal antikorlar alfa graniil membran proteini
P selektine(CD 62P) kars1 gelistirilmis olanlardir. P selektin, istirahat halinde
trombositlerin alfa graniill membranmnm bir bilesenidir, ancak trombositlerin
aktivasyonu sonucu alfa graniil sekresyonu ile trombosit yiizey membranina go¢ eder.
Boylece P selektine 6zel monoklonal antikorlarin kullanimai ile degraniile (aktive olmus)
trombositler hiicre akim dlger ile gdsterilebilir. In vivo degraniile trombositler hizl1 bir
sekilde yiizey P selektinlerini kaybederler, fakat P selektinler dolasimda kalmaya devam
ederler ve fonksiyon goriirler (Simon C. 2005).

Trombositten zengin plasma, yikanmis trombositler ve tam kan trombositlerin

akan hiicre Olcer ¢calismalarinda kullanilmaktadir.

2.4.2.2. Sekresyon

Trombosit aktivasyonu ile graniillerdeki maddelerin salindig1 belirtilmisti.
Salmman maddeler: ADP; adezyon, agregasyon, trombosit sekil degisikliginde rol oynar,
trombosit faktor 4(PF4); heparin baglar, kemotaktik etkiyi arttirir, kollejenazi inhibe
eder, elestazi uyarir, trombosit kaynakli biiyiime faktorii(PDGF); trombosit makrofaj ve
endotelden salinir, kemotaktik faktorleri etkiler, mitozu hizlandirir, Trombosit aktive
edici faktéor (PAF); Membran lipidlerinden tiirer, trombositte reseptorii vardir,

trombosit, notrofil, eozinofil, monosit, endotel hiicresi ve mast hiicrelerinden salgilanir.

2.4.2.3. Agregasyon

Trombositler membranlarindaki Gpllb/Illa ile fibrinojen kopriisii araciligi ile

birbirlerine yapisarak trombosit agregatlarini olustururlar (Sekil 2-15, 2-16).
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Sekil 2-17: Agrege Olmus Trombositlerin Elektron Mikroskobunda Goriiniimleri (Greer
J.P 2008).

Trombosit agregasyonunun tespiti i¢in agregometre cihazlar1 kullanilir.
Trombositler ADP gibi uyaranlar ile uyarilarak agregasyonlar1 tetiklenir ve agregasyon
takip edilerek bir agregasyon egrisi elde edilir. Bu agregasyon egrisi degerlendirilerek
trombosit fonksiyonlar1 hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Agregasyon egrisinin
degerlendirilmesi, egrinin amplitiitiiniin ve egiminin degerlendirilmesi sonucu yapilir.
Strok ve koroner kalp damar tikanikligi gibi hastaliklarda agregasyon artisi tespit
edilmistir. Baz1 kalitsal trombosit hastaliklarinin tespiti i¢in farkli uyaranlar kullanilarak

agregasyon egrisi degerlendirilir (Tutluoglu B.2005, Greer J.P 2008).

2.5. Trombosit Lokosit Etkilesimi

Trombosit aktivasyonu, aralarinda 16kositlerin de bulundugu, dolasimdaki diger
hiicrelerden ve endotelden etkilenir. Trombosit 16kosit komplekslerinin varligi bir ¢ok
hastaligin belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Trombosit 10kosit agregatlar1 inflamasyon
ve koagililasyon artisinin bir gostergesi olarak kabul edilen parametreler arasinda yer
alir. Koroner arter hastaligi(KAH)’nda trombosit-lokosit agregatlarinin varligr ve

dolagimdaki oranlarinin artmasi hastalik belirteci olarak saptanmustir.
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Trombosit agregasyon ve aktivasyon siireci ve etkileri Sekil 2-19’da

gosterilmistir.

Trombositler ve lokositler salgiladiklar1 maddelerle de birbirlerini etkilemekte,
inflamasyon, adezyon ve hiicre gociine sebep olmaktadirlar (Sekil 2-19). Kanserde de
trombositler ve lokositler adezyon molekiilleri ve salgiladiklar1 biiyiime faktorleri gibi
maddelerle kanserin ilerlemesi ve derecesi hakkinda bilgi sahibi olmamiza yardimci

olmaktadirlar (Gurbel P.A. 2007).

2.5.1. Trombosit Lokosit Agregatlan

Trombositlerin monosit ve notrofillere baglanmasi primer olarak P selektin
tarafindan baslatilir; aktivasyon ile trombosit yiizeyine ¢ikan P selektin 16kositlerin
yiizeyinde yapisal olarak eksprese olan P-selektin glikoprotein ligand 1(PSGL-1)‘e
baglanir ve bdylece 16kosit trombosit agregatlar1 olusur. Lokositlerde eksprese olan
Mac-1 ile trombosit glikoprotein 1ba etkilesimi gibi ek mekanizmalar ile bu
komplekslerin stabilizasyonu saglanir (Sekil 2-18) (McEver R.P. 2002). Monosit—
trombosit ve notrofil-trombosit agregatlar1 tam kandan akan hiicre 6lger cihazi yardimi

ile tespit edilebilmektedir.

Babunlara inflize edilen biotin ile isaretlenmis otolog trombositlerin ii¢ renkli
akan hiicre Olcer ile izlenmesi sonucu su bulgular elde edilmistir (Vandendries E.R.

2004).

1) Trombin tarafindan degraniile edilen trombositler ¢cok hizli bir sekilde (1

dakika i¢cinde) monosit ve ndtrofiller ile agregatlar olusturur.

2) Monositler, inflize edilmis trombositlerle notrofillerden daha yiliksek

ylizde de agregat olusturur.

3) Dolasimdaki monosit-trombosit agregatlarinin in vivo yarilanma omri
(yaklasik 30 dk.) hem nétrofil-trombosit agregatlarmin yarilanma dmriinden (yaklasik 5
dk.) hem de agrege olmamis trombositlerin ylizey p selektinini kaybetme zamanindan

daha uzundur.

Biitin bu bulgular sonucu dolasgimdaki monosit-trombosit agregatlarinin

Olciimiiniin in vivo trombosit aktivasyonunu géstermede, dolasimdaki nétrofil-trombosit
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agregatlarindan ve dolasimdaki P selektin pozitif trombositlerinden daha hassas oldugu

iler1 stiriilmiistiir (Vandendries E.R. 2004).

Lokosit-trombosit agregatlarinin akan hiicre 6lger cihazi ile tespiti icin analizi
istenen lokosit popiilasyonu (genellikle monosit veya nétrofil), hiicrelerin biiytikliik ve
graniil 6zelliklerine gore ve en az bir tane lokosit belirleyici monoklonal antikor (CD45
veya CD14) kullanilarak belirlenir. Trombositleri taniyan ikinci bir monoklonal antikor
kullanilarak (CD41, CD61, CD42a gibi) trombosit pozitif ve trombosit negatif l6kosit
popiilasyonlar1 belirlenir. Trombosit fonksiyon c¢aligmalarinda belirtilen uygulamalar

l16kosit- trombosit agregat calismalari i¢in de gegerlidir.

A Rolling

o4 integri

E-selectin ¢ VCAM-1 .

dE@ e

<‘\Secondary Tethering
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\ P-selectin
.
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Sekil 2-18: Trombosit Lokosit Etkilesimi (Laurien H.U. 2003).




2.6. Akan Hiicre Olger ile Trombosit Fonksiyonunun

Klinik Durumlar

)

2)

3)

4)

)

6)
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Anjina

Akut miyokard enfarktiisii
Stand sonras1 degerlendirme
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inme periferik damar hastaliklar;

Diger klinik durumlar;

Diyabet

Pre eklamsi
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Antitrombotik ilaglarin etkisinin izlenmesi

Trombotik hastaliklara egilimi olan hastalarin tanimlanmasi
Kardiyopulmoner bypass

Radyolojide kontrast maddeler kullanimi1

Trombosit siispansiyonlarinin kalite kontrolii

KIT hastalarinin takibi

Retikiile trombositlerin 6l¢iimii

Anti trombosit antikorlarin tayini;
Anti-HLA Class 1
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Anti-ilag/ antikor kompleksleri

Trombosit cross-match
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Degerlendirildigi

Trombosit lipid iliskisinin akan hiicre 6lger yardimi ile arastirilmasi yontemi

kullanilarak  yapilmis c¢aligmalardan bir iki Onemli O6rnek verecek olursak:

Hiperlipidemili dolasimda olan trombositlerin aktivasyonu ile lipit peroksidasyonu,

erken apopitoz, trombosit l6kosit agregatlar1 ve agregasyonun es zamanli oldugu

saptanmustir (Derya Ozsaver 2002). LDL /ox-LDL ile inkiibe edilen trombositler de
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antifibrinojen, P selektin ve Anneksin-V ekspresyonlarmin siddetli sekilde arttigi
belirlenmistir. HDL ise LDL /ox-LDL aracili artan trombosit aktivasyon antikorlarmin
ekspresyonlarini azaltarak, aterogenezdeki koruyucu etkisini kanitlamistir. LDL ve ox-
LDL, trombositlere fibrinojen baglanmasmi arttirrken, antiGpllb/Illa antikorunun
trombositlere baglanmasini ise inhibe ettigi saptanmistir. HDL‘nin bu etkiyi tersine

cevirdigi saptanmistir.

Lokosit trombosit etkilesiminde oksidatif stresin 6nemi gosterilmistir.

Hiperkoagiilabilite inflamasyon
A
Prokoagiilant
Plaktan Kopma Bkt
TF Sitokin Salinim
2 /
% Trombin
= Aktwasyon PIT-WBC
a
N Agregasyon/Mlkropartlkuller
2 G Stent
o ogre Trombozu
Graniil P- Selektm
)/ Sekresyonu (D-40L

Ge_‘-"‘m'ﬁ GPubfuia_ X Trombosit

y Aktivasyon Aktivasyonu Agregasyonu
Membmn\i ToA, /

Fosfolipidleri T

Aspirin GP lIb/llla Miyokardiyal
inhibitorii Enfarktiis

Sekil 2-19: Trombosit Agregasyon Siireci Ve Etkileri (Gurbel P.A. 2007).

Astiml1 hastalar oksidatif strese de maruz kalmaktadirlar. Hiicreyi oksidatif
stresden koruyan mekanizmalardan bir tanesi de MRP1 {izerinden gelisen transport
olaylar1 ve MRP1’in membrandaki ekspresyon ve aktivitesinin artmasidir. Astimli
hastalarda MRP1 aktivitesi bu acidan degerlendirilmemis olup inflamasyon ve

trombosit iliskisi daha 6nce yapilan ¢aligmalarda belirtilmemistir.
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2.7. 4-Hidroksi-2,3-Nonenal (4-HNE)

Trans-4-hidroksi  alkenaller =~ veya  trans-4-hidroksi-2,3-nonenal  olarak
isimlendirilen alkenaller membrandaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin ve lipoprotein
fosfolipidlerin, lipid peroksidasyonlar1  sonucu olusan, birtakim genotoksik ve
sitotoksik etkileri gosterilmis son {iriinlerdir (Alary J 2003, Awasthi YC 2003).
Arasidonik asit ve linoleik asit peroksidasyonlari sonucu olusan 4-HNE ile pek c¢ok
dejeneratif hastalik (Parkinson, Alzhemir gibi), kronik inflamasyon, iskemi sonrasi
reperflizyon durumlari, eriskin solunumsal distres sendromu, aterogenez ve diabet gibi
pek c¢ok hastalikla iliskilendirilmistir (Renes J. de Vries E.E. 2000). Cok yakin
zamanlarda, HNE’nin baz1 patolojik durumlarda biyolojik sinyal olabilecegi
kanitlanmistir (Alary J. 2003, Parola M. 1998, Poli G. 2000). HNE’nin patofizyolojk
etkisi ile ilgili elde edilen bilgiler, son on yil icinde HNE metabolizmasi ile ilgili pek
cok calismanin yapilmasina neden olmustur. Fizyolojik kosullarda HNE, hiicrede belirli
seviyelerde bulunur. Bununla birlikte, HNE yapimi pek ¢ok patolojik durumu lipid
peroksidasyonun artisi ile iligkili olarak tetikler. Son yillarda yapilan calismalar ile,
HNE’nin oldukca fazla reaktif ancak goreceli bir stabiliteye sahip, Ozellikle hiicre
siklusu sinyalizasyonunda gorevi olan linoleik asid ve arasidonik asitin oksidatif
parcalanma {irtinii oldugu kanitlanmistir (Choucroun P. 2001). 4-HNE’nin hiicre i¢i
diizeylerinin kontrolii, HNE’nin metabolize edilmesi ile diizenlenir. Hiicre ici
konsantrasyonundaki artis apoptotik sinyalleri tetikler. Farkli orijinlere sahip pek ¢ok
hiicre soyunda yapilan calismalar ile 4-HNE’nin apopitozi indiikledigi de gosterilmistir
(Alary J. 2003, Camandola S. 2000). Sekil 2-20°de 4-HNE’nin hiicre i¢i metabolik
yolag1 gosterilmistir. Sekil 2-20'de gosterildigi gibi 4-HNE ve homologlari, aldoz
reduktaz tarafindan alkol bilesiklerine indirgenir ya da aldehiddehidrogenaz ile okside

edilir.
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Sekil 2-20: 4-HNE’nin, Sicanlarda Yapilmis Calismalara Gore In Vivo Metabolik Yolag:

(Alary J. 2003).

4-HNE’nin esas metabolize olmasi GSH ile konjugat olusturmasi yolu ile

gerceklesir. Oldukega reaktif olmasi ve buna bagl olarak hiicre i¢in zararli bir takim

etkileri nedeni ile hiicre disina atilmas1 gereken 4-HNE, GSH ile konjugasyon yaparak

hiicreden uzaklastirilir (Sekil 2-21).
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HNE GSH

GST

o~

GS

GSHNE

GSHNE (cyclized)

Sekil 2-21: 4-HNE’nin GSH ile Konjugasyonu (Alary J. 2003).

Lipid peroksidasyonu siiresince toksik a,-doymamis aldehid iiretilir.

HNE’nin GSH ile konjugasyonu GST nin farkl alt tipleri tarafindan katalizlenir
ve GSH S-konjugat pompasi ile hiicreden uzaklastirilir (Cheng JZ 1999, Hubatsch I.
1998).

Yapilan caligmalarla MRP1’in 4-HNE toksisitesine karsi, GSH ile olusan
konjugatlar1 hiicre disina atarak karsi koydugu gosterilmistir (Renes J. de Vries E.E.
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2000). Bu konjugatlarin hiicreden uzaklastirilmalarinin hiicre igin kritik 6nemi vardir.
Ciinkii olusan konjugatlar ayn1 zamanda GST enzim aktivitesini inhibe ederler. 4-HNE
ayrica proteinler ve niikleik asitler gibi biyomolekiiller ile bilesik olusturma
egilimindedir.

4-HNE’nin, hiicrenin yasami ve Olimii arasindaki dengede pek cok oOnemli

metabolik islevi oldugu son on yilda yapilan ¢aligmalar ile kanitlanmistir (Sekil 2-22).

Inflamatuar Cevap Apoptosis Protein Donglsi
(Down-regulasyon)

} l Q’AM |

Inflamatuar Cevap Zehirsizlestirme
(Up-regulasyon) Hiicre Biiyiimesi

HUCRE CANLILIGI

Sekil 2-22: HNE’nin Hiicredeki Onemli islevlerinin Hiicre Oliimii Ve Hiicrenin

Devamhih@ ile iliskisi.

Yakin zamanda yapilan ¢caligmalarda, hepatoma hiicrelerindeki total 4-HNE nin
%61’inin GSH ile konjugasyon yaparak, 3-glutatyonil 4-hidroksi-2-nonenal bilesigini
olusturdugu ve bu sekilde hiicreden uzaklastirildig1 gosterilmistir (Tjalkens RB. 1999).

2.8. Proglamlanmis Hiicre Oliimii(APOPITOZ)

Bir ¢ok hiicre boliinme ve boliinmeme ya da ¢ogalma ve 6liim arasinda siirekli
bir ardisik dzellik gostermektedir. Ozellikle ¢ok hiicreli organizmalarda, hiicrelerin
sayisi belli mekanizmalarin kontrolii altindadir. Bu kontrol, hiicre bdliinme oraninda
oldugu gibi ayn1 zamanda hiicre 6liimiinde de vardir. Eger hiicrelere daha fazla ihtiyag
yok ise hiicre i¢i 6lim programinin aktivasyonu ile intihara karar verilir. Bu siireg
cogunlukla programlanmis hiicre 6liimii veya Apopitoz olarak isimlendirilir (Beutler E.

1975).

Apopitoz ilk olarak 1885 yilinda Flemming tarafindan regrese olan over

folikiillerinde kromatin kondensasyonu olarak tanimlanmistir. Yapilan caligmalar ile
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organizmada fizyolojik kosullarda pek c¢ok sistemin dengesini saglayan, organizma i¢in
onemli, bir o kadar da ilging bir mekanizma oldugu aciklanmistir. Hiicrelerin kendi
kendilerini yok ettikleri, apopitoz mekanizmasinda ihtiya¢ duyulan aktif RNA/protein
sentezine ve enerjiye ihtiya¢c duyan bu 6liim sekli, tamamen patolojik nedenlerle

meydana gelen nekrozdan biiyiik farkliliklar gostermektedir (Beutler E. 1975).

Apopitozun varligi kanitlandiktan sonra, mekanizmayir aydmlatmak {izere
calismalar  yapilmistir. Plazma membranindaki kabarcik olusumu, kromatin
kondensasyonu olarak isimlendirilen, nukleusun kenarinda kromatin birikmesi, hiicrenin
daha sonra membranla ¢evrili kiiciik vezikiillere ayrilmasi gibi pek c¢ok morfolojik
degisiklik incelenmistir. Bunlara paralel olarak, histon oktamerleri arasindan DNA’nin
kesilerek parcalandigi ve bunun da karakteristik DNA fragmentasyonuna yol agtigi
gosterilmistir (Squier M.K.T. 1995).

Apopitozla ilgili olarak yapilan calismalarda, programlanmis Sliimiin farkh
kokenlerden gelen hiicrelerde gerceklesmesine ragmen, olen biitiin hiicrelerin ayni
genetik yolu kullandiklar1 gosterilmistir. C.Elegans’in yaptigi ¢alismalarda Ced-3 ve
Ced-4 genlerinin ifadelerinin hiicre 6limii i¢cin gerekli oldugu ve bu genlerin
ekspresyonlarmm, Ced-9 geni tarafindan kontrol edildigi vurgulanmustir. Insanlarda
yapilan caligmalar ile Ced-9 geninin benzer fonksiyona sahip karsiliginin, bcl-2
protoonkogeni oldugu agiklanmistir (Orrenius, S. 1995). Apopitozun gelisimini dnleyen
molekiiller arasinda en 1yi bilineni, mitokondri membraninda bulunan bcl-2 proteinidir.
Folikiiler non-Hodgkin B hiicreli lenfomalarda 18q21°deki normal lokalizasyonundan
farkli olarak bcl-2 geninin, immunoglobulin agir zinciri lokusuna yakin olan 14q32’ye
kromozomal olarak transloke oldugu (t 14;8) saptanmustir. Bu tranlokasyona bagh
ekspresyonu artan bcl-2’nin normalde apopitoza gidecek olan hiicrelerin 6liimiine engel
oldugu ve insanlarda bu asir1 bel-2 ekspresyonu ile kanser olusumlari arasinda baglanti

bulundugu ortaya ¢ikarilmistir.

Kemoterapiye direng gdsteren tiimor hiicrelerinde apoptotik mekenizmalarin
aktivasyonunda aksaklik oldugu; Bcl-2 ve belx proteinlerinin ekspresyonlarinin artmasi

ile tiimdr olusum hiz1 arasinda pozitif bir korelasyon oldugu da gosterilmistir.

Apopitoza neden olan sinyaller hiicre disindan gelebildigi gibi, hiicre i¢inden de
kaynaklanabilir. Hiicre dis1 kaynakli sinyaller, Tiimor Nekroz Faktor Reseptorii (TNFR)
ya da Fas reseptorii yolu ile iletilirler. Hiicre i¢inden gelen sinyaller ise, hiicrenin

mitokondrisine gelen uyarilardir ve bu uyarilar sonucunda apoptotik mekanizma aktive



54

olur. Giliniimiizde, apopitoz sirasinda hiicre i¢inde olusan degisikliklerin ¢ogunun
sitoplazmada yer alan kaspaz adli proteazlarin aktivasyonu ile olustugu ortaya
konmustur. Bir uyar1 sonrasinda birbirlerini proteolitik olarak aktive eden kaspazlar,
aktivator ve efektor etkili iki gruptan olusmakta olup, hedef proteinlerini parcalayarak

apopitozu sonuclandirirlar.

Hiicrelerde apopitoza neden olan veya olusumunu engelleyen pek ¢ok madde
bulunur. Her hiicredeki etkileri farkliliklar gosterse de genel olarak apoptotik

mekanizmayi etkileyen maddeler Tablo 2-3’de listelenmistir.

Tablo 2-3: Hiicrelerde Apopitoza Neden Olan Ve inhibe Eden Etkenler.

Apopitozu Aktive Eden Apopitozu inhibe Eden

Timor Nekroz Faktor (TNF) Biiytime Faktorleri

Tiumor Biiylime Faktor 3 (TGF-B) Cinko, Notral aminoasitler
Glutamat, Dopamin (N&ron hiicrelerinde) Ostrojen, Androjen

Biiytime Faktorii eksikligi Viral baz1 genler; p35, IAP, crmA
Glukokortikoidler Kalpain inhibitorleri

Onkogenler (p53) Sistein proteaz inhibitorleri
Serbest Radikaller Timér olusturan ajanlar

Antikanser Ilaclar
UV, Gama radyasyon

Tiim bu verilerden sonra hiicrenin hangi 6liim mekanizmasi ile 6lecegi kararmi
nasil verdigi incelendiginde, aslinda hiicrenin apopitoz veya nekroz arasinda se¢im
yapmadig1 goriilmektedir. Hiicre asir1, ani ve siddetli bir takim zararh etkilere maruz
kaldiginda istemsiz olarak nekroz ile 6liir. Ancak bu etkiler hiicrenin yasamla 1ilgili baz1
kararlar almasmi engellemiyorsa hiicre olusan zararlar1 tamir yoluna gider.
Diizelemeyecek hasarlara neden olan durumlarda ise hiicredeki apoptotik sinyaller ise
karisir ve hiicre kendi kendini 61diiriir. Bu mekanizma, her an binlerce kanserojen ajanla

karsilagan organizmamizi kanserlesmeden koruyan en 6nemli mekanizmadir.

Apopitozun embriyonik gelisim esnasinda, hiicre ¢ogalma ve farklilasmasinda,
gelismesi gerekli olmayan hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda, organ ve ekstremitelerin
sekillenmesinde, i¢i bos olan organ ve sistemlerin olusmasinda rolii oldukg¢a biiyiiktiir.
Apopitozun, gelisimdeki etkilerinin yaninda yaslanmada, kalp-damar sisteminde yer
alan aterosklerozun olusumunda, iskemi sonras1 perflizyon hasarinda, viral patogenezde

ve tiimor gelisiminde de etkin rolii oldugu bilinmektedir (The Cell Chapter 17 2002).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar1 Anabilim
Dali’na bagvuran ve astim tanis1 konulmus yetiskin goniilli kisiler ¢alisma kapsamina

alind1

Secime esas olarak, en az 2 yillik hafif siddetli astim olup solunum fonksiyon
testlerinde (SFT) FEVI1( birinci saniye zorlu eksprasyon hacmi) / FVC(zorlu vital
kapasite) oran1 %70’in lizerinde ve FEV1 normalin %80 ine esit veya daha yiiksek,
giinliik PEF(tepe akim hiz1) degiskenligi %20-30 arasinda, total Ig E’si yiiksek periferik
yaymada %4’{lin lizerinde, eozinofilisi ve serum eozinofilik katyonik protein diizeyleri
normalin {izerinde olmasi; sigara igilmemesi, semptomlarm her giin olmamasi, son 2

ayda inhale steroid ve 16kotrien antagonisti kullanilmamig olmasi sartlar1 arandu.

Alerji deri testi negatif olan hastalar ile son 3 ayda siddetli astim atagi gegirmis
veya agir kalp yetmezligi, immun siipresif hastaliklar, interstisyel fibrozis, yaygin
bronsektazi, aktif infeksiyon hastaligi, agir karaciger veya bobrek yetersizligi olan,
vitamin kullanan hastalar calismaya dahil edilmedi.Calismaya dahil edilen kisilerin

Ozellikleri tablo 3-1’de verilmektedir.

Tablo 3-1: Astim ve Kontrol Grubunun Ozellikleri.
Astim ve kontrol vakalarinin 6zellikleri
Kontrol Astim
Kisi sayis1 (n) 22 36

13K %59K 31K % 86K

Cinsiyet
9E %41E SE  %l14E

Yas ortalamasi 39

Aile hikayesi (+) 13
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22 hafif intermitant
Astim siddeti

14 hafif persistant

Kontrol grubumuz solunum yakinmalar1 olmayan, benzer yas ve cins

ozelliklerine sahip saglikli yetiskin goniilliilerden olusturuldu.

Calismaya denek olarak katilmayi kabiil eden goniilliillerden 20 ml. kan alind1 ve

baskaca bir girisim yapilmadi.

Astim ve kontrol grubuna dahil edilen kisilerden EDTA’l1 ve sitrath olarak
periferik vendz kan alindi. EDTA’hh olarak alman kan MRP-1 ekspresyonu igin
kullanilmak {izere soliisyon D igerisine alinarak -80°C‘de saklandi. Daha sonra bu
ornekten RNA eldesi ve cDNA sentezi yapilarak MRP-1 ekspresyon diizeyleri saptandi.
Astim ve kontrol grubu drneklerinin serum HNE miktarlarma ELISA ile ve glutatyon
diizeylerine spektrofotometrik yontem ile bakildi. MRP-1 proteininin lokosit ve
trombositlerdeki seviyesi; trombosit-lokosit agregatlarinin, aktive olmus trombositlerin
ve agregatlardaki MRP-1 proteininin tespiti akan hiicre Olger (flow sitometri) ile
calisildi. Bu deneylerin analizi CellQUEST yazilim1 ve akan hiicre 6lger cihazi yardimi

ile yapild.

MRP1 proteininin fonksiyonunun saptanmasi amaciyla hiicre ici MRP1
substratlarinin birikiminin belirlenmesi, probenecid ile MRP-1 inhibisyonunu takiben,
CFDA ve Ca-AM problariyla inkiibasyon sonucunda akan hiicre Olger cihazi ile
gerceklestirildi. Astim ve kontrol grubu bazal ATP miktar1 kemiliiminometrik yontem
ile calisildi. Lokotrienlerin 6nciil maddesi olan L-serin ve lokotrienlerin hiicre disina
salgilanmasini saglayan PMA eklenerek 16kotrienlerin hiicre disinda birikmesi saglandi.
MRP1 inhibisyonu oncesi ve sonrasinda lokositlerden hiicre disina atilan LTC4

miktarlar1 siipernatanda ELISA yontemiyle tespit edildi.

Trombosit agregasyon ¢aligmasi astim ve kontrol gruplarinda yapildi. Ardindan
trombosit ve lokosit iligkisinde MRP-1 proteininin roliiniin arastirilmas: amaciyla
trombosit ve 16kositler 200uM probenecidle +37°C’de bir saat inkiibe edilerek MRP1
inhibisyonu gerceklestirildi. MRP1 inhibisyonu gergeklestirilen hiicrelerde trombosit

16kosit agregasyonu tespit edildi.

Protein miktar1 Lowry yontemi ile tespit edildi. MRP-1 inhibisyonu sonrasinda

apopitoz ve nekroz agisindan incelenmek tizere hoechst 33258 ve PI(Propidium iodiir)



fluoresans boyalari ile boyandi ve sonrasinda fluoresans mikroskobunda renklerine gore

hiicre sayimi yapildu.

Deney sonuclarinin istatistiksel analizleri i¢in SPSS programi kullanildi.

3.2. YONTEMLER

Yontemlerin Semasi

MRP1 Gen ifade Diizeyleri Serum HNE Trombosit Agregasyonu
Lokosit izolasyonu ELIZA Tombosit izolasyonu
RNA izolasyonu ADP

cDNA sentezi Agregometre

Gerg¢ek zamanlhi kantitatif PZR

Roche 480

MRP1 Fonksiyonu Glutatyon Trombosit Aktivitesi

Lokosit izolasyonu

Lokosit izolasyonu

Tombosit izolasyonu

CFDA ve Calcein AM, Ellman CD42b, CD41, CD62P
Probenecid spektrofotometrik Akan Hiicre Olger BD
Akan Hiicre Olger BD

LTC4 (MRP1 Substrat) Apopitoz Mrp1’in Agregasyona
Lokosit izolasyonu Lokosit izolasyonu Etkisi

PMA, L-Serin, Probenecid
ELIZA

Probenecid, CumOH
PI, Hoechst 33258
Fluoresan mikroskobu

Lokosit izolasyonu
Tombosit izolasyonu
Probenecid, CumOH,ADP

Agregometre
ATP Trombosit Lokosit
Lokosit izolasyonu Agregatlan
Kemiliiminometrik yontem Tam kan
CD42b(Gplb),
CD41(GpllIb/I1a)

MRP1 inhibisyonu
Probenecid

Agregatlarda Int. MRP1
Tayini

Tam kan

MRP1, CD42b, CD41,
CD62P,CD14

Akan Hiicre Olger

Trombosit MRP1 Tayini
Trombosit izolasyonu
MRP1, CD42b

Akan Hiicre Olger

CD62P(P selektin),
CD14(Gp adezyon
molekiilii)

Akan Hiicre Olger
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3.2.1. Beyaz Hiicrelerin Ayristirilmasi

Gey’s tamponu:

155 mM. NH4Cl
10 mM. KHCO;

Denatiire Edici Soliisyon — SOL D:

25 g. Guanidium thiocyonate
1.25 ml. Sodyum sitrat (ph=7.0)
%S35’lik N-Lauryl sarcosyl
350 pl. 0.1 M. 2 Merkaptoetanol

Steril distile su ile 50 ml.’ye tamamlandi. Oda sicakliginda sakland:.

Hasta ve kontrollere ait 5 ml. periferik kandan, beyaz hiicreler Gey’s tamponu
kullanilarak ayristirildi. Beyaz hiicreler (5x10° hiicre), i¢inde guanidyumtiosiyanat ve
betamerkaptoetanol bulunan kuvvetli denatiiran soliisyon (Soliisyon D) iginde

homojenize edilerek -80°C derin dondurucuda ¢alisma gergeklestirilene kadar saklandi.

3.2.2. Total RNA izolasyonu

-Derin dondurucuda saklanan ve soliisyon D i¢inde bulunan Orneklerden
QiaAmp RNA Blood Mini Kit (50) (Qiagen, GmbH, D-40724 Hilden, Almanya)
kullanilarak total RNA izolasyonu yapildi(Koh Y.Y. 2008). Calisma buz iizerinde
gerceklestirildi.
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-Sol D icindeki denatiire hiicreler esit hacimde %70’lik etil alkol ile

karistirililarak homojenize edildi ve filtreli tiipe aktarildi.

-14.000 rpm.’de 15 sn. gevrilerek, karisim filtreden gegirildi. RNA’nin filtreye

baglanmasi saglanarak alttaki tiip atildi.

=700 pl. RW1 olarak soliisyon ilave edildi ve 14.000 rpm.’de 15 sn. g¢evrilerek
alttaki tiip atild1.

-Filtrenin tizerine 500 pl. yikama soliisyonu (RPE) eklenerek 14.000 rpm.’de 15
sn. cevrilerek alttaki tiip boslaltildi. Yikama islemi iki kez tekrarlanarak alttaki tiip
atild1

-Filtrenin iizerine 50 pl. RNaz olmayan steril su eklenerek RNA ¢6ziildii.

-Filtre temiz tiipe alindi. 14.000 rpm.’de 2 dk. cevrilerek RNA’nin ¢okmesi
saglandi. Elde edilen RNA -80°C’de sakland1

3.2.3. Total RNA Konsantrasyonunun Ol¢iimii

Izole edilen total RNA &rneklerinin miktar ve kalite dlgiimleri Nano Drop

kullanilarak yapildi.

RNA Konsantrasyonu= 50(sulandirma orani)X 40(sabit)XOD260=ng /pul.

RNA ornekleri ayn1 zamanda %1 agoroz jelde yiiriitiilerek, degrade olup
olmadig1 ve miktar1 kontrol edildi. (Sekil 3-1)

285 RNA
CRET mi ST s RNA
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Sekil 3-1: Total RNA Agaroz Jel Elektroforezi Goriintiisii

3.2.4. cDNA Eldesi

cDNA eldesi i¢cin her drnekten total 1 pg. RNA kullanild1 ve reaksiyon icin
asagidaki karisim hazirlandi. (Tablo 3-2, 3-3)

Tablo 3-2: cDNA Sentezi PZR Icerigi

Miktar
* total RNA 10 pl
* Random primer (10 uM.) I pul. (0.3 pg/1 pl.)
Toplam: 22 ul.

Bu karisim 5 dk. +70°C’de bekletildi ve reaksiyon karisimi ilave edilene kadar
buzda bekletildi.

Tablo 3-3: Reaksiyon Karisiminin Icerigi.

Miktar
o 5 X RT Bufter 4 pl.
J dNTP mix (10 mM.) 1 pl
J (0.1 M) DTT 1 pl
. RNase inhibitor (20 u/ pl.) I pl
. Reverse transkriptaz (200 u/pl.) I pl
Toplam: 8 ul

22 ul. RNA-primer karigimi lizerine 8 pl. reaksiyon karisimi eklendi.
+37°C’de 1 saat sentezlenerek +93°C’de 5 dk. enzim inaktivasyonu yapild1.

+4°C’de sogutularak sentezlenen cDNA ekspresyon analizi i¢in kullanildi.
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3.2.5. Es Zamanh (“Real Time”) Kantitatif PZR

Es zamanli PZR teknolojisi, farkli fluoresan isaretleyicileri kullanarak, biriken
fluoresan yogunluguna bagli olarak DNA veya mRNA Orneklerine baglanarak iiriin
miktarmi tespit eder. Fluoresan yogunlugunun, arka plan kirliliginden daha yogun
oldugu deger Ct (cycle threshold”) olarak tanimlanir ve bu deger kullanilarak gen
ekspresyon hesaplamalar1 yapilir.

Gen ekspresyon calismalarinda normalizasyon i¢in referans (“housekeeping”)
gen/genler kullanilir. Referans genlerden stabil ekspresyon gdstermeleri beklenir. Her
deneyde kullanilabilecek bu 0Ozelliklere sahip tek bir gen yoktur. Bu nedenle
normalizasyon ¢aligsmalar1 i¢in tek bir referans gen kullanmak sonuglarin hesaplanmasi
asamasinda biiyiik yanilgilara yol acabilir. Gen ekspresyon calismamizda oncelikle,
MRP-1 mRNA diizeylerini belirleyecegimiz hasta (n=5) ve kontrole (n=5) ait
orneklerde en ideal referans genleri se¢mek amaci ile “geNorm” analizi yapildi. Bu
amagla 7 farkl referans gen kullanilarak calismay1 gerceklestirebilecegimiz en ideal 3
referans gen belirlendi. geNorm V3.4 (Belgika) yazilimi kullanilarak yapilan analizler
sonucunda siklofilin, MRPL28 ve ABL genleri en ideal genler olarak belirlendi
(Vandesomepele J. 2002).

Calismamiz PZR Light Cycler 480 (Roche Diagnostics) cihazi ve LC480 Probe
master kit (Roche Diagnostics, Manheim, Almanya) kullanilarak gerceklestirildi.
Kullanilan primerler Tablo 3-6‘de, PZR kosullar1 Tablo 3-5’de verilmistir.

Uygun kosullarda es zamanli PZR yapildi. (Tablo 3-4)

Tablo 3-4: PZR icerigi.

10 pl. reaksiyon igin

Miktar
SYBR reaksiyon karigimi I pl
Primer karigimi (5 pmol) I pl
MgCl, (25mM) 0,8 ul
dH,O 5,2 ul

cDNA 2 ul.
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Her ornek ¢ift ¢alisilarak MRP-1 iiriin spesifikligi “melting curve analizi” ve
agaroz jel elektroforezi ile degerlendirildi. PZR sicaklik kosullar1 Tablo 3-4‘de

verilmistir.

Tablo 3-5: PZR Sicaklik Kosullari.

Sicakhik Zaman
On Denatiirasyon +95 °C 10 dk.
Denatiirasyon +95 °C 10 sn.
Primer Baglanmasi +60 °C 10 sn. 45 dongti
Zincir Uzamasi +72 °C 14 sn.
Son Uzama +65 °C 15 dk.

Melting curve:

denaturation +95 °C’de 0 sn.
anneling +65 °C’de 15 sn.
melting +95 °C’de 0 sn. olarak belirlenmistir.

Kargilagtirmali AACt yontemi, gen anlatimi diizeyini relatif (goreceli) olarak
hesaplamada kullanilan matematiksel bir yontem (Livak ef al, 2001) olup
[delta][delta] C; = [delta] C, nedet gen - [delta]Cy, referans gen
seklinde ifade edilir.

MRP-1 geni mRNA diizeyi, 3 referans gene (CYPA, MRPL28, ABL) ait Ct
degerlerinin geometrik ortalamalar1 normalize edilerek karsilastirmali AACt yontemi ile

hesaplandi (Livak K.J. 2001, Vandesompele J. 2002).
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Tablo 3-6: PZR’de Kullamlan Primer Dizileri Ve Uriin Boylar1.

Gen primer A (5°2>3’) primer B (5°=23") Uriinboyu(bg)
MRP1/ABCCI1 | atgtcacgtggaataccagc Gaagactgaactcccttcct 348

CYPA tatctgcactgccaagactgagtg | Cttettgetggtcttgecattee 127

MRPL 28 cctgaaaggctcgegatg Ggaacagatgcccteecg 80

ABL ttcagcggccagtageatctgactt | Ctgttgactggegtgatgtagttgett | 277

3.2.6. MRP1 Inhibisyon Ve Hiicre i¢i Birikim (AKkiimiilasyon) Deneyi
(CFDA, Calcein-AM)

MRP-1 inhibisyonu sonucunda astim ve kontrol grubunda hiicre icindeki CFDA
ve Ca-AM birikimi akan hiicre dlger cihazi ile tespit edildi. EDTA’ll kandan lokosit
izolasyonu yapilarak her deney igin 1x10° hiicre kullanildi. MRP1 proteininin hiicre ici
substratlar1 olarak bilinen CFDA ve Ca-AM 1uM konsantrasyonda kullanilarak, bir saat
37°C’de inkiibasyon sonras1 1500xg’de 5 dk. santrifiij edildi. Ust siv1 atilarak hiicre
peleti iizerine 500ul. PBS eklendi hiicre i¢i substrat miktarlar1 akan hiicre dlger cihazi
yardimiyla tespit edildi. Makalederdeki kosullar modifiye edildi (Donna M. 1998,
Legrand O. 1998, 1999).

CFDA ve Ca-AM hiicre i¢ine girdiklerinde esterazlar tarafindan kesilerek
yapilarindaki di asetat(DA) ve asetometil oksi(AM) gruplarini kaybederler. Boylece
indirgenen carboksifluoresein(CF) ve Calcein hiicre i¢i esterlerleri olusturarak fluoresan
verir hale gelirler. Calcein Ca™ ile birleserek kararli hale gelir ve esterlesmis
molekiillerle birlesir. MRP-1in 6zgiil substratlar1 olan bu iki esterlesmis bilesik
uyarildiklarinda floresan 1s1ma verirler. Biz bu fluoresan 1s1mayi1 olcerek hiicre iginde
birikken MRP-1 substratlarmin bir saatlik inhibisyon sonucunda degisimini inceledik.
Boylece MRP1 proteinin fonksiyonunu ve hiicede yaptigi dnemli gérevin engellenmesi

ile trombosit 16kosit etkilesimindeki roliinii arastirdik.

MRP-1 membran proteininin spesifik kimyasal inhibitorleri olarak bilinen

probenesit (probenecid) ve MK-571((E)-3- [ [ [ 3- [2- (7-Chloro-2-quinolinyl) ethenyl]
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phenyl] -[[3-dimethylamino) -3-oxopropyl] thio] methyl] thio] -propanoic Acid,)
inhibisyonu gergeklestirmek amaciyla kullanildi. Yaptigimiz denemeler sonucu her iki
kimyasal maddenin MRP-1’1 aym1 oranda inhibe ettigi saptandi. Cesitli makalelerde
onerilen konsantrasyonlar denenerek probenesitin 200uM, MK-5711n ise 10uM olan

konsantrasyonlarda 1 saat 37°C’deki kosullarda etkili olduklar1 saptandi.

3.2.7. ATP Diizeylerinin Belirlenmesi Yontemi (Bioliiminesans)

Kullanilan ¢ozeltiler:

Luciferace

ATP

Tris-EDTA (100 mM. tris 4 mM. EDTA) (kaynamais)

ATP 6l¢limii bioliiminesans deney kiti CLS II ( ATP Bioluminescence Assay
Kit CLC II) ( Roche ) ile ¢aligildi.

Astim ve kontrol gruplarina ait 16kositlerde ATP 6l¢iimii yapildi. Siispansiyon
50 pl. hacimde ve ml.’de 10°-10® 16kosit olacak sekilde hazirlandi. Bir hacim l6kosit
siispansiyonuna 9 hacim kaynamis tris-EDTA soliisyonu eklenerek +100°C’de 2 dk.
bekletildi. 1000xg’de 60 sn. santrifiij edilerek siipernatan alinarak buz iginde kisa siire
bekletildi. Orneklerden tiiplere 50 pl. aktarilmasi sonrasinda iizerine 50 ul. luciferase
eklenerek 1-10 sn. icerisinde kemiliiminesans dl¢iimii yapildi. Blank 6l¢timii ise ATP
veya hiicre yoklugunda yapildi. ATP standartiin belirlenmesi maksadi ile 1 pM.’den 1
mM.‘a kadar artan ATP konsantrasyonlar1 kullanildi. Sonuglar 1x10° hiicre basina pM.

olarak hesapland:.

3.2.8. LTC4 Seviyelerinin Ol¢iimii ELISA

Kullanilan soliisyonlar:
PMA(phorbol myristrate acetate)

L-Serin
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Probenesit

PBS

Plasmada LTC, seviyeleri normalde ¢ok diisiik seviyelerde oldugu i¢in LTC,’lin
onciil maddesi olan L-Serin ve hiicre disma salgilanmasini saglayan PMA hiicre kiiltiir
sisteminde LTC,’lin hiicre disinda birikmesi amaciyla kullanildi.(rf) 16kosit
izolasyonunu takiben 3-5x10° hiicre 200 pM. probenecid ile 1 saat 37°C’de inkiibe
edildi. 45’inc1 dk.’da 50 mM. L-Serin, 50°nci dk. da 1 pg/ml. PMA eklenerek 60’mnc1
dk. sonunda 8000xg’de 2 dk. Santrifiij edildi, iist siv1 ve hiicre peleti ayrilarak -80°C’ye
kaldirildi. LTC4 seviyeleri bu saklanan iist sivilarda tespit edildi.

LTC4 seviyeleri Cayman’in LTC4 EIA kiti (96 testlik) ile ¢alisildi (Rao A. M.
1999).

Testin yapilist:
1) Ornekler ve standartlardan 50 pl. kuyulara koyuldu.

2) LTC4 antiserumdan 50 pl. tiim kuyulara (kor, total aktivite, non spesifik
baglanma kuyular1 hari¢) eklendi.

3) 18 saat oda sicaklifinda antijen antikor baglanmasi i¢in bekletildi.

4) Her bir kuyu 5 defa yikandu.

5) Taze olarak hazirlanan Elman aywracindan 200 pl. tiim kuyulara eklendi.
6) Renklenme agamasi i¢in 60-90 dk. karanlikta bekletildi.

7) Ornekler mikroplate okuyucu cihazi ile 405 nm.’de okundu.

8) Standartlar 6nerildigi gibi ¢ift ¢alisild.

Sonuglar kit prospektiisiinde Onerilen yontem ve standartlar kullanilarak
hesaplandi. LTC4 seviyeleri her ornekten inhibe edilen ve inhibe edilmeyen olmak

iizere pg/ml. cinsinden 6l¢iildii. Sonuglar ng/10° hiicre olarak hesaplandi.

3.2.9. Trombosit Lokosit Agregatlari Ve intrastoplazmik MRP-1(sMRP-
1)’in Tespiti
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Kullanilan ¢ozeltiler;

PBS (fosfat tamponu) ¢ozeltisi:

8.1 gr. NaCl,

2.302 gr. Na,HPOy,,

0.194 gr. NaH, PO, tartilarak 1 L’de ¢oziiliir.
EDTA’ 11 PBS (%12.5 KsEDTA’l1 PBS)
Saponinli PBS (500 pg/ml. saponin),

BD Facs Lysing soliisyon,

Facs flow izotonik sivi.

EDTA’lL kan ile calisilmis olup 6rnek tiiplerine izotip kontrol ve monoklonal
antikorlarm (CD45, CD42b) her birinden 20 pl. konularak yiizey boyama yapild.
Tiplere 100ul. tam kan ilave edilerek oda sicakliginda ve karanlikta 20 dk. inkiibe
edildi. Sonrasinda 1ml. eritrosit eritici soliisyon(lysing soliisyon) eklenerek oda
sicakliginda ve karanlikta 15dk. inkiibe edildi. Uzerine PBS eklenerek 5dk. 800xg’de
santrifiij edildi ve st faz atildi.

Intrasitoplazmik boyama igin 100ul. saponinli PBS eklenerek +4°C’de ve
karanlikta 20dk. inkiibe edildi. 20ul. Anti-MRP1 FITC ilave edildikten sonra oda
sicakliginda ve karanlikta 60dk. inkiibe edildi. Daha sonra iizerlerine 1 ml. saponinli
PBS eklenerek 600xg’de 5dk. santrifij edildi ve iist faz atildi. Pelete 500ul. PBS
eklenerek akan hiicre 6lger yardim ile trombosit 16kosit agregatlar1 ve intrastoplazmik
MRP-1(sMRP-1)’in tespiti yapild1 (Schmidt V. 2006, . H. M. Sanderson 1998, Gawaz
MP 1994, Michelson AD. 2001).

Tablo 3-7: Akan Hiicre Olcer Ile Yapilan Deneylerde Kullanilan Antikor Ve Izotip

Kontroller.
Antikor Izotip kontrol Marka
MRP1 - FITC [gGaa, k = FITC BD pharmingen
CD 62P — FITC IgGy, k- FITC BD pharmingen
CD 14 - FITC 12G2q, k — FITC BioLegend
CD 41b-PE IgGi, k—PE BioLegend
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CD 42b - PE 12G; k- PE BioLegend

CD 45 - PECy5 IgGy, k - PECy5 BioLegend

3.2.10. Trombosit Aktivitesinin Akan Hiicre Olcer Ile Tespiti

Trombosit lokosit agregatlar1 ve intrastoplazmik MRP-1(sMRP-1)’in tespiti

yonteminde kullanilan ¢ozeltiler kullanildi.

Astim ve kontrol grubu vakalarinda yapilan ¢alismada 4 ml. EDTA’ll kan
almarak 300xg’de 10 dk. Santrifiij edilerek trombositten zengin plazma (TZP) ayrild1.
TZP 1500xg’de 5 dk. santriflij edilip plazma ayrilarak -20°C’de saklandi. Trombosit
pelleti homojenize edilerek 2 ml. EDTA’l1 PBS eklendi. 1500xg’de 5 dk. Santrifiij
edilerek list faz atildi. Pelete 1 ml. EDTA’l1 PBS eklendi. Herbirinden 20 pl. olmak
iizere CD62P, CD41b, CD 42b, MRP1 monoklonal antikorlar1 ve bu dort antikorun
izotip kontrolleri ile 100 pl. trombosit siispansiyonu tiiplere konarak oda sicakliginda ve
karanhikta 20 dk. bekletildi. PBS eklenerek 600xg’de 5dk. santrifiij edildi ve iist faz
atildi. Pelete 500ul. PBS eklenerek akan hiicre dlger yardimi ile trombosit aktivitesi
tespit edildi.

Trombosit 16kosit agregatlar1 ve intrastoplazmik MRP-1(sMRP-1)’in tespiti,
trombosit aktivitesinin Akan Hiicre Olger ile tespiti deneylerinde CellQUEST yazilimi
ve akan hiicre Olger cihazi yardimi ile hiicreler analiz edildi. Trombosit l6kosit
agregatlari; lenfosit, monosit, graniilosit ve 16kosit hiicre gruplarinda tek (histogram) ve
cift (dot plot) parametreli grafiklerle ayr1 ayr1 degerlendirildi (Michelson AD. 2001,
Leytin V. 2000).

3.2.11. Lokosit izolasyonu

Periferik kandan 16kosit izolasyonu (Boyum A. 1968) 10ml. EDTA’l1 kandan
yapildi. S1izdirma metodu ile Histopaque 1119 iizerine yayilan periferik kan, 1500xg’de
20 dk. santrifiij edildi. Yogunluk gradiyentine gore fazlara ayrilan kandan lokosit
tabakas1 cam pastor pipeti yardimi ile toplanarak 2 defa steril PBS ile yikandiktan sonra

planlanan deneylere tabi tutuldu.
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3.2.12. Trombosit Agregasyon Yontemi

Periferik venoz kan 1/9 oraninda %3.8’lik Sodyumsitrat ile karigtirildi. 300xg’de
15 dk. santrifiij edilerek {ist fazdaki trombositden zengin plazma alindi. Tiipte kalan kan
Histopaque 1119 iizerine yayilarak 1500xg’de 20 dk. cevrildi. Yogunluk gradiyenti
prensibi ile halka seklinde olusan 16kosit hiicre tabakasi pastdr pipet yardimiyla

toplanarak 2 defa PBS tamponu ile yikandu.

500 pl. trombositten zengin plazma T1, T2, T3, T4, TS, T6 olarak markalanan 6
ayri tiipe konuldu. (T1)‘e 3x10° trombosit/ml., (T2)’ye 3x10° trombosit/ml. ve 1x10°
16kosit, (T3)’e 3x10® trombosit/ml., 1x10° 15kosit, 200uM. probenecid, (T4)’e 3x10®
trombosit/ml. (T5)’e 3x10® trombosit/ml., 1x10° I6kosit, 200uM. Probenecid, 20pM
CumOH, (T6)’ya 3x10°® trombosit/ml, 1x10° 1okosit 20uM CumOH koyularak
+37°C’lik etiivde 1 saat inkiibe edildi.

Ardindan her icerik agregometrenin ornek kaplarma aktarilarak 3 dk. +37°C’de
bekletildi ve 3 dk. boyunca 1uM.ADP eklenerek trombosit agregasyonu takip edildi.
Agregometre den elde edilen agregasyon kurbu(grafigi) egim ve % amplitiid olarak

degerlendirildi(Tutluoglu B.2005, Greer J.P 2008).

3.2.13. indirgenmis Glutatyon Tayini(GSH)

Hiicre lizatlarindaki siilthidril gruplarmin Ellman ayiraci ile olusturduklar:
rengin spektrofotometrik olarak saptanmasina dayanan bir yontemdir (J. Beier 2003).

Kullanilan soliisyonlar:

0,2 M. EDTA (soguk)

%20’lik TCA (soguk)

0,4 M. Tris pH:8,9

Elman ayiract: 3,4 mg/ml. dTNB / metanol

150 pl. hiicre siispansiyonu (l6kosit) 150 pul. EDTA ile karistirilarak hiicreler
parcalandi. 10 pl. siispansiyon ise protein tayininde kullanilmak {izere ayrildi. Kalan
hiicre lizatinin tizerine 20 pl. soguk TCA eklenerek proteinler presipite edildi. 5 dk.
beklenmesi sonrasinda 1500xg’de 5 dk. cevrilerek olusturulan st sivi -30°C’ye
kaldirildi. Calisma 6ncesinde ¢oziilen iist stvidan 100 pl. alinarak kuyuya konuldu (96
kuyuluk plak). Sonrasinda 160 pl. tris soliisyonu ilave edilerek 5 dk. karanlikta
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bekletildi. En fazla 5-10 dk. icerisinde 414 nm. dalga boyunda spektrofotometre ile
yapilan 6l¢iim ile glutatyon diizeyi belirlendi. Her 6rnege ait protein miktar1 belirlenerek
10° hiicreye karsilik gelen protein miktar1 hesaplanarak Glutatyon seviyeleri pM/10°

hiicre cinsinden hesaplandi.

3.2.14. Protein Miktar Tayini (Lowry-Hartree Modifiye Yontem)

Kullanilan soliisyonlar:
Soliisyon A: 7 mM. NaK tartarat
0.81 M. Na COs3
0.5N. NaOH
Soliisyon B: 7 mM. NaK tartarat
40 mM. CuSOq4
Soliisyon C: 1 hacim Folin + 15 hacim H,O

100 pl. protein miktar1 dlgiilecek olan soliisyon lizerine 90 pl. “soliisyon A”
ilave edilerek +50°C’de 10 dk. bekletildi. Oda sicakliginda sogutulmasi sonrasinda ise
10 pl. “soliisyon B” eklenerek 10 dk. oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra 300 pl.
“soliisyon C” eklenerek 10 dk. +50°C’de bekletildi. 650 nm. dalga boyunda okundu.
BSA (bowin serum albiimin) kullanilarak protein standart egrisi olusturuldu. Sonuglar
pg/ml. olarak hesaplandi. (modifiye edilmis Lowry: Lowry O.H. 1951, Oostra G.M.
1987, Stocscheck CM.1990, Hartree E.F. 1972)

3.2.15. Apopitoz Ve Nekroz Tayini

MRP1 inhibisyonu sonucu oksidatif stresin hiicreye verdigi zarar1 apopitoz ve
nekroz acisindan tespit edebilmek i¢in dort ayr1 deney sonucunda hiicreler incelendi.
EDTA’l1 kandan 16kosit izolasyonunu takiben MRP-1 inhibisyonu ve oksidatif stresin
arttirilmas1 amaciyla kiimen hidroperoksit ile dort ayri deney planlandi. Deneylerin
icerikleri su sekildedir: Her deney tiipiine 1x10° 16kosit koyulduktan sonra Al kontrol,
A2 200uM. probenecid, A3 200uM. Probenecid + 20uM. kiimen, A4 20uM. kiimen
olacak sekilde uygulandi. Bir saat 37°C’de su banyosunda inkiibasyon sonrasinda
1500xg‘de 5 dk. santrifiij edildi. Ust sividan 900ul atilarak kalan 100ul icerisindeki
hiicre peleti resiispanse edilerek 0.13 mM. Hoechst 33258/ 0.23 mM. PI boyalarindan 5
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pl eklendi ardindan 5 dk. +37°C’lik etiivde inkiibe edildi. Boyanan hiicreler lam tlizerine
yayilarak +4°C’de saklandi. Floresans mikroskobunda soluk mavi fluoresans veren
hiicreler canli, koyu mavi fluoresans veren hiicreler erken apopitoz, mor fluoresans
veren hiicreler ge¢ apopitoz, kirmizi fluoresans veren hiicreler nekroz olarak
degerlendirildi(Sekil 3-2). En az 300 hiicre sayilarak sonuglar yiizde hiicre sayisi olarak
hesaplandu.

Sekil 3-2: Apopitoz, Nekroz Ve Hiicre Canliliginin Fluoresan Mikroskop Goriintiisii.

Canli: acik soluk mavi ve kiiciik. Erken apopitoz: koyu mavi. Ge¢ apopitoz:menekse.

Nekroz: kirmizi.

3.2.16. Serum HNE Olciimii

Kullanilan soliisyonlar:
PBS
Yikma tamponu (Wash buffer)
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Anti-HNE antikoru (Anti-HNE antibody)
HNE-BSA standartlar1 (0.5 pg/ml. Ile 10 pg/ml arasinda 8 konsantrasyon)

hazirlandi.

4-HNE seviyeleri ELISA kiti (96 testlik) ile ¢alisildi(Machado M.V 2008).

Testin yapihs :

1) Serum protein diizeyi PBS tamponu ile 10pug/ml.’ye ayarlanan Ornekler ve
standartlardan 100 pl. koyuldu.

2) Bir gece +4C° *de antijen antikor baglanmasi igin bekletildi.

3) HNE antiserumdan 50 pl. tiim kuyulara (kor hari¢) eklendi.

4) Her bir kuyu 5 defa yikandu.

5) Her bir kuyuya 200 pl. ”Assay diliient” eklendi.

6) 1-2 saat oda sicakliginda ¢alkalandi.

7) Her bir kuyu 5 defa yikandi.

8) Her bir kuyuya 100 pl.”anti-HNE-His Antibody” eklendi.

9) 1 saat oda sicakliginda ¢alkalandi.

10) Her bir kuyu 5 defa yikandi.

11) Her bir kuyuya 100 pl.”sekonder antibody-HRP conjugate” eklendi.

12) 1 saat oda sicakliginda calkalandu.

13) Her bir kuyu 5 defa yikandi.

14) Her bir kuyuya 100 pl.”substrat” eklendi.

15) 5-20 dk. oda sicakliginda calkaland:.

16) Her bir kuyuya 100 pl reaksiyonu durdurma soliisyonu eklendi.

17) Ornekler 450nm dalga boyunda mikroplate okuyucusunda okundu. Sonuglar

standart egri lizerinden hesaplandi.

3.2.17. istatistiksel Analiz

SPSS 16 programu kullanilarak; Student-t testi, Wilcoxon testi, Man-Withney-U
testi, Pillai’s Trace testi (post-hoc) ¢oklu kiyaslamalar (LSD) testi, Bonferroni, Dunnett

t testi yapildi. Ayrica yaptigimiz deneyler arasindaki bagintilari tespit etmek icin
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Pearson korelasyon testi kullanildi. Sonuglar ortalama ve standart sapma olarak

degerlendirildi ve verildi.

KiIMYASAL MADDELER

Tablo 3-8: Kimyasal Maddeler.

Izopropil alkol (Merc)

CFDA (5,6 Carboksi fluoresein di acetat (Invitrogen) )
Calcein-AM (Calcein-acetoxymethylester) (Biochemica)
MK-571((E)-3-[[[3-[2-(7-Chloro-2-quinolinyl)ethenyl]|phenyl]-[[3-
dimethylamino)-3-oxopropyl]thio]methyl]thio]-propanoic Acid) (Cayman)
Probenecid (Invitrogen)

DMSO (Dimetilsiilfoksit) (Sigma)

Etanol (Merck)

Metanol (Merck)

ADP (Adenozin di fosfat) (Chronolog )

Luminol (Sigma)

PI ( Propidium iodur ) (Sigma)

Hoechst 33258 (Sigma)

NacCl (Sodyum klortir ) (Merck)

Na,HPO4 (Merck)

NaH; PO4 (Merck)

Histopaque 1119 (Sigma)

PMA( phorbol myristrate acetate)(Sigma)

L-Serin ( Sigma )

Saponin (Sigma)

Triton X-100 (Merck)

Glutaraldehit ( Merck )

Na-citrat (Merck)

EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) (Sigma)
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Kiimen CuooH(Cumene hydroperoxide) (Merck)
Syber Green (Roche Diagnostics, Manheim, Almanya)
dTNB ( 5,5 * ditiobis-2 nitrobenzoikasit ) (Merck)
Glutation (GSH ind)( Sigma )

CDNB(chloro-dinitro benzene) (Sigma)

Agaroz (Sigma )

EtBr (Sigma)

KULLANILAN ARACLAR

Tablo 3-9: Cahsmada Kullanilan Araclar.

Benmary (Su banyosu ) (Kotterman labortecnic tip 3047 )
Hassas terazi (Chyo tip JL 180 )

pH metre (Microprocessor pH meter pH537WTW tip 50 )
Buzdolabi ( Bosch )

Derin dondurucu -20 oC , -80°C (Forma Scientific)

Derin dondurucu -80 derece (Heraeus Sepatech)

Vorteks ( Jake&Kunkel IKA labor tecnic VF2 )
Karstirict (Jake&Kunkel IKA labor tecnic IKO )
Spektrofotometre (Shimadzu)

Akan Hiicre Olger (FACSCalibur Becton Dickinson(BD)-ABD)
Floresans mikroskobu (Nicon)

Mikro ELISA okuyucu (Pasteur)

Etiiv ( 37°C ) (Memmert)

Deney tiipleri (Facs flow tiipii)

Kiiltiir tiipleri (Falcon)

Sonikator (Sonoreks)

Otomatik pipet (Gilson)

Light Cycler 480 (Roche Diagnostics)

Gli¢ kaynag1 (Vericon)

Laminar air flow steril kabin (Thermo, Scientific)

Jel goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat)

Agregometre (Chronolog 500)

Mini jel tanki (Thermo)

Masaiistli mini santrifiij (Eppendorf) (Hettich)



Sogutmal1 santrifiij (Heraus) (Rotina)
Spektrofotometre (NanoDrop)
CCD kamera - bilgisayar donanimi Bio Rad -Universal Hood 1I-SN
Ceker Ocak (Kermanlar)

74
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4. BULGULAR

4.1. Lokositlerdeki MRP1 Gen ifadesi Diizeyleri

Hiicreyi oksidatif stres liriinlerinden koruyan, hiicre i¢i konjugatlari hiicre disina
atan bir protein olan MRP1 gen ifadesi diizeyleri, alerjik astimli hastalarin ve kontrol
grubunun l6kositlerinde es zamanli kantitatif PZR yontemi ile incelendi. (Tablo4-1.
Sekil-4-1.) hastalik derecesine gore smiflandirilan hasta grubunda MRP1 gen ifadesi
diizeyleri hafif persistant astimda kontrol grubuna oranla anlamli olarak yiiksek
bulunurken(P<0.05). Hafif intermitant astimda anlamli fark tespit edilemedi. MRP-1
gen ifadesi diizeyleri astim grubunda kontrol grubuna oranla anlamli olarak yliksek
bulundu(P<0.05) ancak bu faklilik tabloda goriildiigli gibi hafif persistant astimdaki
MRP1 gen ifadesi diizeylerinin cok yliksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Hafif
persistant astimda MRP1 gen ifade diizeyleri hafif intermitant astim grubuna gore

istatistiksel olarak daha yiiksek bulundu(P<0.05). (Tablo 4-1, Sekil 4-1)

Tablo 4-1: Astim ve Kontrol Grubunun Lékositlerinde MRP-1 Gen ifadesi Diizeyleri.

MRP1 gen ifade diizeyleri

n
% nispi
Hafif intermitant astim 15 8,32 +4.47
Hafif persistant astim 11 26,88 + 18,49%*
Astim 26 16,17 + 15,34*
Kontrol 18 7,74 £ 3,49

*P < 0,05: Man Withney U Testi ile Astim grubu kontrol grubu kiyaslandiginda.
**p<(,05: Tamhane testi, Astimin alt gruplar1 kendi aralarinda ve kontrol grubu ile kiyaslanmuistir.
Degerler 26 astim 18 kontrol bireye ait olup referans genlere gore %nispi mRNA seviyesi olarak

verilmistir.
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Astim Ve Kontrol Gruplarinin Lokositlerde Mrp-1 Gen ifadesi Diizeyleri

50

45 T

40

35

30

25

20

15

10

% Nispi MRP1 mRNA Diizeyleri

Hafif intermitant Astim  Hafif Persistant Astim Astim Kontrol

Sekil 4-1: Astim Ve Kontrol Vakalarinin Lokositlerinde MRP1- Gen ifadesi Seviyeleri.

Degerler 26 astim 18 kontrol bireye ait olup referans genlere gore %nispi mRNA seviyesi olarak

verilmigtir.

MRPI1 gen ifade diizeylerinin astim derecesi(r=0,44) ile dogru orantili olarak
artarken, ATP seviyeleri ile ters orantili olarak diistiigli perarson korelasyon analiziyle

gosterildi.
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4.2. MRP1 Fonksiyonu Ve Substratlarinin(CFDA,Calcein—~AM, LTCy)
Tayini

4.2.1. Astim ve Kontrol Gruplarinda Hiicre i¢ci CFDA ve Calcein-AM
Birikimi (Akiimiilasyon), MRP1 Fonksiyonu ile iliskisi

MRP1’in 6zgiil substratlar1 olan CFDA ve Calceim-AM 1uM konsatrasyonda
olmak iizere 37°C’de lsaat inkiibe edilerek hiicre i¢i fluoresan diizeyleri astim ve
kontrol grubunda tespit edildi. Ayrica MRP-1’in 200uM probenecid ile 37°C’de 1 saat
inhibisyonu sonucunda astim ve kontrol grubunda hiicre i¢indeki CFDA ve Calcein-AM
birikimi tespit edildi.

Kontrol, astim, hafif intermitant astim ve hafif persistant astim gruplar1 arasinda
hiicre i¢i CFDA diizeylerinde istatistiksel agidan bir fark tespit edilemedi, ayn1 zamanda
MRP1 inhibisyonu yapildiginda da kontrol, astim, hafif intermitant astim ve hafif
persistant astim gruplar1 arasinda hiicre ici CFDA diizeylerinde istatistiksel agidan bir

fark tespit edilemedi(Mann-Whitney U ve Bonferroli, Dunnet testi P>0,05).

Kontrol grubunda MRP-1 inhibisyonu sonucunda hiicre i¢i CFDA birikimi
inhibisyon yapilmayan CFDA birikimine gore ileri diizeyde anlamli olarak artmistir

(Tablo 4-2, Sekil 4-3).

Astim grubunda MRP-1 inhibisyonu sonucunda lokositlerde hiicre i¢inde kalan
CFDA miktar1 inhibisyon yapilmayan hiicre i¢i CFDA miktarma gore anlamli olarak
artmigtir. Astimin alt gruplar1 olan hafif intermitant astim ve hafif persistant astim
gruplarmda da MRPI1 inhibisyonu sonucu hiicre i¢i CFDA birikimi, inhibisyon
yapilmayan hiicre i¢i CFDA birikimine gore artmistir(Wilcoxon P<0.05) (Tablo 4-2)
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Tablo 4-2: Lokositlerde MRP1 Inhibisyonu Varhig Ve Yoklugunda Hiicre ici CFDA
Birikimi.

Hiicre ici CFDA

(mfi)ortalama fluoresan yogunlugu

MRP1  inhibisyonu

n CFDA
sonucu CFDA
Hafif intermitant astim 16 624,53+ 324,84 1132,85+ 542,58*
Hafif persistant astim 9 561,07+ 291,88 960,57+ 403,81*
Astim 25 601,68 308,73 1070,83+ 495,45%*
Kontrol 17 435,86+ 189,61 898,01+ 424,47*

(mfi: mean fluoresans intensity)
1uM CFDA, 200uM Probenecid 10° 16kosit ile 37C°’de 1 saat inkiibe edilmistir.
*P<0.05: Astimin alt gruplarinda, astim ve kontrol gruplarinda MRP1 inhibisyonu dncesi ve sonrasi arasindaki farki

denetlemek i¢in Pair Student-t Testi uygulandi.

Lokositlerde Probenecid Varhg Ve Yoklugunda Hiicre igi CFD A Birikimi

1800
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1200

1000 O CFDA

B CFDA + Probenecid
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400

200

Hiicre ici CFDA Ortalama Fluoresan Yogunlugu (mfi

Hafif intermitant ~ Hafif Persistant Astim (Toplam) Astm Kontrol
Astim

Sekil 4-3: MRP-1 inhibisyonu Sonucu Hiicre i¢ci CFDA Birikiminin Ol¢iimi.
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Kontrol, astim, hafif intermitant astim ve hafif persistant astim gruplar1 arasinda
hiicre i¢i Calcein-AM diizeylerinde istatistiksel acidan bir fark tespit edilememis ayni
zamanda MRPI inhibisyonu yapildiginda da kontrol, astim, hafif intermitant astim ve
hafif persistant astim gruplar1 arasinda hiicre i¢i Calcein-AM diizeylerinde istatistiksel
acidan bir fark tespit edilememistir(Student t testi ve Bonferroni, Dunnett t testi

P>0,05).

Kontrol grubunda MRP-1 inhibisyonu sonucunda hiicre i¢i Calcein-AM

birikimi, inhibisyon yapilmayan Calcein-AM birikimine gore anlamli olarak artmustir.

Astim grubunda MRP-1 inhibisyonu sonucunda l6kositlerde hiicre i¢i Calcein-
AM birikimi inhibisyon yapilmayan Calcein-AM birikimine gore ileri diizeyde anlaml1
olarak artmistir(Wilcoxon P<0.05). Ancak hafif persistant astim grubunda istatistiksel
olarak fark tespit edilememistir. Hafif intermitant astim grubunda ise inhibisyon sonrasi
hiicre i¢i Calcein AM miktarlar1 inhibisyon yapilmayan Calcein AM miktarlarma gore

ileri diizeyde anlamli olarak artmistir(Tablo 4-3, Sekil 4-4).

Tablo 4-3: Lokositlerde Probenecid Varhgi Ve Yoklugunda Hiicre i¢ci Calcein-AM

Birikimi.
MRP1 inhibisyon sonucu
Ca-AM
n Ca-AM
(mfi)
(mfi)
Hafif intermitant astim 16 1694,76 £1114,90 2100,10 £ 1212,55%*
Hafif persistant astim 9 1503,01 + 488,54 1866,04 + 893,220
Astim 25 1630,84 + 944,36 2022,08 £ 1102,00%*
Kontrol 18 1584,38 + 945,66 1752,30 + 983,33*

((mfi) mean fluoresans intensity) ortalama fluoresan yogunlugu
*P<0.05 ** P<0.01 Kontrol astim ve astimin alt gruplarinda MRP1 inhibisyonu 6ncesi ve sonrasi
arasindaki farki denetlemek i¢in Wilcoxon Testi uygulandi

1uM Calcein-AM, 200uM Probenecid 10° 16kosit ile 37C°’de 1 saat inkiibe edilmistir.
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Lokositlerde Probenecid Varligi Ve Yoklugunda Hiicre igi Calcein-AM
Birikimi
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Hafif Hafif Astim Kontrol
intermitant  Persistant
Astim Astim

Hiicre Igi Calcein-AM Ortalama Fluoresan Yogunlugu
(mfi)

Sekil 4-4: Lokositlerde Probenecid Varhgi Ve Yoklugunda Hiicre I¢i Calcein-AM
Birikimi.

Bu sonuglar bize; Ca-AM substratinin MRP1 proteini tarafindan astim ve hafif
intermitant astim grubuplarinda hizli tasinirken kontrol grubunda astima goére daha
yavas tasindigini diisiindiirmektedir. CFDA substrati i¢in ise astim ve kontrol

gruplarmin her ikisinde de tagima hizi benzerdir.

MRP-1 tastyici proteini ATP baglayici bir proteindir. Calismamiza katilan tiim
deneklerin ATP diizeylerine bakildi. Lokositlerde ATP seviyeleri kemiliiminesans

esasina dayanilarak ol¢iildi.

ATP seviyeleri alerjik astimli grupta kontrol grubuna gore daha diisiik, (Mann
Withney U Testi P<0.01). hafif intermitant astim ve hafif persistant astim gruplarina
gore de daha diisiik olarak tespit edildi(Dunnett t testi P<0,05). ATP seviyeleri hafif
intermitant astim ve hafif persistant astim gruplar1 arsinda farkli bulunmadi(Tablo 4-4

Sekil 4-5).



Tablo 4-4: Astim ve Kontrol Gruplarinda ATP Diizeyleri.

ATP
n 6
pM/10° Hiicre
Hafif intermitant astim 19 1321,8 +873,35%
Hafif persistant astim 14 1155,1 £926,35*
Astim 33 1267,26 + 877,39**
Kontrol 19 2191,65 £ 1287,30

Dunnett t testi *P< 0,05
Mann Withney U Testi **P< 0,01

Astim Ve Kontrol Grubunda ATP Diizey Ortalamalari

ATP pm/10°® Hiicre
N
o
o
o

1000
500
0 ‘
Hafif intermitant  Hafif Persistant Astim Kontrol
Astim Astim
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Sekil 4-5: Astim Ve Kontrol Gruplarinda ATP Diizeyleri.
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4.2.1.1. MRP1 ile ATP Arasindaki Korelasyon

MRPI1 tastyict proteini ATP’ye bagimhi olarak calistigi bilindiginden dolay1
MRP1 ekspresyonu ve ATP diizeylerinin arasindaki bagmnt1 istatistik olarak
degerlendirildi. Astim ve kontrol gruplarinda detayl istatistiksel analiz sonucu ATP
diizeyleri ile MRP-1 gen ifade diizeyleri arasinda, ters yonde bir baginti tespit edildi(r=
-0,42)(Sekil 4-6).

MRP1 VS. ATP(log)
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30 ¢
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y =-9,4447Ln(x) + 79,161

1 0?00

10 - ) ————
R°=0,6115 T o~
e~
0 ; : ~
10 100 1000
10
ATP

Sekil 4-6: MRP-1 ve ATP Arasindaki Korelasyonun Grafigi.

4.2.2. Asimda MRP-1 Fonksiyonuyla LTC4 Diizeylerinin Iliskisi

CysLT’lerden LTC4, MRP-1 tasityict proteini tarafindan hiicre i¢cinden hiicre
disma tasman ve inflamasyon gelisimine katkida bulunan araci bir maddedir. LTCy
seviyeleri kontrol, astim ve astimm alt gruplarinda istatistiksel olarak farkh
bulunmadi(Student t Testi, Bonferroni ve Dunnett Testi P>0.05). MRP-1 tasiyici
proteininin lokositlerde probenecid ile +37°C’de 1 saat inhibisyonu sonucu LTC4
seviyelerinin hiicre disindaki diizeyleri ELISA ydntemiyle tespit edildi. Her &rnek igin

inhibe edilen ve inhibe edilmeyen degerler Tablo 4-5’de verilmektedir.
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MRP-1 inhibisyonunun astim grubunda hiicre disina tasman LTC4 seviyelerini
anlamli olarak diisiirdiigii (p<<0.05), kontrol grubunda ise herhangi bir degisime neden
olmadig tespit edildi(Tablo 4-5, Sekil 4-7) MRP1 inhibisyonu hafif intermitant astim
ve hafif persistant astim gruplarinda hiicreden salgilanan LTC, seviyelerinde istatistiksel

olarak anlamli bir diisiise neden olmadig: tespit edildi.

MRP1 tasiyici proteini tarafindan hiicre iginden hiicre disma tasman fizyolojik
bir ajan olan LTC4 astim grubunda, kontrol grubundan daha hizli tasinmaktadir. Ancak
astimin alt gruplarinda bu fark istatistiksel olarak saptanamamistir. Astimda Ca-AM ile
gosterdigimiz yiiksek taginma hizi ve yiiksek MRP1 gen ifade diizeylerinin kontrolden
daha yiiksek bulunmasi LTC,4’lin tasinma hiziyla paralellik gostermektedir.

Tablo 4-5: LTC4 Seviyelerinin MRP-1 inhibisyonu Sonucu Degisimi.

LTC,
(ng/10° hiicre)
MRP1 inhibisyonu sonucu
n LTC4
LTC,
Hafif intermitant astim 7 41,40+ 19,92 35,40+ 22,93
Hafif persistant astim 8 40,01+ 21,66 32,14+ 23,02
Astim 15 40,66+ 20,13* 33,66+ 22,21%*
Kontrol 12 43,73+ 23,67 36,67 + 22,78

Kontrol ve astim gruplar1 Student t Testi ile, kontrol ve astimin alt gruplari Bonferroni ve Dunnett Testi ile
kiyasland1 P>0.05.

Kontrol, astim ve astimin alt gruplarinda MRP1 inhibisyonu Oncesi ve sonrasi arasindaki farki denetlemek icin
Wilcoxon Testi uyguland1 *P<0.05

200pM Probenecid 3x10° 16kosit ile 37C*de 1 saat inkiibasyon.
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LTC4 Seviyelerinin MRP-1 inhibisyonu Sonucu Degisimi

70

60 T

50

30

LTC4 (ng/16 hiicre)
N
S

20

10

Astim

Hafif intermitant Hafif Persistant

Astim

Astim

Kontrol

O LTC4 (ng/106
hiicre)

B MRP1
inhibisyonu LTC
(ng/106 hiicre)

Sekil 4-7: LTC4 Seviyelerinin MRP-1 Inhibisyonu Sonucu Degisimi.

4.3. Lokositlerdeki Glutatyon Diizeyleri

Astim ve kontrol gruplar1 arasinda l6kositlerdeki glutatyon diizeyleri acisindan

fark bulunmadi. ( P>0.05 )(Tablo 4-6, Sekil 4-8)

Tablo 4-6: Astim Ve Kontrol Gruplarimin Glutatyon Diizeyleri

Glutatyon pM/10° hiicre

n
Hafif intermitant astim 18
Hafif persistant astim 13
Astim 31
Kontrol 20

839,43 + 727,48
845,21 + 672,17
896,47 + 668.70

592,51 + 391,96
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Glutatyon uM/10° hiicre
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Sekil 4-8: Astim Ve Kontrol Gruplarimn Glutatyon Diizeyleri.

4.4. Serum HNE Diizeyleri

Oksidatif stresin son tirlinlerinden biri olan HNE diizeylerini astim ve kontrol
gruplarinin serum Orneklerinde oSlgtiikk. Astim ve kontrol gruplarinda serum HNE

diizeyleri istatistiksel olarak farkli bulunmadi.(Tablo 4-7)

Tablo 4-7: Astim Ve Kontrol Grubu Serum HNE Ortalamala Diizeyleri.

n HNE pg/ml.

Hafif intermitant astim 13 5,96 £0,63
Hafif persistant astim 9 5,54 £ 0,64
Astim 22 5,71 +£0,66

Kontrol 17 5,98 +1,01
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4.5. Trombosit Aktivitesi

Astimda trombosit aktivitesini tespit edebilmek amaciyla akan hiicre 6lger cihazi
kullanildi. Trombositlerin aktiviteleri membranlarindaki 6zel glikoproteinler ve

reseptorlerin tespiti ile her hangi bir uyarici ajan kullanilmadan gercekletirildi.

Akan hiicre dlger cihazi ile yapilan trombosit aktivite deneyi, trombositlerin
izolasyonu ve bunu takiben CD41, CD62P, CD42b antikorlariyla muamelesi sonucu
yapild1.

Trombosit aktivitesi Gpllb/Illa’ya 6zgiil CD41 antikoru, P selektin’e 6zgiil
CD62P antikoru ve Glikoprotein Ib (Gplb)’ye 6zgiil CD42b antikoru kullanilarak
yapildi. Astim ve kontrol gruplar1 arasinda trombosit aktivitesi CD41, CD62P,
CD41CD62P ortalama fluoresan degerleri agisindan fark tespit edilemezken(P>0.05),
aktif trombositlerin diger bir belirteci olan CD42b astim grubunda, kontrol grubundan
ileri diizeyde anlamli olarak daha yiiksek bulundu(Tablo 4-8). Astimin alt gruplarinin
kendi aralarnda ve kontrol grubu ile kiyaslanmalar1 sonucu trombosit aktivite

belirtegleri agisindan bit fark tespit edilemedi(Tablo 4-8).

Tablo 4-8: Astim Ve Kontrol Gruplarinda CD62P, CD 41 Ve CD42b Miktarlari.

Trombosit aktivite belirtecleri
% fluoresans

n  CD41 CD62P CD 41  CD 42b CD62P

Hafif il‘;‘tf;m“a“‘ 16 97,67+228 61,80+20,66 94,10+3,75 64,75+ 18,52
Haffpersistant g 96444450 791941663 94014229 79,06+ 17.82
Astim 25 95744533  68,06+22,77  94,07+324* 70,11 1922
Kontrol 18 9484495 7483+1671  83,65t18,09% 73,52+ 1937

*P <0,01: Mann Withney U testi
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Astim Ve Kontrol Gruplarinda CD62P, CD 41 ve CD42b Ortalama Miktarlari
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Sekil 4-9: Astim ve Kontrol Gruplarinda CD62P, CD 41 ve CD42b Miktarlari.

4.6. Trombositlerde MRP1 Miktar

Akan hiicre Olger cihazi ile yapilan trombositlerdeki MRP1 miktari,
trombositlerin izolasyonu ve bunu takiben CD42b ve MRP1 antikorlarinin muamelesi
sonucu yapildi. Trombositlerde MRP-1 yiizde(%) ve ortalama fluoresan

yogunlugu(mfi:mean fluoresan intencity) degerleri gruplar arasinda farkh

bulunmadi(Tablo 4-9, Sekil 4-10, Tablo 4-10, Sekil 4-11).

Tablo 4-9: Trombositlerde MRP-1 Miktari(% Fluoresan).

Trombositlerde MRP1 miktari
% fluoresan

n CD 42b MRP1

Hafif intermitant astim 16 4,62+3,49
Hafif persistant astim 9 3,90 + 1,87
Astim 25  436+298

Kontrol 18  3,56+2,63




&9

CD 42b MRP-1 %fluoresan Ortalamala Miktarlari

% Fluoresan

Hafif Hafif Astim Kontrol
intermitant  Persistant
Astim Astim

Sekil 4-10: Trombositlerde MRP-1 Miktari(% fluoresan).

Tablo 4-10: Trombositlerde MRP-1 Miktari(Mfi)

Trombositlerde MRP1 miktar1

(mfi)
n CD 42b MRP1
Hafif intermitant astim 16 1,51 £0,53
Hafif persistant astim 9 1,40 £ 0,07
Astim 25 1,46 £0,43

Kontrol 18 1,40 £0,22
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CD 42b MRP1 Ortalama Fluoresan Yogunlugu (mfi)
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Sekil 4-11: Trombositlerde MRP-1 Miktari(mfi).

4.7. Trombosit Lokosit Agregatlan

Astim ve kontrol gruplari, CD62P CD45 CD41 antikorlariyla akan hiicre dlger

cthazi yardimiyla yapilan 16kosit-trombosit agregatlarinin miktar1 agisindan istatistiksel

olarak farkli bulunmadi.(Tablo 4-11, Sekil 4-12).

Tablo 4-11: Lokosit Trombosit Agregatlarimn Astim Ve Kontrol Gruplarindaki Ortalama

Degerleri.

Lokosit-trombosit agregatlar:

% fluoresan

n CD45 41 CD45 41 62
Hafif intermitant astim 16 19,99 + 6,56 3,49 £1,33
Hafif persistant astim 9 16,92 + 7,41 3,21 £1,59
Astim 25 16,96 £ 6,72 3,39+ 1,40
Kontrol 18  15,35+3,19 3,54+ 1,69
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Lokosit Trombosit Agregatlarinin Astim Ve Kontrol Gruplarinda
Ortalama Miktarlan
30
25 T
e 20
©
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g m CD45 41
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Hafif intermitant Hafif Persistant Astim Kontrol
Astim Astim

Sekil 4-12: Lokosit Trombosit Agregatlarinin Astim Ve Kontrol Gruplarindaki Ortalama
Degerleri.

Tablo 4-12: Aktive Olmus Trombositlerle Agregat Yapan Lokositlerin Astim Ve Kontrol
Gruplarindaki Ortalamalar.

Lokosit-trombosit agregatlar:

% fluoresans

n CD45 62 CD45 42 CD454214 CD4514

Hafif intermitant astim 16 4,16+1,93 13,80+5,11 7,80+£3,89 61,05+12,21
Hafif persistant astim 9 3,18+1,68 18,53+10,75 9,54+6,38 52,47 +19,89
Astim 25 3,83=+1,87 1550+7,62 8,43+4,87 57,96+15,58

Kontrol 18 4,16+1,92 14,64+3,85 8,48+3,78 6291+11,13




92

Lokosit Trombosit Agregatlarinin Astim ve Kontrol Gruplarinda
Ortalama Miktarlar
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Sekil 4-13: Aktive Olmus Trombositlerle Agregat Yapan Lokositlerin Astim Ve Kontrol
Gruplarindaki Ortalamalari.

Astim ve kontrol gruplari, graniilosit trombosit ve 16kosit trombosit
agregatlarinin miktar1 agisindan farksiz bulundu (Tablo 4-12, Sekil 4-13, Tablo 4-13,
Sekil 4-14).

Tablo 4-13: Astim Ve Kontrol Gruplarimin Graniilosit-Trombosit Agregatlarinda CD45,
CD41, CD62P Ortalama Miktarlar.

Graniilosit-trombosit agregatlari

% fluoresan

n CD45 41 CD45 41 62

Hafif intermitant astim 16 15,67 £ 7,24 3,31 £2,06
Hafif persistant astim 9 18,83 £12,01 2,97+ 1,86
Astim 25 16,81 £9,12 3,19+ 1,96

Kontrol 18 14,74 £ 4,29 2,84 +£1,38
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Miktarlan

Graniilosit Trombosit Agregatlarinda CD45 CD41 CD62P Ortalama
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Sekil 4-14: Astim Ve Kontrol Gruplarinin Graniilosit-Trombosit Agregatlarinda CD45,

CD41, CD62P Ortalama Miktarlar.

Tablo 4-14: Astim Ve Kontrol Gruplarimin Graniilosit-Trombosit Agregatlarinda CD45,
CD42b, CD62P, CD14 Ortalama Miktarlar.

Graniilosit-trombosit agregatlari

% fluoresans
n CD45 62 CD45 42 CD454214 CD4514
Hafif intermitant astom 16 3.77£2,25 12,71+5,66 927+531  87,62+17,18
Hafif persistant asttm 9 327+2,18 17,46 £12,10 13,56 +9,00 83,29 +8,99
Astim 25 3,59+2,19 1442+8,61 10,70+6,88 86,18 + 14,85
Kontrol 18 3,39+1,91 14,34+527 10,51 +5,50 87,66+ 8,05
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Astim ve Kontrol Gruplarinin Graniilosit Trombosit
Agregatlarinda CD62 CD45 CD42b CD14 Ortalama Miktarlar

120
100 T -
§ 80 T I % 1 | [mcoss ez
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= 40 1 |mcD45 14
* o | | e | ||
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Hafif intermitant H
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afif Persistant
Astim

Astim

Kontrol

Sekil 4-15: Astim Ve Kontrol Gruplarinin Graniilosit-Trombosit Agregatlarinda CD45,

CD42b, CD62P, CD14 Ortalama Miktarlar.

Astim ve kontrol gruplari, lenfosit trombosit agregatlarinda CD45, CD4l1,

CD62P ortalama miktar1 agisindan farksiz bulundu(Tablo 4-15, Sekil 4-16)

Tablo 4-15: Astim Ve Kontrol Gruplarimin Graniilosit-Trombosit Agregatlarinda CD45,

CD41, CD62P Ortalama Miktarlar.

Hafif intermitant astim

Hafif persistant astim
Astim

Kontrol

Lenfosit-trombosit agregatlari

% fluoresan

n CD45 41 CD45 41 62
16 18,29 + 7,04 3,30+ 1,94
9 17,91 £7,26 2,95+2,34
25 18,15 £ 6,97 3,17+2,01
18 14,36 +£3,07 2,75+ 1,66
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Astim ve Kontrol Gruplarinin Lenfosit Trombosit Agregatlarinda
CD45 CD41 CD62 Ortalama Miktarlar
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Sekil 4-16: Astim Ve Kontrol Gruplarinin Lenfosit-Trombosit Agregatlarinda CD45,
CD41, CD62P Ortalama Miktarlar.

Astim ve kontrol gruplar,, lenfosit trombosit agregatlarinda CD45,
CD62P,CD14 ortalama miktarlaru acisindan farksiz(P>0,05) bulunurken CD42 CD45
ortalama miktarlar1 agindan hafif persistant astim grubunda kontrol grubuna goére

yiiksek bulundu(P<0,05)(Tablo 4-16, Sekil 4-17).

Tablo 4-16: Astim Ve Kontrol Gruplarimin Lenfosit-Trombosit Agregatlarinda CD45,
CD42b, CD62P, CD14 Ortalama Miktarlar.

Lenfosit-trombosit agregatlar

% fluoresans

n CD45 62 CD45 42 CD45 42 14 CD45 14

Hafif intermitant astim 16 424+245 13,07+6,82 0,78+0,510 2,92+1,59

Hafif persistant astim 9 3,43+221 19,56+9,30* 0,80=+0,67 2,94+2,04
Astim 25 393+£235 1523+£8,15 0,79+0,56 292+1,71

Kontrol 18 3,49+2,04 12,57+429* 0,76+0,69 2,76+1,91

*P< 0,05 Astimin alt gruplar1 ve kontrol arasinda kiyaslama Bonferroni testi kullanildi.
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Astim ve Kontrol Gruplarinda Lenfosit Trombosit
Agregatlarinda CD45 CD62 CD42 CD14 Ortalama Miktarlan
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Hafif intermitant Hafif Persistant Astim Kontrol
Astim Astim

Sekil 4-17: Astim ve Kontrol Gruplarimin Lenfosit-Trombosit Agregatlarinda CD45,
CD42b, CD62P, CD14 Ortalama Miktarlar.

Astim ve kontrol gruplari, monosit trombosit agregatlarinda CD45, CD4l1,
CD62P CDI14 ortalama miktarlar1 acisindan farksiz bulundu(Tablo 4-17, Sekil 4-
18)(Tablo 4-18).

Tablo 4-17: Astim Ve Kontrol Gruplarinin Monosit-Trombosit Agregatlarinda CD45,
CD41, CD62P Ortalama Miktarlar.

Monosit-trombosit agregatlari

% fluoresan

n CD45 41 CD45 41 62

Hafif intermitant astim 16 23,25 +8,11 8,24 +£5,52
Hafif persistant astim 9 28,68 £13,21 9,39 £ 5,85
Astim 25 25,20 £10,31 8,64 +£5,53

Kontrol 18 21,06 4,48 7,81 4,51
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45

Astim ve Kontrol Gruplarinda Monosit Trombosit
Agregatlarinda CD45 CD41 CD62 Ortalama Miktarlar
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Sekil 4-18: Astim Ve Kontrol Gruplarinin Monosit-Trombosit Agregatlarinda CD45,

CD41, CD62P Ortalama Miktarlar.

Tablo 4-18: Astim Ve Kontrol Gruplarimin Monosit-Trombosit Agregatlarinda CD45,
CD42b, CD62P, CD14 Ortalama Miktarlan

Monosit -trombosit agregatlari

% fluoresans
n CD45 62 CD45 42 CD45 42 14 CD45 14
Hafif intermitant asthm 16 .86 +6,20  21,99+747 15,23 +523 86,60 + 7,62
Hafif persistant astim 9 1290+725 2575+14,27 19,41 +6,72 80,98 +18,13
Astim 25 11,00 +6,63 23,34+10,30 16,62+5,97 84,58+12,39
Kontrol 18 9,93+6,18 22,80+10,13 15,99+9,74 86,67 +8,55
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Astim ve Kontrol Gruplarinda Monosit Trombosit
Agregatlarinda CD45 CD62 CD42 CD14 Ortalama Miktarlan

120

100
£ & 1 % ~} 1 | [ecpsse62
(]
- m CD45 42
E @ CD45 42 14

40
R @O CD45 14

° |l il | it

0 T T T
Hafif intermitant Hafif Persistant Astim Kontrol
Astim Astim

Sekil 4-19: Astim ve Kontrol Gruplarimin Monosit-Trombosit Agregatlarinda CD45,
CD42b, CD62P, CD14 Ortalama Miktarlar.

4.8. intrastoplazmik MRP-1 Miktarlar

Lokosit trombosit agregatlarinda intrastoplazmik MRP-1 miktarlar1 hafif
persistant astim grubunda kontrol grubundan farksiz bulunurken hafif intermitant astim

grubunda kontrol grubundan yiiksek olarak bulundu(P<0,05)(Tablo 4-19).

Tablo 4-19: Astim Ve Kontrol Gruplarinda Lékosit Trombosit Agregatlarinda
Intrasitoplazmik (SYMRP-1 Miktarimin Ortalama Degerleri.

Lokosit-trombosit agregatlar

%fluoresans
n CD45 42 sMRP
Hafif intermitant astim 16 2,87 +1,37*
Hafif persistant astim 9 2,12+0,42
Astim 25 2,60+1,12
Kontrol 18 2,01 +0,49*

*P<0,05: Kontrol ve astimin alt gruplar1 aras1 kiyaslama Bonferroni testi ile yapilmistir.
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Graniilosit trombosit agregatlarinda intrastoplazmik MRP-1 miktarlar1 hafif
persistant astim grubunda kontrol grubundan farksiz bulunurken hafif intermitant astim
grubunda kontrol grubundan yiiksek olarak bulundu(P<0,05) Graniilosit trombosit
agregatlarinda ylizey MRP1 miktarlar1 astim ve kontrol gruplari arasinda farkl

bulunmadi(Tablo 4-20)

Tablo 4-20: Astim Ve Kontrol Gruplarinda Graniilosit Trombosit Agregatlarinda
Intrasitoplazmik (S)YMRP-1 Miktarimin Ortalama Degerleri.

Graniilosit-trombosit agregatlari

% fluoresans
N CD45 42 sMRP
Hafif intermitant astim 16 3,50 £2,19%*
Hafif persistant astim 9 2,43 £0,51
Astim 25 3,12 +1,83
Kontrol 18 2,19 £ 0,56*

*P<0,05: Kontrol ve astimin alt gruplar1 aras1 kiyaslama Bonferroni testi ile yapilmistir.

Lenfosit trombosit agregatlarinda intrastoplazmik MRP-1 miktarlar1 hafif
persistant astim grubunda kontrol grubundan farksiz bulunurken hafif intermitant astim
grubunda kontrol grubundan yiiksek olarak bulundu(P<0,05) Lenfosit trombosit
agregatlarinda ylizey MRP1 miktarlar1 astim ve kontrol gruplar1 arasinda farkh

bulunmadi(Tablo 4-21)
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Tablo 4-21: Astim Ve Kontrol Gruplarinda Lenfosit Trombosit Agregatlarinda
Intrasitoplazmik (S)YMRP-1 Miktarimin Ortalama Degerleri.

Lenfosit-trombosit agregatlarinda MRP1

%fluoresans
n CD45 42 sMRP
Hafif intermitant astim 16 2,01 £0,97*
Hafif persistant astim 9 1,49 £ 0,19
Astim 25 1,80 + 0,82
Kontrol 18 1,45+ 0,28*

*P<0,05: Kontrol ve astimin alt gruplar1 aras1 kiyaslama Bonferroni testi ile yapilmistir.

Monosit trombosit agregatlarinda intrastoplazmik MRP-1 miktarlar1 hafif
persistant astim grubunda kontrol grubundan farksiz bulunurken hafif intermitant astim

grubunda kontrol grubundan yiiksek olarak bulundu(P<0,05) (Tablo 4-22)

Tablo 4-22: Astim Ve Kontrol Gruplarinda Monosit Trombosit Agregatlarinda
Intrasitoplazmik (S)Mrp-1 Miktarimin Ortalama Degerleri.

Monosit-trombosit agregatlarinda MRP1

%fluoresans
n CD45 42 sMRP
Hafif intermitant astim 16 2,95 £ 1,44%
Hafif persistant astim 9 2,11 £0,46
Astim 25 2,65+1,23
Kontrol 18 2,12 £ 0,60%*

*P<0,05: Kontrol ve astimin alt gruplar1 aras1 kiyaslama Bonferroni testi ile yapilmistir.
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4.9. Trombosit Fonksiyonu

Trombosit fonksiyonlari, sekresyon ve agregasyon fonksiyonu agisindan
agregometre cithazi yardimiyla ADP ile uyarilarak ¢alisildi. Astim ve kontrol gruplari
arasinda agregasyon egrisinin iki Ol¢lisii olan %amplitiid ve egim cinsinden
degerlendirilerek karsilastirildi. Astim (hafif intermitant astim, hafif persistant astim ve
astim) ve kontrol gruplari arasinda egim ve %amplitiid acisindan anlamli fark
bulunamadi. Trombosit agregasyon gostergesi olan egim (TE1l) (r = -0,40) attik¢a

MRP1 gen anlatim seviyelerinin ters orantili olarak diistiigii tespit edildi.

Trombosit ve lokositlerde probenecid ile MRP1 inhibisyonu sonucu
orneklerdeki trombosit agregasyon sonuglar1 Tablo 4-23°de gdsterilmistir. Bu sonuglara
gore astim ve kontrol gruplar1 arasinda trombosit agregasyonu agisindan anlamli bir fark

bulunmamuistir(Sekil 4-20).

Trombosit agregasyon egrisinin (kurbunun) egiminin hesaplanmasi ile elde
edilen degerlerin MRP-1 inhibisyonu yapilan trombosit ve lokositlerde (TE3) kontrole
gore (TE2, TE1) ileri diizeyde anlamli olarak diisiik bulundu. (General Linear Model -
Multivariate Test’den Pillai's Trace testi uygulanmistir)(P<0.01)

Trombosit Agregasyonu (Egim Q)
120
100 T
S | I T o TE1
s |
E 60 {1 | T T LT % TT mTE2
w
40 1 “ 1 |oTE4
20 1 —
0 T T
Hafif intermitant  Hafif Persistant Astim Kontrol
Astim Astim

Sekil 4-20: MRP-1 Inhibisyonu Sonucu Trombosit Agregasyon Egrisinin Egim Cinsinden
Degisimi.
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Tablo 4-23: MRP-1 inhibisyonu Sonucu Trombosit Agregasyon Egrisinin Egim Cinsinden

Degisimi.
Trombosit agregasyonu (Egim Q)
n TE1 TE2 TE3 TE4
Haﬁf‘a‘;ttf;lm‘ta“‘ 19 81,04+2172% 518641515 4047+ 10,09% 57.28=16,15
Haﬁfﬂ‘;i{;‘sm“t 10 79,16+ 1739%  51.67+1277 4328+574% 7138% 19,68
Astim 20 79.74+£2002% 526741414 4141 +8.86% 61,08+ 18,32
Kontrol 18 73.05+1589% 527641624 37.61+11,77% 59,50 = 19,45

*P< 0,05 :TE1 > ( TE4=TE2)>TE3

TE1: trombosit

TE2: trombosit + lokosit

TE3: trombosit + 16kosit ve probenecidle inhibisyon

TE4: trombosit

TE2, TE3, TE4 ornekleri 37C”de 1 saat inkiibe edilmistir.

Hasta ve kontrol gruplar1 aras1 trombosit agregasyonu agisindan fark yok P>0,05

Trombosit agregasyon egrisinin (kurbunun) yilizde amplitiidiiniin hesaplanmasi ile

elde edilen degerlerin MRP-1 inhibisyonu yapilan trombosit ve l6kositlerde (TA3)

kontrole gore (TA2, TA1) ileri diizeyde anlaml1 olarak diisiik bulundu. (General Linear

Model -Multivariate Test’den Pillai's Trace testi uygulanmistir)(P<0.01) (Tablo 4-24)
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Tablo 4-24: MRP-1 inhibisyonu Sonucu Trombosit Agregasyon Egrisinin % Amplitiid
Cinsinden Degisimi.

Trombosit agregasyonu (% amplitiid)

n TAl TA2 TA3 TA4
Hafif ;‘;‘tf;lm‘ta“‘ 19 6271+10,73% 42911389  691+643*  39.89+ 16,57
Haﬁfﬂ‘;i{;‘sm“t 10 6133+1544% 392241248  1126+6,69% 3979 +25.05
Astim 20 6249+ 1228% 424041341  836+672% 391941931
Kontrol 18 5747+ 15,16% 4022+ 1471  4.65+197%  37.58+ 19.45

TA1>(TA2=TA4)>TA3

TAL: trombosit

TA2: trombosit + 10kosit

TA3: trombosit + l1okosit ve inhibisyon

TA4: trombosit

TA2, TA3, TA4 6rnekleri 37C°’de 1 saat inkiibe edilmisitir.

Oksidatif stresi arttirmak amaciyla kiimen ve probenecid uygulanan trombosit ve
lokositler inhibisyon kosullarina maruz birakildi ve akabinde trombosit egregasyonu
degerlendirildi.

TES:trombosit + 10kosit + kiimen ve MRP1 inhibisyonu

TEG6: trombosit + 16kosit + kiimen

Ortalama degerler hafif intermitant astimda TES5=33,80, TE6=37,40, hafif
persistant astimda TE5=40,31, TE6=42,39, astimda TE5=37,30, TE6=40,08, kontrolde
TE5=32,26, TE6=39,47 olarak saptandi. Astim ve kontrol gruplarinda trombosit
agregasyonunda TES ve TE6 deneyleri agisindan farkli bulunmadi.

TAS:trombosit + 16kosit + kiimen ve MRP1 inhibisyonu

TAG6: trombosit + 10kosit + kiimen

Ortalama trombosit agregasyonu %amplitiid degerleriHafif intermitant astimda
TAS5=1,60 TA6=8,60, hafif persistant astimda TA5=1,72 TA6=13,82 astimda TA5=1,66
TA6=11,41 kontrolde TA5=1,54 TA6=15,63 olarak saptandi. Astim ve kontrolgruplari
TAS ve TA6 degerleri acisindan farklilik géstermedi.
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4.10. MRP-1 inhibisyonu Ve CuooH’in, Lokositler Uzerindeki EtKisinin
Apopitoz Ve Nekroz Acisindan Degerlendirilmesi.

Lokositlerde CuooH ile oksidatif stresi indiikleyerek ve oksidatif stres
driinlerini hiicreden disar1 atan MRP1’1 inhibe ederek astim ve saglikli kontrollerin
lokositlerindeki  degisikliklerin  apopitoz ve nekroza neden olup olmadigini
inceleyebilmek amaciyla flouresan boyama yapildi.

Astim ve kontrol grubunda l6kositlerdeki MRP1 inhibisyonu sonucu hiicrede
gergeklesen degisikliklerin apopitoz ve nekroza neden olup olmadigmi tespit edebilmek
amaciyla fluoresan boyama ve akabinde fluoresan mikroskobunda kirmizi(nekroz),
mor(ge¢ apopitoz), giicli mavi(erken apopitoz) ve acik mavi(canli)(Sekil 4-21)

(digerlerine gore hiicre daha kiiglik olarak gozlenir) olarak sayilan en az 300 hiicre

sayilmis ve herbir hiicre grubu % hiicre sayis1 olarak ifade edilmistir.(Sekil 4-21, Tablo
4-25)

Sekil 4-21: PI ve Hoesth Fluoresan Boyama ile Fluoresan Mikroskobunda Gozlenen
Hiicreler.

kirmizi(nekroz), mor(ge¢ apopitoz), giiclii mavi(erken apopitoz) ve acik mavi(canl)

(digerlerine gore hiicre daha kiiclik olarak g6zlenir) hiicreleri gostermektedir.
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Astim ve kontrol gruplarinda MRP1 inhibisyonu ile 16kositler nekroz ve canlilik
oranlar1 agisindan anlamli olarak farkl tespit edildiler. Bu farklilik inhibisyon yapilan
grupta hiicre canliligi azalirken nekroz oraninin artmasi yoniindeydi(General Linear
Model -Multivariate Test’den Bonferroni testi uygulanmistir).P<0.05(Tablo 4-25,
Tablo 4-26)

Apopitoz acisindan gruplar arasinda fark tespit edilemedi.P>0.05(Sekil 4-22, Sekil 4-
23)

Tablo 4-25: Hafif Intermitant Astim Ve Hafif Persistant Astim Lokositlerinde MRP1
Inhibisyonu Ve Cumoh Uygulamasi Sonucu Apopitoz Ve Nekroz Oranlari.

NEKROZ APOPITOZ CANLI
Deney ad1 % hiicre sayist | % hiicre sayis1 | % hiicre sayisi
kontrol 5274072 * |2,18+0,40 92,44 +0.89 *
probenecid 8,05+0.93 * [3.26+0.76 88,50 + 0,82 *
Probenecid
Kontrop* | MmO 016091  [374£084 8747+ 1,01
N:18
CumOH 9.14 + 0.90 2334038 88.27 + 0.91
kontrol 5,41+ 0,62* 2,62 + 0,46 92,18 + 0,65*
probenecid 8,15+ 0,49* 2,21 40,37 89,57+ 0,58*
Probenecid
CumOH 8,063 + 0,82 3,48 £ 0,65 87,78 £ 0,95
Astim*
N:19 815+ 0.6
CumOH , ,65 2,16 £0,39 89,63 + 0,71
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Lokositlerde MRP1 inhibisyonunun Apopitoz ve Nekroz Degerleri

100
B NEKROZ|
- % hiicre
) 80 orani
>
©
» 60 m APOPIT
2 oz %
_0 40 hticre
'_E orani
X 0O CANLI
e 20 % hiicre
orani
0
kontrol  probenecid Probenecid CumOH kontrol  probenecid Probenecid CumOH
+ CumOH + CumOH

ASTIM

Sekil 4-22: Astim Ve Kontrolde MRP1 inhibisyonu ve CumOH Uygulamasi Sonucu
Apopitoz Ve Nekroz Oranlari.

Lokositlerde MRP1 inhibisyonu Sonucu Apopitoz ve Nekroz Degerleri

= NEKROZ
% hiicre
orani

m APOPITOZ
% hiicre
orani

O CANLI
% hiicre
orani

% hiicre sayisi

Kontrol Probenecid Probenecid CumOH Kontrol Probenecid Probenecid CumOH
+ CumOH + CumOH

Sekil 4-23: Hafif Intermitant Astim Ve Hafif Persistant Astimda MRP1 inhibisyonu ve
CumOH Uygulamasi Sonucu Apopitoz Ve Nekroz Oranlari.
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Tablo 4-26: Hafif Intermitant Astim Ve Hafif Persistant Asttmda MRP1 Inhibisyonu Ve
Cumoh Uygulamasi Sonucu Apopitoz Ve Nekroz Oranlari.

NEKROZ APOPITOZ CANLI
Deney ad1
% hiicre sayist | % hiicre sayis1 | % hiicre sayisi
kontrol 5,42 £,779 * 2,58 £0,56 92,28 £ 0,88 *
probenecid 8,00 +,655 * 1.93+0.34 90,00+ 0,70 *
Astim 1*
N:14 .
Probenecid +
CumOH 8,21 + ,973 2.87+£0.82 88,78+ 1,08
CumOH 7,92 + 737 1.82+£0.40 90,21 £ 0,81
Kontrol 5,40 £ 1,03 2,72+ 0,84 91,90 + 0,40
Probenecid 8,60 + 0,40 3.00+1.04 88,40 + 0,92
Astim 2 Prob d
N:5 robenecid - Veig g0 + 1,56 5.20 +0.20 85,00+ 1,51
CumOH
CumOH 8.80 + 1,49 3.14+0.90 88,00+ 1,30
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5. TARTISMA

Coklu 1ilag direncliligi ile iliskili protein 1(MRP1), LTC4’lin trombosit ve
lokositlerden hiicre disina tasinmasinda goérev alan bir transmembran proteindir. LTC4;
alerjik astimda inflamasyon sahasina lokosit ve trombositlerin ¢agirilmasinda,
vasokonstriiksiyon, bronkospazm ve vaskiiler gecirgenligin arttirilmasinda fonksiyon
goren kritik bir mediyatordiir (B. Lam 2004). Lorico ve arkadaslarmin mrpl(-/-)
transgenik sican modelinde yaptig1 calismalar LTC4 seviyelerinin azalmasinin
inflamatuvar cevapta yetersizlige yol actigmi gostermektedir. (Lorico A 1997,
Wijnholds J 1997). Yoshioka ve arkadaglarinin transgenik mrp1(-/-) sicanlarda yaptigi
calismada; MRP1’in mast hiicrelerinden salinan IgE aracili CysLT’{lin regiilasyonuyla,
alerjik solunum yolu inflamasyonunun gelisiminde 6nemli bir rol oynadigina isaret
ettigi belirtilmektedir (Yoshioka M 2009). Bu verileri dikkate alirsak LTC4 seviyeleri
yiiksek oldugu bilinen astimli hastalarda MRP1 ekspresyon seviyelerinde ve buna bagl
olarak tasima hizinda degisiklikler beklenebilir. Bu nedenle c¢alismamizin ilk
boliimiinde 16kositlerde MRP1 gen anlatim seviyeleri, fonksiyonu ve LTC4 miktarlari

ile astim arasindaki iligki incelenmistir.

Real time PZR(Gercek zamanli kantitatif PZR) yontemiyle astim hastalarinin
lokositlerinde MRP1 gen anlatim diizeyleri, kontrole gore istatistiksel agidan yiiksek
oldugu bulundu. Ayrica astimda MRP1 diizeyleri ile astim siddeti arasinda pozitif
korelasyon saptandi. MRP1 gen anlatim diizeyleri hafif persistant astimda hafif
intermitant astima gore daha yiiksek olarak tespit edildi. Bu bulgu alerjik astimin erken
doneminde tespit edilebilen ve hastaligin siddetiyle dogru orantili olarak artan MRP1
gen ifade diizeylerinin astim gelisiminde rol oynayabilecegini gosterebilir. inflamasyon
ve solunum yollariyla iligkili diger bir hastalik olan KOAH ile MRP1 gen anlatim
seviyeleri arasindaki iliski incelenmis ve KOAH’l1 hastalarda brons epitelinde MRP1
gen anlatim seviyelerinin azaldigi bildirilmistir (Deen M.V.D 2005, 2006). Bizim
bulgularimiz1 destekler nitelikte olarak inflamatuvar hastaliklar arasinda romatoid artrit,
ateroskleroz, inflamatuvar gastrointestinal sistem hastaliklarindan Crohn hastalig1 ve
iilseratif kolitte MRP1 gen anlatim diizeyleri yiiksek bulunmus ve hastalik patogenezi
ile iliskilendirilmirtir (Hider SL. 2006, Cornelius F.H. 2008, Blokzijl H. 2008). Astimda
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MRP1 etkinligini ve mekanizmasini anlayabilmek i¢in gen anlatim seviyeleri, MRP1’in
fonksiyon gostermesi agisindan yeterli olmadigindan (Cole SPC. 1992, Burger H. 1994,
Legrand O. 1998, Chaudhary PM. 1992, Drach D. 1992) substrat tasima aktiviteleri
Olgiildii. Astimli hastalarin l6kositlerinde tagima hizi CFDA ve Calcein-AM proplari
kullanilarak akan hiicre Olcer cihazi yardimiyla belirlendi (Donna M. 1998, Nakano
R.1998). Calcein —AM probu kullanilarak yapilan ¢calismada, MRP1 substrat tagima hizi
astim lokositlerinde kontrole gore anlamli olarak yiiksek bulundu. CFDA probu
kullanilarak yapilan caligmada ise, tasima hizi ag¢isindan astim ve kontrol arasinda bir
fark goriilemedi. Sonuglarimiz MRP1 Calcein AM tagima hiz1 vede MRP1 gen anlatim
diizeylerinin astimda kontrole gore yiiksek oldugunu gostermektedir. Lu ve
arkadaslarinin yaptig1 yine inflamatuvar bir hastalik olan sistemik lupus eritamatozusda
bizim bulgumuza paralel olarak MRP1’in tasima hiz1 yiiksek bulunurken gen anlatim

seviyesi farksiz bulunmustur.

Bu sonuglar1 desteklemek amaciyla, astimda inflamasyonun gelisimine ve
astimin gelisimine aracilik eden, MRP1’in substrati olan LTC4’{in tasinma hizina ve
hiicre digindaki miktarlarina hiicre kiiltiir ortaminda ELISA ydntemi ile bakild1 (Weller
P.F. 1983). Astim ile kontrol grubu arasinda LTC4 miktarlar1 agisindan bir fark tespit
edilemedi. Kan beyin bariyerinde, iskemi sonras1 LTC4 seviyeleri yiiksek bulunmustur
(Rao A. M. 1999, Kim C.K. 2006) inhibe edildiginde LTC4 seviyelerinin astimda
kontrole gore diisilk oldugunun gosterilmesi(P<0.05) bulgumuz, astimli hastalarda
MRP1’in LTC4’ii daha hizli olarak tasidigini géstermektedir. Inhibisyon ¢aligmasimndan
elde edilen MRP1 fonksiyonu ve MRP1 gen anlatim seviyelerinin yiiksek oldugunu
birlikte degerlendirirsek; astimli hastalarda MRP1’in LTC4’lin seviyelerini belli bir
diizeyde tutmak icin MRP1 gen anlatim diizeylerinin artmasi1 sonucu diizenledigini
gosterebilir. Bu ¢ikartim MRP1’in astimlilarda bir kompansatuvar mekanizma m1 olarak

calistig1 sorusunu akla getirebilir.

GSH MRPI’in endojen substrati olup, hiicre i¢i zehirsizlestirme
reaksiyonlarinda olusan bilesikler glutatyon ile konjuge olarak hiicre disma atilirlar.
Bununla birlikte MRP1 tasima hizmin hiicre i¢i ATP seviyeleriyle iliskili oldugunu
bildiren caligmalar da mevcuttur (Leier 1. 1996). Bu nedenle astimli hastalarin

lIokositlerinde glutatyon miktarlar1 ve ATP diizeylerine de bakildi. Hiicre i¢i glutatyon
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miktarlar1 astim ve kontrol gruplar1 arasinda farkli bulunamazken astimli hastalarda

ATP diizeyleri diisiik bulundu.

Bu boliimdeki sonuclar1 beraber degerlendirdigimizde; Alerjik astimda MRP1
gen anlatim diizeylerinin 16kositlerde hastalik siddetiyle dogru orantili olarak artmasi,

MRP1’in alerjik astimin patolojisinde bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Astimda inflamasyonu tetikleyen sebeplerden biri de l0kosit ve trombosit
aktivasyonlar1 oldugu ve Ozellikle salgiladiklar1 maddelerle (sitokin, LTC4, PAF,
interlokin, histamin...) dolasimdaki ve solunum yollarindaki hiicreleri aktive ederek
inflamasyona yol actiklar1 bilinmektedir (Pitchford S.C. 2006, Tutluoglu B. 2005).
Astimdaki inflamasyonda Onemli yer tutan hiicrelerin eozinofil, mast hiicreleri,
trombositler oldugu ve eozinofillerin ge¢ apopitozu sebebiyle, dolagimdaki sayilar1 ve
etkilerinin arttig1 bildirilmistir (GINA 2006). Ote yandan trombosit ve ldkosit
membranlarinda yer alan MRP1’in oksidatif stres iriinlerini, glutatyonu(GSSG) ve
LTC4’ti hiicreden uzaklastirmak suretiyle apopitoza karst koruyucu rol oynadigi
belirtilmistir (Blokzijl H. 2008, Alary J. 2003, Camandola S. 2000). Endotelyal
hiicrelerde yapilan bir in vitro ¢alismada; MRP1’in sitokinle indiiklenmis apopitoza
kars1 bir up regiilasyona maruz kalabildigi ve hiicreyi koruyucu bir rol oynadigi
gosterilmistir(Blokzijl H. 2008). Bu bilgilerin 1s18inda bizim artan MRP1 aktivitesi
bulgularimiz1 da dikkate alirsak astimli hastalarda siklikla gézlemlenen eozinofillerin
apopitoz direncinde MRP1’in sorumlu bir mekanizma mi1 oldugu sorusu akla gelebilir.
Oksidatif stresin bir apopitoz diizenleyicisi oldugu bilgisi dikkate alinirsa, artan MRP1
aktivitesinin astimli hastalarin hiicrelerinde oksidatif stres tirtinlerini hizla uzaklastirarak
l6kositlerin bir apopitotik diren¢ olusturmasina neden olabilir. Diger yandan trombosit
ve lokosit aktivasyonunun oksidatif stresin trombosit ve l6kosit etkilesimlerini de
etkiledigini gosteren ¢ok sayida c¢alisma bulunmaktadir (Sjolinder M. 1999, Serrano
CV. 1997, Pitchford S.C. 2006). Literatiirde konjugat transport hizinin artan oksidatif
strese baglt bir kompansatuvar mekanizma olarak arttigini ileri siiren bilgiler de
mevcuttur (Simon C. 2005). MRP1’in oksidatif hasar {riinlerini uzaklastiran bir
komponent oldugu bilgisini de gézoniine alirsak astimli hastalarda MRP1 aktivitesi ile
trombosit 10kosit aktivasyonlarinda iliski beklenebilir. Ancak trombosit ve 16kositlerin
membranlarinda mevcut MRP-1’in trombosit-16kosit etkilesimindeki rolii halen agik

degildir. Bu iki soruya cevap vermek iizere planladigimiz ¢alismamizin ikinci
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boliimiinde dncelikle astimli hastalarda aktive trombositlerde MRP1 proteinin miktarimni

ve trombosit aktivasyonu tespit ettik.

Aktive trombositlerin belirlenmesinde 6zgiil bir yontem olarak kabul edilen
trombosit 16kosit agregatlari, trombosit 16kosit agregatlarminda intrastoplazmik MRP1
protein diizeyleri, trombositlerde ylizeyMRP1 protein miktarlar1 akan hiicre olger ile

incelenerek boyle bir iliskinin varligi degerlendirildi.

ADP ile trombositlerin uyarilmasi ve akabinde agregometrik olarak sekresyon
ve agregasyonun tespiti, trombosit fonksiyonlarmin belirlenmesi i¢in pek ¢ok hastaligin
teshisinde faydalanilan bir yontemdir (Paul A. 2007). Bu yontem bazi trombosit
membran glikoprotein eksikligi ile olusan trombosit fonksiyonunun azaldigi
hastaliklarin(glanzman trombastenisi) ve trombosit aktivitesinin arttig1 (koroner arter
tikaniklig1, diabet) hastaliklarin teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Alan D.
2004). Bu nedenle bizde calismamizda trombosit aktivitesini fonksiyon olarak
belirleyebilmek amaciyla ADP ile uyarilmis trombosit agregasyon yontemini tercih
ettik. Ayrica trombosit membran glikoproteinlerinin tek tek belirlenmesine imkan
tantyan, Ozgilil trombosit membran glikoprotein antikorlarmin uygulanmasi sonucu,
akan hiicre Olcer cihazi yardimiyla trombosit siispansiyonu ve tam kandan trombosit
aktivitesinin belirlenmesi yine alternatif bir secenek olarak pek cok makalede yerini
almig hassas bir yontem olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Biz calismamizda trombosit
aktivitesini degerlendirirken her iki yontemi de uygulayarak alerjik astimda trombositin
hangi fonksiyonunun etkili oldugunu ve buna bagl olarak hangi glikoproteinin astim

fizyopatolojisinde etkili oldugunu tespit etmeye calistik.

Trombosit agregasyonunun egim ve amplitiid cinsinden degerleri kontrol ve
astim gruplar1 arasinda istatistiksel olarak farkli bulunmadi. Astimda trombosit
agregasyonlar1 atak swrasinda arttiindan, bizim hasta grubumuzun da en az iki ay
oncesine kadar astim atagi gecirmemis hastalardan se¢ilmis olmasi hafif alerjik astimda
trombosit agregasyonunun atak disinda gelismedigini disilindiirebilir. Trombosit
agregasyon gostergesi olan egim (TE1) diistiikce MRP1 gen anlatim seviyelerinin ters
orantili olarak ytikseldigi tespit edildi (r = -0,51). Bu korelasyon bulgusu ile MRP1’in
astimda oksidatif stres irilinlerini hizla hiicreden uzaklastirarak trombosit
agregasyonunun oksidatif stresden etkilenmemesi agisindan bir koruyucu rol oynadigi,

trombosit agregasyonunun normal seviyelerde kalmasimi sagladig: diistiniilebilir.
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Trombosit izolasyonunu takiben akan hiicre Ol¢er cihazinda trombosit
aktivasyon belirteci olarak makalelerde belirtilen, trombosit membraninda yer alan
Gpllb/Illa’ya 6zgiil CD 41 antikoru, P selektin’e 6zgiil CD62P antikoru ve Glikoprotein
Ib (Gplb)’ye 6zgiil olan CD42b antikoru kullanilarak trombosit aktivitesi tespit edildi
(SCHMIDT V. 2006, H. M. Sanderson). Astim ve kontrol gruplar1 arasinda trombosit
aktivitesi CD41, CD62P, CD41CD62P, antikorlar1 ortalama fluoresan degerleri
acisindan fark tespit edilemezken(P>0.05) CD42b antikoru miktarlar1 astim grubunda
kontrolden anlamli olarak yiiksek bulundu(P<0,05). Astimda trombositlerdeki Gplb
reseptoriiniin diger aktivasyon belirteglerine gére kontrolden daha yiiksek olarak tespit
edilmesi; trombositin; astimin patolojisine Gplb reseptorii araciligiyla endotele
adezyonu arttirarak katildigini diisiindiirebilir. Trombosit trombosit ve trombosit l6kosit
agregatlarinin  (GplIb/Illa ile gosterilen) olusumu ateroskleroz ve koroner arter
hastaliklarinda etkin olarak arttig1 belirtilirken (Gawaz M. 1996, Ott I. 1996), bizim
bulgularimiza gore alerjik astimda bu veri GplIb/Illa agisindan anlamli artis olarak

tespit edilememistir.

Inflamasyon ve trombosit aktivitesinin yiiksek oldugu bilinen, akut koroner
sendromlar, ateroskleroz, serebrovaskiiler iskemi, sepsis, gibi hastaliklarda trombosit
aktivitesinin belirlenmesi amaciyla kanda trombosit-l6kosit agregatlarinin tespiti akan
hiicre dlger cihazi ile yapilmaktadir (Gawaz M.P. 1994, Mickelson J.K. 1996, Serrano
C.V. 1997, Rinder C. 1994, Gawaz M. 1996, Ott I. 1996, Furman MI. 1997, Gawaz M.
1995). Trombosit 16kosit agregatlarim1i 6lgmek amaciyla kullanilan CD45-CD62P-
CD41-CD42b-CD14 antikor miktarlar1 astim ve kontrol gruplarinda farksiz bulundu.
Buna karsin hafif persistant astim grubunda ise CD45CD41 antikorlar1 lenfosit-
trombosit ve monosit-trombosit agregatlar1 kontrolden istatistiksel olarak yliksek
bulundu(p<0,05). Koroner arter hastaliginda, akut miyokard enfarktiisiinde,
kardiyopulmoner bypass da yapilan ¢aligmalarda; akan hiicre dlcer cihazi yardimiyla,
invivo trombosit aktivasyonun belirlenmesi amaciyla yapilan, dolasimdaki trombosit
lokosit agregatlar1 varligi, trombosit yiizey P selektin yontemine gore daha belirleyici
oldugu belirtilmistir(Michelson A.D. 2001, Furman ML. 1998). Astimda trombosit
aktivasyonuyla ilgili olarak buldugumuz sonuclar da dolasimda trombosit-16kosit
agregatlarimm P selektinden daha yiiksek olarak tespiti yoniinde olup daha onceki
benzer inflamasyon temelli hastaliklarda yapilan ¢aligmalar ile paralellik

gostermektedir.
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Hafif intermitant asttimda MRP1 06zgiil antikoru ile tespit edilen
intrastoplazmikMRP1 protein miktar1t CD45CD42b antikorlar1 ile monosit-trombosit,
lenfosit-trombosit ve graniilosit-trombosit agregatlarinda kontrolden istatistiksel olarak
yiiksek bulundu. Alerjik astim hastalarinin  trombosit 16kosit agregatlarinda
intrastoplazmik MRP1protein miktarlarinin arttigini gosteren bulgumuz ilk defa bir

hastalik grubunda bdyle bir degisimi gostermesi agisindan dnem teskil etmektedir.

MRP1’in trombosit agregasyonu ve trombosit 10kosit etkilesimindeki roliinii ve
astimda etkili olan ajanlar ile bagintis1 olup olmadigini a¢iklayabilmek amaciyla MRP1
gen ifade seviyeleri ile ATP, LTC4, glutatyon, trombosit 16kosit agregatlari(CD41,
CD42b, CD62P, CD45) ve trombosit agregasyonu arasinda korelasyon analizi yapild1
Ayrica MRP1 gen ifade seviyeleri ile hastalik siddeti, yas, cinsiyetin baglantili olup

olmadig1 yine pearson korelasyon analizi ile arastirildi.

MRP1 gen anlatim seviyelerinin astim derecesi ile dogru orantili olarak arttig1

tespit edilmistir.

MRP1 proteininin 16kosit ve trombosit etkilesimlerindeki etkilerini gérebilmek
amacityla MRP1 protein inhibisyonu yapildi ve iyi bilinen bir oksidatif ajan olan
CumOH ile lokositlerde oksidatif stresin indiiklenmesi saglandi. Takiben fluoresan
boyama yontemiyle, l6kositlerin apopitoza ve nekroza gitme egilimleri, trombositlerin
de agregometrik yontemle trombosit fonksiyon ve agregasyonundaki degisiklikler

incelendi.

MRP1 inhibisyonunu 06zgiil kimyasal MRP1 inhibitérii olarak bilinen
probenecid ile yapildi. MRPI1 inhibisyonu ve CumOH’e maruz birakilan astim ve
kontrol gruplarinda apopitoz, hiicre canliligi ve nekroz agisindan fark gézlenmedi.
Ancak kontrol ve astim grubunda inhibisyon ve inhibisyonla birlikte CumOH
uygulanan grupta kontrol hiicrelerine gore nekrozun arttigi hiicre canliliginin da buna
bagl olarak azaldigi (P< 0.05) gozlendi. Biz invitro olarak hazirladigimiz deney
sisteminde alerjik astimda MRPI1’in l6kositlerin apopitoz direncinden sorumlu bir
mekanizmada yer almadigini gosterebilir ancak bu mekanizmay1 agiklamak icin ayrmtili
olarak yapilacak in vivo ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugunu sdyleyebiliriz. ikinci boliimde
yaptigimiz oksidatif stres ve MRPI1 inhibisyonu etkilerini in vitro trombosit
aktivasyonuna olan etkisini ortaya koymak amaciyla trombositleri ADP ile uyararak

agregasyonu takip ettik. Daha 6nce yapilan benzer calismalarda trombosit ve l6kosit
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sayilarmin ve oranlarmin agregasyonda etkili oldugu gdsterilmistir. Bu nedenle invitro
olarak uygulamalarda normal fizyolojik kosullarda oldugu gibi l6kosit/trombosit
sayilarint 1/40 oraninda(Yakaryilmaz A. 2005) uyguladik. Ayni siire ve kosullara tabi
tutulan 16kosit-trombositin yer aldig1 kontrol Orneklerinde agregasyon, trombosit
agregasyonundan daha diisiik olarak tespit edildi. Bu bulgumuz aktif trombosit
driinlerinin  notrofil kemiluminesansin1 artiryp agregasyonu azaltarak notrofil
fonksiyonlarmi etkiledigini gosteren calisma (Yakaryilmaz A. 2005) ile paralellik
gostermektedir. Astim ve kontrol gruplarinin her ikisinde de MRP1 inhibisyonu sonucu
kontrole gére agregasyonda anlamli azalma kaydettik. Yine inhibisyon ve CumOH
maruziyeti sonucu astim ve kontrol gruplarinda kontrole gore agregasyonda anlamli
azalma kaydedildi bu azalis bir onceki inhibisyondan farkli degildi. Inflamasyonda
salgiladiklar1 maddeler ve etkilestikleri hiicreler ile astim gelisiminden sorumlu tutulan
trombosit ve lokositlerin agregasyon fonksiyonlart MRP1 inhibisyonu ile azaltilmistir.
Astimda trombosit 10kosit etkilesiminin Onlenmesi ve hiicre aktivasyonlarmnin
azaltilmasma yonelik tedavi protokollerinde bu bulgumuz yeni bir bakis acisi
kazandirabilir. Bu acidan trombosit 16kosit iligkisinin astimda arastirildigi baska bir
calismaya rastlanmamis olup, astim ve aterosklerozda trombosit 16kosit aktivitesinin ve
agregatlarinin yiiksek olarak tespit edildigi caligmalar mevcuttur (Simon C. 2005,
Michelson A.D. 2001). Bununla birlikte MRP1’in inhibisyonunun trombosit-16kosit
agregasyonunu azaltan bir veriye literatiirde heniiz rastlanmamistir. Sonuglarimiz,
siirecte rol oynayan aracilar ve mekanizmalar konusunda ileri dilizeyde
gerceklestirilecek sonuglarla birlikte trombosit ve lokositlerin birlikte yer aldigi
hemostaz ve inflamasyon gibi fizyolojik mekanizmalarda, miyokard infraktiisii, stroke
ve inflamatuvar hastaliklar gibi patolojik siireclerin aydinlanmasma katkida

bulunacaktir.

Arttirllmis oksidatif stresin astimda arastirilmasmin ardindan sonuclarimizi
desteklemek amaciyla oksidatif hasar {iriinlerinden olan 4-HNE ve glutatyonun bazal
diizeylerine bakilmistir. 4-HNE MRP1 tarafindan hiicre disina taginmakta olup pek ¢ok
dejeneratif hastalik (Parkinson, Alzhemir gibi), kronik inflamasyon, iskemi sonrasi
reperflizyon durumlari, eriskin solunumsal distres sendromu, aterogenez ve diabet gibi
pek cok hastalikla iligkilendirilmis (Renes J. 2000) ve Machado ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada serum 4-HNE diizeyleri oksidatif stres belirteci olarak tespit
edilmistir (Machado M.V. ab 2008) Hiicre i¢i zehirsizlestirme reaksiyonlarinda olusan
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bilesikler glutatyon ile konjuge olarak hiicre disina atilirlar ki; indirgenmis glutatyon
(GSH) MRP!’in endojen substratidir. MRP1’in oksidatif hasara karsi artan GSH
diizeyleri ile hiicrenin savunma mekanizmasinda rol aldigi bildirilmistir (T39). Bu
bilgilerin 15181 altinda astimda bazal oksidatif stres ve MRP1 iligkisini arastirmak
amaciyla 4-HNE ve glutatyon miktarlarma bakildi. Serum 4-HNE diizeyleri astimda
kontrol grubundan farkli bulunmadi. Hiicre i¢i glutatyon miktarlar1 da astim ve kontrol
gruplar1 arasinda farkli bulunmadi. Astimda yilikselmis tasima hizi ve gen anlatim
diizeyleri, artmig protein miktari ile karsimiza ¢ikan MRP1 proteini hiicreyi oksidatif

stresden koruyan bir mekanizma olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Sonug olarak:

Astimda MRP1 gen anlatim seviyeleri, MRP1 substrat tasima hizi, LTC4 tagima
hiz1 yiiksek ve ATP seviyeleri kontrole gore diisikk olarak bulunmustur. Astimda
trombosit membranindaki Gplb miktarlar1 yine kontrole gore yiiksek olarak tespit
edilmis olup Gpllb/Illa ve P selektin miktarlar1 kontrolden fakli bulunmamustir.
Astimda trombositlerdeki MRP1 protein miktarlar1 istatistiksel olarak kontrolden farkl
bulunamamistir. Astimda intrastoplazmik MRP1 protein miktarlar1 monosit-trombosit,
lenfosit-trombosit ve graniilosit-trombosit agregatlarinda kontrolden istatistiksel olarak
yiiksek bulunmustur. Ayrica hafif persistant astim grubunda lenfosit-trombosit ve
monosit-trombosit agregatlar1 kontrolden istatistiksel olarak yiiksek bulundu.
Bulgularimiz astimda trombosit l6kosit agregatlarmin arttigimi ve MRP1’in astiml
lokositlerde miktar ve gen anlatimi olarak yiikselmesinin kompansasyon
mekanizmasinda O6nemli oldugunu diislindiirmektedir. Astimda trombosit 16kosit
etkilesiminin 6nlenmesi ve hiicre aktivasyonlarmin azaltilmasmna yonelik tedavi

protokollerinde MRP1 inhibisyonu yeni bir bakis a¢is1 kazandirabilir.

Ileriki galigmalarimizda astimim gelisimi ve patolojisi agisindan etkili bir hiicre
olan eozinofiller ve diger 16kosit alt gruplarmin segilerek MRP1 protein fonksiyonu ve

hiicre hiicre etkilesimlerindeki roliiniin arastirilmasi planlanmaktadir.
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FORMLAR

5.1. Bilgilendirilmis Olur Formu

Istanbul ~ Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji A.D.,Gogiis
hastaliklar1 A.D., DETAE (Deneysel Tip Arastrma Enstitiisii ile ortak olarak
“Trombosit Aktivasyonunun Diizenlenmesinde MRP-1’in Fonksiyonunun Hastaliklarla

2

Olan Iliskisinin ~ Arastirilmast > isimli bir arastirma yapmaktadir. Trombositler kan
pihtilasmasmi saglayan cesitli hastaliklarda ve yaralanmalarda aktif hale gecerek
kanamanin durmasimi ve ayrica hastaliklarin daha kompleks hale gelmesini saglayan
hiicrelerdir. Bu ¢alisma ile astim gibi hastaliklarda trombositlerin rolii ve hastaligin
tedavisinin aciklanmasinda yararli olabilecegni diistindiiglimiiz bir ¢alisma planladik.
Amacimiz bu grup hastaliga daha erken tani koyabilmek ve ileride daha etkin tedavi
yontemlerinin gelismesine katkida bulunabilmektir. Bu tip bir caligma i¢in az miktarda

kan Ornegi yeterli olmaktadwr. Eger kabul ederseniz sizi bu arastirmaya katmayi

istiyoruz.

Bu arastirmanin sonuclar1 yalnizca bilimsel amaglarla kullanilacak ve
kimliginiz her zaman gizli tutulacaktir. Bu arastirmaya katilmanizdan dolay: sizden
herhangi bir para talep edilmeyecektir. Ayni sekilde size de herhangi bir 6deme
yapilmayacaktir. Toplanan kanlar oncelikle yurt ici, cok gerekli oldugu zaman

yurtdiginda bir laboratuarda tetkik edilebilir.

Arastirmaya katilmak isterseniz size uygulanacak islemler su sekilde
olacaktir. Once Dog Dr. Biilent Tutluoglu tarafindan muayene edileceksiniz. Daha sonra
solunum fonksiyon testi ve bazi laboratuar tetkikleriniz yapilacak.Analiz  i¢in

kolunuzdan 2 tiip (15ml) kan almacaktir.. Toplanan kanda farkli bir metodla ¢alisilma
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gerekliliginde hiicre ¢ogaltmasi yoluna gidilebilir. Bu islem “hiicre kiiltiiri” olarak

adlandirilir.
Kan alinirken igne batmasi nedeniyle hafif bir ac1 duyabilirsiniz.

Calisma Oncesi veya sonrasi doktorunuz gerekli goriirse tedavinizde

uygun degisiklikleri yapabilir.

Arastirma sonuclarinin yalnizca bilimsel amaglarla ve kimliginizi gizli tutarak

kullanilacagini tekrar vurgulamak istiyoruz.

Arastirmaya katilmak zorunda olmadigimiz gibi arastrmaya katilmay:
kabul ettiginizde, istediginiz anda ayrilma hakkina da sahipsiniz. Ancak bu kararmizi
bize Onceden bildirirseniz arastirmanin bozulmasina meydan vermemis olursunuz.

Katilmak istemediginizde su anda siirdiiriilen tedavi islemleri bundan etkilenmeyecektir.

Bu arastirmadan elde edilen sonuglar1 herhangi bir {icret talep etmeden

size bildirecegiz. Bilgi edinmek istemiyorsaniz liitfen yazili formun altina belirtiniz.

Biilent TUTLUOGLU
Prof.Dr.

Gogiis Hastaliklart Uzmani
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5.2. Hastanmin Beyani

Dr. e, tarafindan astim ile ilgili arastirma hakkinda bana bilgi
verildi. Arastirmanin amaci, uygulama bi¢imi ile riskleri ve tibbi bilgilerimle ilgili
gizliligin saglanacagi konusunda yeterli agiklama yapildi. Arastirma sirasinda klinik
sorularim i¢in Dr Biilent Tutluoglu (0212 4143034-22428) ile temas edebilecegim bana
bildirildi. Istedigim zaman arastirmadan cekilebilecegimi biliyorum. Arastirmaya
katilimimim tamamen goniillii oldugu, katilmam ya da katilip daha sonra arastirmadan
cekildigim durumda tedavi ve tetkiklerimin bundan etkilenmeyecegi belirtildi. Bu

arastirmaya kendi goniillii onayim ile kendimin /¢ocugumun katilmasina olurum vardir.

Hasta Ad1 Soyadi Dogum Tarihi ~ Adres/Tel Imza

Veli/Vasi Adi Soyad: Dogum Tarihi ~ Adres/Tel Imza

Tanik Adi Soyadi Dogum Tarihi ~ Adres/Tel Imza

Hekim:

Adi Soyadi
Adres/Tel
Imza
Goriisme tarih ve saati: :
Bu ¢aligmada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri,
Ogrenmek istiyorum ()

Ogrenmek istemiyorum ()
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BAYRAM GUREL tarafindan yiiriitiilecek olan “ a-Trombosit Aktivasyonunun Diizenlenmesinde MRP-
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