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COX-2, ALOX12 ve iNOS genlerinin nazal polipozisteki rolii

The role of COX-2, ALOX12 and iNOS genes in nasal polyposis
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Amagc: Galismamizda cesitli enflamatuvar hastalik-
larda etkileri bilinen siklooksijenaz-2 (COX-2), ara-
sidonat 12-lipoksijenaz (ALOX12) ve indUklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS) genlerinin nazal polip (NP)
olgusunda etkisinin olup olmadigi arastirildi ve enfla-
masyonun olusumuna ya da sirdirilmesine nasil bir
katkida bulunduklari gdsterildi.

Hastalar ve Yéntemler: On hastadan (4 kadin, 6
erkek; ort. yas 40.2 yil; dagihm 21-54 yil) elde edilen
NP ve saglikli nazal mukoza dokularinda, gergek
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (Real-time PCR)
yontemi ile COX-2, ALOX12 ve iNOS genlerinin
mRNA ifadelenme duzeyleri arastirildi.

Bulgular: Nazal poliplerde gozlenen COX-2 ifade-
lenmesinin mMRNA dizeyinin kontrol dokusuna gére
kismen artmis oldugu saptandi (p>0.05). ALOX12
ifadelenmesinin NP’lerde kismen distigl (p>0.05),
iNOS mRNA ifadelenme dlzeyinin ise istatistiksel
acidan 6nemli él¢iide arttigi bulundu (p<0.05).
Sonug: Bu veriler, st solunum yollarinda iNOS gen
arand nitrik oksitin (NO) yalnizca fizyolojik rol oyna-
madigl, ayrica NP’de enflamatuvar siregler ile de
iliskili oldugunu akla getirmektedir.

Anahtar Sézcliikler: ALOX12; COX-2; iNOS; nazal polipo-
zis; gercek zamanl PCR.

Objectives: The aim of this study was to investigate
whether cyclooxygenase-2 (COX-2), arachidonate
12-lipoxygenase (ALOX12) and inducible nitric oxide
synthase (iINOS) which are well-known mediators in
inflammatory process play a role in nasal polyposis
(NP) and to show their roles in initiation and
progression of inflammation.

Patients and Methods: We investigated the
expression levels of COX-2, ALOX12 and iNOS
genes by Real-time polymerase chain reaction
(PCR) method in NP and healthy nasal mucosa
tissues obtained from 10 patients (4 females, 6
males; mean age 40.2 years; range 21 to 54 years).

Results: The mRNA levels of COX-2 expression
observed in NP was found to be relatively increased,
compared to the control tissue (p>0.05). The ALOX12
levels were relatively decreased (p>0.05), while the
expression level of INOS mRNA was significantly
higher in NP tissue (p<0.05).

Conclusion: These data suggest that nitric oxide
(NO), agene product ofiINOS, may play a physiological
role in the upper airways and also NO is associated
with inflammatory processes in the airways.

Key Words: ALOX12; COX-2; iNOS; nasal polyposis; real-
time PCR.
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Nazal polip (NP) olgusu, burun ve paranazal
siniislerde mukoz membranlarin kronik enflamas-
yonu seklinde tanimlanmaktadir. Ozellikle eozino-
fil gibi enflamatuvar hiicre gruplarinin ve salinan
kimyasal aracilarin birikmesi ile olusan mukozal
0dem, yercekimine uygun olarak burun bosluguna
veya paranazal sintislere sarkan benign karakter-
li kitleleri meydana getirir.! Burun tikanikligs,
burun akintisi, koku alma bozuklugu ve bas agrist
NP’lerin en belirgin semptomlaridir. Toplumda
goriilme siklig1 %2-5 arasinda degismekte olup,
erkeklerde kadinlardan 2-4 kat daha fazla goriil-
mektedir."? Nazal polipler multifaktoriyel bir has-
talik olarak kabul edilmektedir. Giintimiize kadar
NP olusumunun altinda yatan nedenler hakkinda
kronik enfeksiyon, aspirin duyarliligs, epitel hiicre
hasarlar1 gibi birgok mekanizma giindeme geti-
rilmis, ancak poliplerin etyopatogenezi hakkinda
halen kesin bir bilgi elde edilememistir. Bu konu-
daki genel kani, nazal poliplerin “birgok hastaligin
ortak son noktast”, “bir hastalik degil, hastaliga bir
yanit oldugu” yéniindedir.”) Enflamatuvar bir olgu
olmasi nedeniyle nazal polipler enflamasyonun
olusmasina aracilik eden hiicreler ve molekiiller
acisindan siklikla irdelenmektedir. Enflamasyon:
enfeksiyon, alerjen veya yaralanmalar gibi gesitli
uyaranlara karsi olusturulan bir doku yanitidir.
Hasarli bolgeye artan kan akisi, ateglenme, kiza-
riklik, sisme-kabarma ve agri ile karakterize bir
olgudur. Calismamiza konu olan cyclooxygenase-2
(COX-2) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)
genleri ile gesitli arasidonat lipoksijenaz (ALOX)
genleri enflamasyon siirecine etkileri bakimindan
onemli roller tistlenirler. COX-2 ve ALOX enzimleri
20 karbonlu bir yag asiti olan aragidonik asidi (AA),
enflamasyonun gelisim siirecine katkida bulunan
cesitli biyoaktif metabolitlere dontistiiriir. Ayrica
iNOS ve dolayisiyla iNOS {iriinii olan nitrik oksit
(NO) enflamasyonun bazi asamalarinda etkindir.
Calismamizin amac gesitli enflamatuvar hasta-
liklarda etkileri kanitlanmis olan bu genlerin, NP
olgusunda etkisinin olup olmadigini aragtirmak ve
enflamasyonun olusumuna ya da siirdiiriilmesine
nasil bir katkida bulundugunu gostermektir.

HASTALAR VE YONTEMLER

Gazi Universitesi yerel etik kurulu tarafindan
onaylanan ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak
Burun Bogaz Hastaliklar1 Anabilim Dalina basg-
vuran aspirin duyarliligi ve astimi olmayan NP’li
10 hasta (4 kadin, 6 erkek; ort yas 40.2 yil; dagi-
Iim 21-54 yil) calismaya dahil edildi. Hastalardan
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polipektomi uygulanarak steril bir sekilde alinan
NP dokular1 ve ayni hastaya ait kontrol (nazal
mukoza) dokulari, sivi nitrojen igerisinde tagsi-
narak, kullanilincaya kadar —80 °C'de muhafaza
edildi. Total RNA izolasyonu, iireticinin Oner-
digi protokol dogrultusunda guanidyum tiyosi-
yanat-fenol-kloroform (peqGOLD TriFast; Peqlab,
Erlangen, Almanya) kullanilarak gerceklestirildi.
Elde edilen total RNANin saflig1 ve miktar: spekt-
rofotometre (Nano-Drop, Thermo Scientific, ABD)
ile dlgiildii. Total RNAdan 1 ug alind1 ve rastge-
le (random) hegzamerler kullanilarak, ilk zincir
(first strand) cDNA Sentez Kiti (Roche Diagnostics,
Mannheim, Almanya) yardimiyla ¢cDNA sentezi
yapildi. Daha sonra her bir 6rnegin ilgili genleri-
nin mRNA ifadelenme diizeylerini 6l¢mek igin,
1 pl ¢cDNA, 0,5 ul ileri (F) ve geri (R) primerler
(COX-2 FE5-TCACGCATCAGTTTTTCAAGA-3
R:5-TCACCGTAAATATGATTTAAGTCCAC-3,
ALOX12 F:5-CCAGTATCACTTGCTGAACACG-3’
R:5"-GATATGGGGGATCAGGAACTT-3/,
iNOS F:5-TCCTGGTTTGACTGTCCTTACC-3’
R:5-TTGAGCTCAGATGTTCTTCACGT-3/,
HPRT F:5-AACCTCCTCTTGCCTGCTG-3’
R:5"-AATGGAGAGAGGGTGGCTCT-3),
1 pl LC FastStart DNA SYBR Green I karisimy,
1,2 pl MgCl2 ve toplam hacim 10 ul olacak sekilde
saf su karigtirilarak gercek zamanli polimeraz zin-
cir reaksiyonu (Real-time PCR) reaktanlar1 hazir-
land1. Real-time PCR cihazinda (LightCycler 1.5,
Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) 95 °C’de
10 dakikalik 6n inkiibasyonu takiben, 55 tekrarli
95 °C 10 saniye, 60 °C 20 saniye, 60 °C 1 saniyelik
dongii sonucu elde edilen dongii esigi (threshold
cycle; Ct) degerleri kaydedildi. COX-2 ALOX12 ve
iNOS mRNA ifadelenmeleri HPRT mRNA diize-
yine gore normalize edildikten sonra relatif gen
ifadelenmesinin istatistiksel sonuglar1t REST prog-
ramu1 (Relative Expression Software Tool) kullanila-
rak “Pfaff]” matematiksel yontemi ile hesaplandi.”!

BULGULAR

Calismamizda COX-2, ALOX12 ve iNOS genle-
rinin NP olgusundaki ifadelenme seviyeleri arasti-
rild1 ve genlerin tirtinii olan enzimlerin katalizle-
digi tepkimeler sonucu olusturulan metabolitlerin,
enflamasyonun olusumuna ya da siirdiiriilmesine
nasil bir etkide bulundugu gosterilmek istendi.
Arasidonik asit metabolizmasinin 6nemli bilegenle-
rinden olan COX-2 ve ALOX12 geninin ifadelenme-
si, diger bir¢cok enflamasyon ve kanser olgularinda
kat kat artarken, calismamizda COX-2 i¢in 2.6 katlik
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artis (p=0.219) ve ALOX12 icin 1.1 katlik bir azalma
(p=0.988) gozlenmesi NP olgusunun karmagikligi-
n1 vurgulamaktadir ve diger hastaliklardan farkl
olarak ele alinmasini gerektirmektedir. Arastirilan
bir diger gen olan iNOS ise NP dokusunda, saglikl
nazal mukoza dokusuna gore yaklagik 4.8 katlik
bir artis gostermistir (p=0.042; Sekil 1). Bu veri NP
olgusunda NO’ya bagli olarak gelisen serbest radi-
kal hasariin varligint dogrulamaktadir.

TARTISMA

Eozinofil gibi enflamatuvar hiicrelerin birikme-
si ve ddem ile karakterize edilen NP’ler, enflamas-
yonun olusmasina aracilik eden molekiiller agi-
sindan siklikla irdelenmektedir.*” Bu c¢alismada,
enflamatuvar yonden etkinlikleri bilinen COX-2,
iNOS ve ayrica ALOX12 genlerinin NP dokusunda-
ki ifadelenme seviyeleri arastirilmistur.

[k olarak COX-2'nin NP olusumundaki roliine
deginecek olursak, bu konuda ¢ok sayida ve gelis-
kili literatiir verileri ile karsilasmaktayiz. Birgok
enflamatuvar hastalikta ifadelenmesi kat kat
artan COX-2 enzimi, NP gibi yine enflamatuvar
bir olguda diisiik seviyede bulunabilmektedir."*!
Buna karsin bazi arastirmacilarin verileri ise NP
dokusunda COX-2 ifadelenmesinin arttig1 ya da
degismedigi yoniindedir.”® Adamusiak ve ark.P!
aspirin duyarliligi olan bireylerin NP’lerinde, sag-
likli nazal mukoza dokusuna gore daha diistik
COX-2 ifadelenmesi gozlemislerdir. Schmid ve
ark."” ile Roca-Ferrer ve ark." aspirin duyar-
lilig1 olan bireylerden alinan NP’lerde, aspirin
duyarlilig1 olmayan bireylere oranla daha disiik
prostaglandin icerigi saptamislardir. Aspirin
duyarliligi olan hastalarda gosterilen diisiik
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Relatif ifadelenme diizeyi

Sekil 1. Astimi ve aspirin duyarlili§i olmayan hastalarin nazal
polip ve saglikli kontrol dokularindaki cyclooxygenase-2
(COX-2), aragidonat 12-lipoksijenaz (ALOX12) ve
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) genlerinin
goreceli mRNA ifadelenme seviyeleri. Genlerin kontrol
dokusundaki ifadelenme diizeyi 1 birim kabul edilerek,
NP dokusundaki degisimleri gosterilmistir. * iNOS'un

nazal polip dokusundaki artist istatistiksel agidan anlaml bulunmustur
(p=0.042).
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COX-2 ifadelenmesi ¢esitli arastirmacilar tarafin-
dan bildirilen diisiik seviyede PGE2 iiretimini
agiklamaktadir."¥ Ote yandan cesitli aragstir-
macilar tarafindan COX-2'nin NP dokusunda,
enflamatuvar tabiatina uygun olarak ytiksek sevi-
yede ifadelendigi dile getirilmistir. Gosepath ve
ark.™ NP’lerde COX-2 ifadelenmesinin arttigini
bildirmislerdir. Bu sonu¢ Pinto ve ark.nin! bul-
gulari ile de uyumludur. Owens ve ark.' aspirin
duyarlilig1 olan ve aspirin duyarliligi olmayan
hasta gruplarinin NP epitel hiicrelerinde ve sub-
mukozal bezlerinde artmis COX-2 ifadelenmesi
gozlemislerdir. Liu ve ark.'”” immiinohistokimya-
sal olarak inceledikleri NP fibroblast hiicrelerinde
saglikli nazal fibroblastlara nazaran daha fazla
COX-2 proteini gozlemiglerdir.

COX-2 ifadelenmesinin NP dokusunda artti-
g1 yontindeki goriisler ¢alismamizin sonuglar ile
uyumludur. Calismamizda, NP dokusunda kont-
rol dokusuna oranla 2.6 katlik artis gozlemle-
dik. Hentiz, NP c¢alismalarinda COX-2nin neden
farkli diizeylerde ifadelendigine iliskin molekiiler
acidan somut bir neden ortaya konulamamakta-
dir. COX-2nin enflamatuvar ve anti-enflamatuvar
etkiye sahip olabildigini g6z o6ntinde bulundu-
rursak, enflamasyonun asamasina uygun olarak
COX-2 geninin ifadelenmesi diizenleniyor diye-
biliriz. Gilroy ve ark."¥ yaptiklar1 bir ¢alismada,
sicanlarda enflamasyonu indtikleyerek ilk iki saat
icerisinde maksimum COX-2 ifadelenmesi ve PGE2
uretimi gozlemiglerdir. Yazarlar, COX-2nin enfla-
matuvar Ozelligine uygun olan bu duruma karsin,
48 saat sonra COX-2 ifadelenmesi seviyesinde ikin-
ci bir yiikselme, ancak diisiik seviyede PGE2 olu-
sumu gozlemlemis ve bu sirada anti-enflamatuvar
etkili prostaglandinlerden PGJ2nin maksimum
seviyede tiretildigini tespit ettiklerini bildirmigler-
dir. Bu veriler COX-2'nin enflamasyonun baslatil-
mas1 ve ¢Oziilmesi sirasinda yiiksek seviyede ifa-
delendigini, ancak her iki durumda farkl fizyolo-
jik etkide bulundugunu goéstermektedir.’® COX-2,
PGE2 araciligiyla enflamasyonun olusturulmasi
asamasinda bir proenflamatuvar gibi davranirken,
PGJ2 araciligr ile de enflamasyonun ¢oziilmesi
sirasinda bir anti-enflamatuvar olarak davran-
maktadir.™ Bu durum, NP’lerde COX-2'nin ifade-
lenme profiline iligkin geligkili verilerin nedeni
olabilecegini akla getirmektedir, ayrica COX-2'nin
anti-enflamatuvar etki gosteriyor olmasi, cesit-
li durumlarda COX-=2 inhibitérii ilaglarin kulla-
nimina ragmen, tedavide sonu¢ alinamamasini
aciklayabilir. Anti-enflamatuvar islev sergiledigi
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bir sirada COX-2"yi inhibe etmek, enflamasyonun
devam etmesine neden olacaktir.

Arasidonik asit metabolizmasinda etkili olan
bir diger genin, ALOX12nin NP olgusundaki rolii-
ne deginecek olursak, bu konuda ¢ok sinirli litera-
tiir bilgisiyle kargilasmaktayiz. ALOX5, ALOX15
gibi enflamasyon olgularinda siklikla galisilan
genlere karsin, ALOX12'ye dair bilgiye kanser
arastirmalar1 disindaki calismalarda pek fazla rast-
lanmamaktadr.

ALOX12nin ve major {riinii olan 12-HETE
(12-Hydroxyeicosatetraenoic acid)nin solunum
yolu enflamasyonlarindaki rolii hentiz tam olarak
aciklik kazanmamigtir. Owens ve ark.' yap-
tiklar1 calismada immiinohistokimyasal olarak,
NP epitelinde ve submukozal bezlerinde artmis
ALOX12 ifadelenmesi bildirmiglerdir. Buna kar-
sin Pinto ve ark.™ 100 mg saglikli nazal mukoza
dokusunda 42.4 ng, NP dokusunda ise 10.6 ng
ALOX izoformlari tarafindan olugturulan metabo-
lik iirtinleri tespit etmiglerdir, dolayisiyla buradan
NP’lerde ALOX izoformlarinin diisiik seviyede
ifadelendigi sonucu ¢ikarilmaktadir. Yapilan bir
calismada ALOX12 tiriinti 12-HETEnin bagirsak
epitelinde enflamasyon bdolgesine nétrofil gogiinii
sagladig1 gosterilmistir.?” Bir diger calismada ise
Mrsyn ve ark.”!! bagirsak enfeksiyonlarina bagh
gelisen enflamatuvar yanitta ALOX12’yi inhibe
ederek bolgeye notrofil gogiinii engellediklerini
gozlemlemiglerdir. Nazal poliplerin eozinofilik
bir enflamatuvar olgu oldugu goz 6niinde bulun-
durulursa, poliplerdeki kismen diisiik ALOX12
ifadelenmesi bu veriler ile dogrulanmaktadair.
Calismamizda NP dokusundaki ALOX12 ifade-
lenmesinin saglikli nazal mukoza dokusuna gore
1.1 katlik azalma gosterdigini belirledik.

Son olarak iNOS ve NP iligkisini ele alacak olur-
sak, iNOSnin ve dolayisiyla nitrik oksitin nazal
mukoza ve poliplerdeki varlig1 bir¢ok calisma ile
gosterilmistir. Watkins ve ark.” immiinohisto-
kimyasal ve semi-kantitatif olarak, polipin epitel
ytizeyinde lokalize olmak tizere artmis iNOS ifa-
delenmesi gostermiglerdir. Ramis ve ark.® {ist
solunum yollarinin hem saglikli hem de enflama-
tuvar durumlarinda NOS aktivitesi gozlemislerdir,
ancak hasta ve saglikli dokular arasindaki farkin
ifadelenen NOS tipleri oldugunu belirlemislerdir.
Saglikli nazal mukozada total NOS miktarinin
tamami enzimin konstitiitif formlar: iken, NP
dokusunda total NOS miktarinin %80 iNOS geri-
ye kalan %20’si ise konstitiitif NOS enzimleridir.

257

Bu veri NO'nun solunum yollarinda hem fizyolojik
roliiniin hem de enflamatuvar roliiniin oldugunu
gostermektedir.?’!

Calismamizda, NP dokusunda iNOS mRNA
ifadelenmesinin, kontrol dokusuna oranla, ista-
tistiksel acidan anlamli bir sekilde 4.8 kat artti-
g1 gozlemlendi (p=0.042). iNOS, proenflamatu-
var uyarilar1 takiben gesitli hiicrelerde ifadelene-
rek enflamasyonun tesis edilmesinde rol oynar.
Bakteriyostatik etkisi, vazodilatasyon, eozinofil-
lerin enflamatuvar bolgeye davetinin ve islevle-
rinin dogrudan diizenlenmesi, histamin salini-
minin saglanmasi gibi NOnun cesitli 6zellikleri
NP olusumu ile yakindan iligkilidir.* Ayrica NP
dokusunda NO seviyesinin artmis olmasi ve buna
karsin antioksidan enzimlerin ifadelenmesinde
azalma goriilmesi, NP’lerde serbest radikal hasa-
rinin varligini diistindiirmektedir.®?! Bu nedenle
antioksidan terapi, NP tedavisinde veya ameliyat
sonrasi tekrar olusumlarin engellenmesinde etkili
olabilir.

Sonug olarak, NP olusumunun molekiiler teme-
line dair kesin bir sey sdylemek su an i¢in oldukga
gli¢ goriinmektedir. Cok yonli molekiiler calisma-
larin yapilmasi ve calisilan polip dokularinda bir
standardin yakalanmasiyla daha homojen sonuglar
elde edilebilecek ve boylece NP tedavisinde yeni
ve daha kesin yaklasimlar giindeme gelebilecektir.

Cikar cakismasi beyani

Yazarlar bu yazinin hazirlanmasi ve yayin-
lanmas1 agsamasinda herhangi bir ¢ikar ¢akismasi
olmadigini beyan etmiglerdir.
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