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0ZGUN MAKALE/ORIGINAL ARTICLE

SIGARA DUMANININ NEDEN OLDUGU AKCIGER INFLAMASYONUNA KARSI
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ALFA-LINOLENIK ASITIN KORUYUCU ROLU
PROTECTIVE EFFECT OF ALPHA-LINOLENIC ACID AGAINST LUNG INFLAMMATION INDUCED BY
CIGARETTE SMOKE
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OzET

Amag: Yapilan calismalar keten yaginda bolca bulunan ve
omega 3 yag asitlerinden biri olan alfa-linolenik asitin
antioksidan ve anti inflamatuar etkinligini gostermistir. Sigara
dumani birgok zararli bileseni icerdiginden akcegerlerde
hasara neden olmaktadir. Bu nedenle alfa-linolenik asitin
sigara dumani maruziyetine bagli akciger hasarina karsl
koruyucu etkinligi olup olmayacagini planladik.

Gereg¢ ve Yontem: Bu amagla ferelere 2 ay boyunca sigara
dumani ve 200 mg/kg alfa-linolenik asit verildi. ve
akcigerlerindeki  siklooksijenaz-2, fosfolipaz A2 ve
indlklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) enzimleri ELISA
y6ntemiyle analiz edildi.

Bulgular: Farelere gentamisin uygulamasi akcigerlerde
siklooksijenaz-2(COX-2), fosfolipaz A2 ve iNOS enzimlerinin
ekpresyonlarini arttirdi. Sigara dumanina maruz birakilan
farelere alfa-linolenik asit veriimesi bu enzimlerdeki artisi
geri gevirdi.

Sonug: Calismamiz sigaranin neden oldugu akciger
hasarina karsi alfa-linolenik asit kullaniimasinin yararli
olacagini gdstermistir.

Anahtar kelimeler: Sigara dumani, akciger, alfa-linolenik
asit, siklooksijenaz-2, fosfolipaz A2, ve INOS
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ABSTRACT

Aim: Alpha-linolenic acid which is been found in leenseed
oil abundantly is a omega-3 faty acid and its anti-
inflammatory and antioxidant effects are shown in various
studies. Cigarette smoke contains various toxic and causes
lung damage. Due to this reason, we planned a study to
examine the protective effects of alpha-linolenic acid against
smoke exposure induced lung damage in mice.

Material and Methods: For this purpose, mice exposured to
smoke during 2 month and 200 mg/kg alpha-linolenic acid
per a day and cyclooxygenase-2, phospholipase A2 and
inducible nitric oxide synthase (iNOS) enzymes in their lungs
are analyzed by using ELISA method.

Results: Smoke exposure increased the expression of
cyclooxygenase-2 (COX-2), phospholipase A2 and iNOS
enzymes. Alpha-linolenic acid administration to mice that are
exposured to smoke previously decreased the rate of
increase of the phospholipase A2, cyclooxygenase-2 and
iNOS.

Conclusion: Our study shows that the smoke exposure
causes lung damage and the use of alpha-linolenic acid can
be helpful against this toxic effect.

Key words: Smoke, Ilung, alpha-linolenic acid,
cyclooxygenase-2, phospholipase A2 and inducible nitric
oxide synthase.
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GIRIS
Sigara kullanimi  ginimizin 6nemli saghk
problemlerindendir. Sigara dumani maruziyeti
basta akcigerler ve kardiyovaskiiler sistem gibi
vlicutta bircok organi  olumsuz yoénde
etkilemekte ve ilgili organlarda hasar ve
fonksiyon bozukluklarina neden olabilmektedir.
Sigara kullanimi kardiyovaskiler hastaliklara
blayiuk bir
¢alismalar, sigara

yonelik risktir.  Epidemiyolojik

kullaniminin  trombozis,
ateroskleroz gelisimi, miyokard infarktusu,
vaskller graft basarisizligi ve koroner arter
hastaliklarindan 6lime sebebiyet vermesi ile
birlikte

disfonksiyonun 6nemli nedenlerinden oldugunu

hipertansiyon ve endotelyal

gostermistir (1-4).

Sigara kullanimi plazmadaki kombine nitrit,
nitrat ve antioksidan yogunlugunu dusurir (5).
Sigara dumani maruziyeti endotel
hicrelerindeki  L-arjinin-NO sentaz yolagini
etkileyerek NO Uretimini azaltir. Ayrica oksidatif
stresi artirdigi yapilan ¢alismalarda rapor
olarak

edilmistir.  Buna ilave L-arjinin

transportunu  ve  nitrik  oksid  sentaz
ekspresyonunu ve aktivitesini azaltir (6). Uzun
slreli sigara dumani maruziyeti fare karotid
arterinin yapisini dénistiimsiz olarak bozar ve
elastikiyetini azaltir (7). Sigara kullanimi kronik
obstriktif akciger hastaligi riskini artirir. A
vitamininin azalmasina neden olarak akaciger
parankim hiicrelerinin yikimina ve
elastikiyetinin azalmasina bagh bir hastalik olan
amfizemin gelisimine neden olur (8). Sigara
kullanimi serbest  oksijen  radikallerinin
artmasina neden olarak oksidatif stresi artirir.
Artan oksidatif stres NO inaktivasyonu yaparak
endotelyal disfonksiyona katkida bulunur ve
normal koroner damarlarin kan akiminin

azalmasina neden olur (9).
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Keten yaginda yiksek oranda bulunan alfa-
linolenik asit kalp ve kardiyovaskiiler sistem igin
koruyucu bir besindir (10, 11). Arasidonat
yapisina katilan dokozaheksaenoik asit (DHA) ve
pentaneoik asid (EPA)'in 6n maddesidir (12).
Alfa-linolenik asit diyeti ile beslenen spontan
hipertansif sicanlarda kan basincinin distigu
gosterilmistir (13). Ayrica alfa-linolenik asit
diyeti yuksek, orta ve normal tansiyonlu
japonlarin sistolik ve diyastolik kan basinglarini
disurdigi bildirilmistir (14). Alfa linolenik
asid'in  antioksidan etkinligi vardir. Oksidatif
stresi azaltmasi inflamasyonun 6nlenmesine de
katki saglar(15). Alfa-linolenik asit lipoprotein
sakkarit (LPS)'in neden oldugu inflamasyonu da
azaltir. Alfa-linolenik asit ayrica nikleer faktor
kappa-B (NF-kB) translokasyonunu ve mitojen
ile aktive edilmis protein kinaz (MAPK)'In
fosforilasyonunu inhibe eder. Bu inhibisyon
iNOS, COX-2, TNF-alfa gibi
faktorlerinin ekspresyonlarini azaltir (16).

inflamatuvar

Ayrica omega-3 yag asitleri prostaglandinlerin
sentezinde gorev alir (17). Kardiyovaskiler
hastaliklarin riskini azalttir (18-20). Bagisiklik
sistemini de dlzenledigi gosterilmistir (21).
Prostaglandinler vicut sicakhgi, inflamasyon,
agri, dolasim sistemi, bosaltim sistemi ve
sindirim sisteminin diizenlenmesinden
sorumludurlar. Bununla birlikte kan pihtilagsmasi
ve bazi hormonlarin sentezlenmesi igin de

onem arz etmektedirler (22).

Sigara dumaninin birgok toksik etkisi varken
calismamizda kullandigimiz alfa-linolenik asid’in
bu toksik etkiler U(izerinde koruyucu olup
olmayacagl merak uyandirmaktadir. Bu amacla
fareleri sigara dumanina maruz birakip alfa-
linolenik asid’in akcigerler Gzerinde koruyucu
ozelligini arastirmayi planladik.
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GEREC VE YONTEM

Fareler kontrol, duman uygulanan ve duman ile
birlikte alfa-linolenik asit uygulanan olarak (g
gruba aynldi. Alfa-linolenik asit 200mg/kg
dozunda 8 hafta boyunca ginde 1 kez
uygulandi. Duman uygulanacak fareler 100 cm
uzunlugunda 60 cm genigliginde 80 cm
ylksekliginde karsilikh 2 kenarin birinde duman
giris bolgesi digerinde ise hava ¢ikis bdlgesi olan
fleksiglas odanin icine konuldu. Duman giris
bolgesine yanma dlizenegi monte edilip
dizenege bagli olan sigara (2 adet) yakilarak
dizenegin  igerisindeki vakum  pompasi
vasitasiyla duman giris bdlgesinden hava gikis
bolgesine duman akimi olusturularak farelerin
dumani solumalari saglandi. Her sigaradan 10
dakika

saglandi. Bu sire sonunda 10 dakika odanin

boyunca odanin igerisine duman
dumansiz kalmasi saglandi. Bu dongi 20 adet

sigaranin  bitimine kadar uygulandi. Bu
uygulamaya 8 hafta boyunca haftada 5 giin
devam edildi. Dumansiz kontrol grubuna da
ayni deneysel kosullar saglandi. Fleksiglas
odanin igine duman yerine hava aspirasyonu
Yukarida

fareler servikal

saglandi. aciklanan  protokolin

sonunda dislokasyon ile
olduraldi. Farelerin toraksi agilarak akcigerleri
Cikarilan  doku

deneylerinde

cikarildi. kantitatif tayin
-20°C'de

dondurularak eppendorf icinde saklandi.

kullanilmak Uzere

Kantitatif Tayin Deneyleri

Doku Homojenizasyonu

Ependorf icinde -202C dondurulmus dokularin
Uzerine gram basina 3ml RIPA (Radio-
Immunoprecipitation Assay) buffer, 30ul PMSF
(fenylmetanesulfonilfluoride), 30ul sodyum
vanadat, 30ul proteaz inhibitori eklendi ve

ultrasonic parcalama cihaziyla buz lzerinde
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dokularin  pargalanarak homojenatlar elde
edildi. Homojenatlar 10.000 RPM’de 10 dakika
santrifij  edilip  Ustte ayrilan
alindi,  alttaki

kisimlar
(stpernatantlar) cokeltiler
(pelletler) atildi.

Protein Miktar Tayini

Homojenize edilmis dokularin protein miktar
tayini Bradford yontemi ile yapildi. Sigir serum
albumini (1ug/ml) kullanilarak 1, 2, 3, 5, 7, 8, 10
(ug/ml) konsantrasyonlarda standart hazirlanip
her bir 6rnekten 10 ul alinarak distile su ile 100
pul'ye tamamlandi. Standart ve O&rneklerin
Uzerine 1ml Bradford solliisyonu eklenip
vorteksle karistirildiktan sonra
spektrofotometrede 595 nanometre dalga
boyunda absorbans miktarlari manuel olarak
Olculdi. Prism programinda ¢izilen standart
egriye gobre protein miktar tayini pg/ul
cinsinden yapildi.

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
Testi

Siklooksijenaz-2, fosfolipaz A2, ve iNOS
enzimlerinin ekspresyon ve aktiviteleri ELISA

testi ile incelenecektir.

Grafiklerin ¢izimi ve istatistiksel analiz icin
bilgisayar ortaminda Graph-Pad Prism (CA, USA)
programi kullanildi. istatistiksel karsilastirmalar
icin tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve post
hoc testi olarak Bonferroni kullanildi. 0.05’den
kiiciik P degerleri anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR
ELiSA Fosfolipaz A2 Enzim Miktar Tayini
Sigara dumani  maruziyeti akcigerlerdeki

Fosfolilapaz A2 enziminin artisina neden
olurken kantaron ekstresi uygulamasinin bu
artisi geri cevirmistir (sekil 1).



ELiSA Siklooksijenaz-2 Enzim Miktar Tayini

Sigara dumani  maruziyeti akcigerlerdeki

siklooksijenaz-2 enziminin artisina neden
olurken kantaron ekstresi uygulamasi bu artisi

anlamli olarak azaltti (sekil 2).

ELISA iNOS Enzim Miktar Tayini

Sigara dumani maruziyeti akcigerlerdeki iNOS
enziminin artisina neden olurken kantaron
ekstresi uygulamasi bu artisi anlamh olarak
azaltti (sekil 3).
Sekil 1. dumani
akcigerlerdeki fosfolipaz A2 enzimine etkisi
(n=6).

Sigara maruziyeti

2000 ¥
_ # E3 Kontrol
- E3 Duman
e e B B DumantAfadinokenik asid
%1000- : R
e
o
i Sy
500 R
0- T
Fosfolipaz Ay

istatistiksel analiz: ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* :
Kontrole gére P<0.05. #: Duman kontrole gore P<0.05).

Sekil 2. dumani
akcigerlerdeki siklooksijenaz-2 enzimine etkisi

(n=6).

Sigara maruziyeti

2.5

*
Kontrol
204 ?- # Duman
sl ._'--"-' E3 Duman+Affa-linolenik asid
£
? e
104 L
s
054 i
e
0.04 3? $ T

Siklooksijenaz-2

istatistiksel analiz: ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* :
Kontrole gére P<0.05. #: Duman kontrole gore P<0.05).
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Sekil 3. dumani

akcigerlerdeki iNOS enimzimine etkisi (n=6).

Sigara maruziyeti

2000-
—r— E3 Kontrol

£33 Duman

1500 R *

pg/mi
=
S

500+

iNOS
istatistiksel analiz: ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* :
Kontrole gore P<0.05. #: Duman kontrole gére P<0.05).

TARTISMA

Gahsmamizda inflamatuar yanitta biyolojik
mediyator olarak gorev yapan indiklenebilir
nitrik  oksit
siklooksijenaz-2 enzimlerini degerlendirdik.

sentaz, fosfolipaz A2 ve

Sigara dumaninin, inflamasyon
mekanizmalarinda onemli rolleri olan
siklooksijenaz-2 ve fosfolipaz A2 enzimini
arttirdig1 diger calismalarda gosterilmistir (23-
24). Bizim c¢alhsmamizda da benzer sekilde
sigara dumani siklooksijenaz-2, Fosfolipaz A2 ve
iNOS enzimlerinin miktarinda artisa neden
olurken antiinflamatuar 6zelligi gosterilen alfa-
linolenik asit bu artislari anlamli olarak azaltti.
Yapilan bir ¢alismada sigara dumaninin NADPH
oksidaz enziminin aktivitesini indikleyerek
hiicre ici superoksit radikallerinin Gretimini
arttirdig1 ve bu artisin da sitozolik fosfolipaz A2
enzim dizeyini yulkselttigi gosterilmistir. Bu
artisin proinflamatuar gen transkripsiyonunu
aktifleyen MAPKs vyolag, NF-kB, ve AP-1
faktorlerinden kaynaklandigi gosterilmistir (25).
Yapilan bir baska calismada da benzer sekilde
sigara dumaninin siklooksijenaz-2 enzimini
arttirdigi ortaya konmustur. Bu artisin PKC_/c-
Src/EGFR ve PDGFR/PI3K/Akt PDGFR/PI3K/Akt
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sinyalizasyon yolaklarinin aktive dilmesiyle
artan NF-kB ve p300 inflamatuar transkripsiyon
faktorlerinden kaynaklandig1 gosterilmistir (23).
Fosfolipaz A2 inflamasyon mekanizmasinda en
Ust basamakta yer almaktadir ve membran
fosfolipidlerinden siklooksijenaz-2 enziminin
substrati olan arasidonik asit sentezine neden
olmaktadir. Alfa-linolenik asit ile bu basamagin
inhibisyonu, inflamasyonu baslangic asamada
inhibe
calismalar sigara dumani oksidatif stres kaynakli
iNOS aktivitesinin artmasina bagh peroxynitrite
(ONOO-) Uretimini artirdigini gdstermistir (26).

Ayrica iNOS aktivitesinin ve peroxynitritin COX-

edecegini gOstermektedir. Yapilan

2 aktivitesinin  artisina  neden  oldugu

gosterilmistir. Alfa-linolenik asit antioksidan
ozelliginden dolaylr oksidatif stresi azaltmasi
iNOS ve COX-2 enzimlerinde azalmaya neden
olmus olabilir.

Sigara dumani siklooksijenaz-2, Fosfolipaz A2 ve
iNOS enzimlerinin miktarinda artisa neden
olarak sitokinlerin, kemokinlerin ve adhesyon
molekillerinin sentezlenmesiyle monosit ve
makrofajlarin migrasyonlarinin artmasina bagh
akciger harina neden olacaktir. Calismamiz alfa-
linolenik asit ile bu enzimlerin inhibisyonuna
olarak monosit ve

neden makrofajlarin

migrasyonlarini engelleyip akciger hasarina
karsi koruyucu olacagini gbstermistir.
Sonug¢ olarak sigara kullanimiyla birlikte alfa-

linolenik asit diyetinin sigaranin neden oldugu

olumsuz etkileri azaltmaya yardimci
olabilecegini gostermistir.
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