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GİRİŞ: 

Endotel eskiden sanıldığı gibi, dokularla kan arasında bulunan basit bir mekanik engel 

değil, tam tersine sentezlediği ve salgıladığı mediyatörlerle; vasküler tonusu, kan 

pıhtılaĢmasını, hücre proliferasyonu, inflamasyonu, damar geçirgenliğini düzenleyen ve 

vücudun her tarafına yayılmıĢ bir organ olarak kabul edilmektedir. Büyük arterleri, venleri, 

kapillerleri ve lenf yüzeyini döĢeyen endotel hücrelerinin önemli yapısal ve iĢlevsel 

farklılıkları olmasına karĢın temel fonksiyonları benzerlik göstermektedir.  

Ġskemi endotel hücrelerinde bazı proinflamatuvar gen ürünlerinin (lökosit adezyon 

molekülü, sitokinler vb) ve biyoaktif bileĢiklerin (endotelin, tromboksan A2 vb) sentezini 

artırırken, bazı koruyucu gen ürünlerinin (yapısal nitrik oksit sentetaz (eNOS), siklooksijenaz-

2 (COX-2)) ve bu enzimlerin ürünlerinin (nitrik oksit (NO), prostasiklin) ekspresyon ve 

sentezini baskılamaktadır (1).Vasküler ve enflamatuvar hücrelerden kaynaklanan hidrojen 

peroksit, oksidatif stresi indükleyerek endotelde fonksiyon kaybına neden olmaktadır. Bu da 

koroner arter hastalığı, kalp yetmezliği, hipertansiyon, periferal arter hastalığı ve diyabet gibi 

hastalıklarda önemli rol oynamaktadır. Ġskemik dokunun reperfüzyonu ya da 

hipoksi/reoksijenasyon da hedef organ parankiminde ve damar endotelinde hasar oluĢturan 

enflamatuvar bir yanıta yol açar ve iskemi sonrası görülen hasarı arttırır (2). Hipoksi, hücre 

hasarı ve ölümünün en önemli ve en yaygın nedenidir. En sık nedenleri damar hastalığı ya da 

damarın herhangi bir nedenle tıkanması, arteriyel ya da venöz kan akımının engellenmesi 

sonucu kan akımının kaybıdır.  Hipoksinin diğer bir nedeni de solunum-dolaĢım yetmezliğine 

bağlı kanın yetersiz oksijenasyonudur.  Diğer bir neden ise anemi ya da karbon monoksit 

(CO) zehirlenmesinde olduğu gibi kanın oksijen taĢıma kapasitesinin kaybıdır.  Hipoksik 

devrenin Ģiddetine bağlı olarak hücrelerde adaptasyon, hasar ya da ölüm görülür (3).  

Hipoksi hangi Ģekilde olursa olsun sonuçta aerobik metabolizmada kesintilere, hücresel 

disfonksiyon ve ölüme neden olur. Hücresel ölüm süresi dokunun metabolik ihtiyaçlarına, 

oksijen ve enerji depolarına ve anaerobik kapasiteye bağlıdır. Daha az süreli hipoksi 

durumları çeĢitli organ sistemlerinde progresif fizyolojik etkiler oluĢturabilir (4). Ortam 

oksijensiz olduğunda, pirüvat dehidrogenaz (PDH) enzimi, okside olamamıĢ NADH2 

tarafından inhibe edilir ve sitrat çemberi gerçekleĢemez. Enerji gereksinimi anaerobik glikoliz 

ile karĢılanmaya çalıĢılır. Bu mekanizma, ATP ve sitrat açığını yerine koyamadığından 

glikoliz stimulasyonu sürer. Anaerobik glikoliz; adenozin mono fosfat (AMP), inorganik 

fosfat (Pi) ve hepsinden önemlisi laktat birikimine yol açar. Ġskemi ağırlaĢtıkça ve devam 
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ettikçe artan laktat birikimi, gliseraldehid 3- fosfat dehidrogenaz (GAPDH) enzimini ve enerji 

sentezini inhibe eder. Yine aynı Ģekilde, normalde, enerji açığında aktive olabilen 

fosfofruktokinaz enzimi (PFK), ağır iskemini doğurduğu intraselüler asidoz sonucunda iĢlev 

göremez ve glikoliz tamamen dururken, yıkım ürünleri hücre içinde kalır (5). Bu durum ise 

reaktif oksijen köklerinin (ROS) prekürsörü hipoksantin’in hücre içi birikimini artırır. Ġskemi 

sonrasında o bölgedeki kan akımının yeniden sağlanması (reperfüzyon) ve hücre içine 

moleküler oksijenin yeniden sunulması ile birlikte ROS türevleri hızla oluĢmaktadır. ROS 

üretimi normal fizyolojik bir olaydır. Bununla birlikte bunların sentezindeki artıĢlar 

hücrelerde oksidasyona ve DNA hasarına yol açmaktadır (6). Canlı hücrelerde bulunan 

protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek maddelerin oksidasyonunu 

önleyen veya geciktirebilen maddelere de antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma 

denir. Belirli bir düzeye kadar olabilen oksidan molekül artıĢı yine vücutta daima belirli bir 

düzeyde bulunan doğal antioksidanlar tarafından etkisiz hale getirilmektedir. 

  L – arjininden sentezlenen NO inflamasyonun major mediyatörlerindendir, fizyolojik 

etkisi koruyucu ve antienflamatuvar yöndedir. Ancak yüksek miktarlarda salıverildiği zaman 

ve ortamın redoks ve oksijenasyon durumuna bağlı olarak hedef hücrelerde peroksinitrit 

oluĢumu üzerinde moleküler hedeflerin nitrozilasyonu/nitrasyonuna neden olabilir. Ayrıca 

mitokondriyal solunumu, DNA sentezini inhibe edebilir (7). 

NAC (N-asetilsistein) bir tiyol bileĢiği olmakla birlikte potent bir antioksidan ve 

antienflamatuvar özelliktedir. Aynı zamanda iyi bilinen bir glutatyon (GSH) prokürsörü ve 

direkt hareket etkileriyle serbest oksijen radikallerini, hidroksil radikallerini ve hipoklorik 

asidi esas indirgeyicisi olarak temizler (8). 

ÇalıĢmamızda deneysel hipoksi oluĢturulan insan pulmoner endotel hücre kültüründe, L 

arjinin ve NAC’in hipoksi ile hasarlanmıĢ pulmoner endotel hücresi üzerine etkilerini 

incelemeyi amaçladık. 
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GENEL BİLGİLER 

2.1. NORMAL ENDOTEL: 

Normal endotel bütün damar düz kaslarında bulunan, damar duvarını kaplayan ince bir 

squamöz epitel tabakasıdır. Vazodilatatör ve vazokonstriktör substratların yapımında etkili 

olarak, vasküler homeostazın sağlanmasında temel rol oynayan en küçük endokrin organdır 

(9). YetiĢkin bir insanda endotelin kapladığı ortalama alan 6000 m2 ve arlığı 2,5 kg 

civarındadır (10). Kaygan, parlak yüzeyli, vazodilatasyona eğilimli bir yapıdır (11). Endotel 

damar iç yüzeyini döĢeyen tek sıra yassı hücrelerden oluĢur ve kana geçirgen değildir. Pasif 

bir bariyer olmayıp son derece aktif olan endotel, endokrin, parakrin, otokrin fonksiyonlara 

sahiptir ve hemostaz ile vasküler fonksiyonların ayarlanmasında temel etkendir (ġekil 1). 

 

 

                 

Şekil 1. Damar endotel hücresi iskeleti. Protein, iyon, su ve çeĢitli makromoleküllerin 

endotel tabakasından direkt ve indirekt yoldan parasellüler aralığa geçiĢleri (10, 12). 

 

  Endotel’in özgül fonksiyonları Ģu Ģekilde sıralanabilir (13): 

1. Vazodilatatör veya vazokonstriktör mediyatörler salınımı ile vasküler vazomotor tonus 

kontrolü. 

2. DolaĢımdan çevredeki dokulara madde geçiĢini düzenleyen yarı geçirgen bariyerin 

devamlılığının sağlanması. 

3. ÇeĢitli sitokin ve büyüme faktörlerinin sentezi ve salınımı. 

4. Arter duvarındaki lipoproteinlerin değiĢimi ve oksidasyonu. 

5. Lökosit ve trombositlere nontrombojenik yüzey sağlanması. 
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6. Bazal membran yapısındaki kollajen ve proteokliganlarının devamlılığının sağlanması 

 

Endotel’in sağlıklı insanlarda normal fizyolojinin sürdürülmesinde üç ana rolü vardır 

(13): 

1.Vasküler vazomotor regülasyonun idamesi 

2. Lökosit adezyonunun ve enflamasyonun kontrolü ve denetimi 

3. Trombozis ve fibrinolizis arasındaki dengenin idamesi 

        Normal fizyolojinin idamesi salınan birçok mediatör ile sağlanır ( Tablo I ) 

Tablo I: Endotelden salgılanan çeĢitli mediatörler (9) 

Vazodilatatörler 

 

Hücresel (Sellüler) 

Adezyon Molekülleri 

Koagülan/Fibrinolitikler 

 

Nitrik Oksit (NO= Endotel 

kaynaklı gevĢetici faktör 

(Endothelium derived 

relaxing factor (EDRF)) 

Hiperpolarizan faktörler 

Prostasiklin (PGI2= 

Prostoglandin I2 ) 

Bradikinin 

Asetilkolin 

Damarsal hücre  adezyon 

Molekülü-1 (VCAM-1= 

Vascular cell adhesion 

molecule) 

Hücreiçi hücre adezyon 

molekülü (ICAM= 

Intracellular cell adhesion 

molecule) 

E-selektin 

P-selektin 

von Willebrand faktör 

Doku tipi plazminojen 

aktivatörü 

Plasminojen aktivatör 

Ġnhibitörü (PAI) 

Vazokonstriktörler Büyüme Faktörleri Kimokinler 

Endotelin 

Anjiotensin II 

Tromboksan A2 

 Damar endoteli büyüme 

faktörü 

 Trombosit kaynaklı büyüme 

faktörü 

Transformasyon büyüme 

faktörü 

Heparin- bağlayıcı epidermal 

büyüme faktörü 

M-koloni uyarıcı faktörü 

Monosit kemotaktik protein 

Interlökin-8 (IL-8) 
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2.1.1 Endotelyal vazomotor tonus kontrolü 

 

Vasküler yatakta vazomotor tonus kontrolü, vasküler relaksasyonla kontraksiyon 

arasındaki denge tarafından belirlenir. Endotel kaynaklı en önemli vazodilatatör Nitrik 

Oksittir ( NO ). 

Ġlk olarak 1980 yılında Furchgot ve Zawadski tarafından tanımlanan tavĢan aortik 

damar Ģeritlerinde noradrenalin, fenilefrin veya baĢka bir kesici agonistle maksimal bir 

kasılmanın % 60-70’i bir kasılma sağladıktan sonra ortama asetilkolin (ACh) ilavesi ile 

gevĢemelerin oluĢtuğu gösterildi. Furchgot ve Zawadski bu gevĢemenin endotele bağımlı 

olduğunu ve bu etkiden endotelden düz kasa geçebilen non-prostanoid labil bir maddenin 

sorumlu olduğunu ileri sürdüler. Endotel kaynaklı gevĢetici faktör (EDRF) olarak adlandırılan 

bu maddenin, daha sonra venler, arterler ve mikrodamarlarda yapılan çalıĢmalarda, ACh’ den 

baĢka trombin, adenin nükleotidler, P maddesi, bradikinin, bir kalsiyum iyonoforu olan 

A23187 ve elektriksel stimülasyonla da salınımının uyarıldığı bildirilmiĢtir. Daha sonra 

yapılan çalıĢmalarda EDRF’nin nitrik oksit (NO) veya NO iliĢkili bileĢikler olduğu 

saptanmıĢtır (7, 10). 

Nitrik oksit 

Molekül ağırlığı 30 olup gaz tabiatındadır. Yağda çözünür ve biyolojik membranlardan 

kolaylıkla geçer. Çok kısa yarılanma ömrüne ( 3-5 sn ) sahiptir. Basit kimyasal yapıya sahip 

olmasına rağmen oldukça farklı ve zıt etkileri bulunmaktadır (7).  Nitrik oksit sentezleyen 

enzimlerin (NOS) katalize ettiği bir dizi reaksiyon sonucunda L-arjinin, L-sitrullin ve NO’ya 

dönüĢür. Bu reaksiyon için ortamda oksijen ve bazı diğer ko-faktörlerin (nikotinamid adenin 

dinükleotid fosfat (NADPH), flavinadenin dinükleotid (FAD), flavin mononükleotid (FMN), 

tetrahidrobiopterin ve kalmodulin) bulunması gerekir (14, 15, 16). 
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Şekil 2. Nitrik oksit (NO) kaynakları ve oluĢumu (14). 

 

NO oluĢumunu katalizleyen en az üç farklı enzim baĢka bir deyiĢle üç farklı NO- sentetaz 

(NOS) izoformu olduğu bildirilmiĢtir (10. Tablo II). 

Tablo II. Nitrik oksit sentezleyen enzimler (14) 

NOS 

İzoform 

Diğer 

Adı 
Salınım Kaynak Regülasyon 

NO 

Miktarı 
Kromozom 

Tip I nNOS Devamlı Sinir hücreleri 
Kalsiyuma 

bağımlı 

DüĢük 

(picomol) 
12 

Tip II iNOS Ġndüklendiğinde 

Makrofaj, damar 

düz kası, miyokard, 

endokard, hepatosit, 

immün 

hücreler, 

 hava yolu 

epitelyumyumi 

Sitokinler, 

endotoksin ve 

oksidanlar 

tarafından 

indüklenme 

Yüksek 

(nanomol) 
17 

Tip III eNOS Devamlı 

Vasküler endotel 

hücreleri, 

trombositler, 

miyokard, 

endokard. nötrofil 

ve mast hücreleri 

Kalsiyuma 

bağımlı 

DüĢük 

(picomol) 
7 

NO: nitrik oksit, NOS: nitrik oksit sentetaz, nNOS: nöral NOS, iNOS: indüklenebilen NOS, eNOS: endotel 

kökenli NOS. 
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Endotel hücrelerinde bulunan 135 kDa ağırlığında olan endotelyal NOS (eNOS) 

kalsiyuma bağımlı bir enzim olduğundan, intrasellüler kalsiyum (Ca
+2

) yoğunluğun 

yükselmesiyle aktive olur. Nöronlarda bulunan 168 kDa ağırlığında nöronal NOS (nNOS)’da 

Ca
+2

 iyonuna bağımlılık gösterir. Makrofajlarda ise bakteriyel endotoksinler ve iltihabi 

sitokinler tarafından uyarılan, 130 kDa ağırlığında olan, indüklenebilir NOS (iNOS) enzimi 

bulunur. iNOS Ca
+2

 iyonuna bağımlılık göstermez. iNOS uyarıldığında eNOS nNOS 

enzimlerine oranla daha fazla miktarlarda ve uzun süreli NO salınımı olur (10).  

Nitrik oksit bir kez sentezlendikten sonra hızla hedef dokulara yayılır ve hücre içinde 

guanilat siklaz enzimini aktive ederek düz kas kasılmasını sağlayan siklik guanozin 

monofosfat (cGMP) miktarını artırır. OluĢan bu biyokimyasal olaylar düz kas kasılması, 

vasküler tonüs ve kan akıĢının düzenlenmesinde önemli rol oynar. Nitrik oksit aynı zamanda 

trombositler içindeki çözülebilir guanilat siklaz aktivitesini de artırarak trombosit yapıĢma ve 

kümelenmesini azaltır. Ayrıca mikroorganizmaların mitokondrial proteine bağlı demir 

bileĢikleriyle reaksiyona girip DNA sentezini bozarak ölmelerine yol açar ve savunma 

sisteminde rol oynar (14). 

Prostoglandinler 

Endotel hücreleri çeĢitli prostaglandin molekülü üretebilir. Hangi prostaglandin 

molekülünün üretileceği endotelin bulunduğu dokuya bağlıdır. Prostoglandin I2 (PGI2= 

Prostasiklin) vazodilatasyon yapan endotel kaynaklı bir baĢka mediatördür.  Prostasiklin, 

araĢidonik asit metabolizmasının bir ürünü olarak damar endotel ve düz kas hücreleri 

tarafından sentez edilir.  Trombosit aktivasyonu, sekresyonu ve kümeleĢmeyi ayrıca 

monositlerin endotel ile etkileĢimini baskılar. Aynı zamanda düz kas hücresinin gevĢemesine 

neden olur. Prostasiklin ve NO trombosit kümeleĢmesini geriye çevirmek için sinerjik olarak 

rol oynarlar (17). 

Endotelinler 

Endotel hücrelerinin sentezlediği bir diğer grup mediatör de endotelinlerdir.  Bilinen 

birbirine benzer 3 ayrı endotelin vardır; bunlardan endotelin-1 (ET-1), Ģu ana kadar izole 

edilmiĢ en güçlü vazokonstriktör ajandır. Genel olarak endotelinler vasküler tonus üzerinde 

lokal etki gösterirler. ET-1, ağırlıklı olarak endotel hücreleri, böbrek ve beyinde, ET-2 baĢlıca 

ince barsaklar ve böbrekte, ET-3 ise daha çok kanda bulunmaktadır. Endotelinler salgı 

granüllerinde depolanmaz ve her biri farklı bir gen tarafından kodlanır (18). Endotelin 
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hidrofilik olduğundan plazma membranını geçemez. Etkisini spesifik reseptörleri aracılığı ile 

gösterir. BaĢlıca iki reseptörü vardır; Endotelin A (ET-A) ve endotelin B (ET-B). Vasküler 

düz kas hücreleri ile her iki reseptör de vazokonstriksiyonda rol oynar. Vasküler endotel 

hücrelerinde ET-B ile NO ve PGI2 salgılanmasında rol oynayarak vazodilatasyona yol açar 

(19). ET-A; ET-1 ve ET-2’ye yüksek affinite gösterirken ET-3’e affinitesi çok düĢüktür. ET-

B ise her üçünde de eĢit affinite gösterir (9). Endotelinlerin salgılanması üzerine etkili 

düzenleyici faktörler de bu etkilerini gen transkripsiyonu üzerinden gerçekleĢtirmektedir (18). 

2.1.2 Endotelyal doku ve lökosit 

Normal arteryel endoteliyal doku lökositlerin endotel hücresine yapıĢmasına karĢı 

dirençlidir.  Ġnflamasyonun olduğu dokuda ekstravasküler alana lökosit geçiĢi arterlerden 

değil postkapiller venüllerden olur. Endotel hücreleri lökositleri bağlamak için özel adezyon 

molekülleri sentezleyip kendi hücre zarlarında sergilerler. Endoteliyal dokunun sentezlediği 

bu yapıĢma molekülleri immünglobülin ailesi üyeleri ( VCAM ve ICAM) ve E-selektindir 

(20). 

Endotel hücresi kendi sentezlediği E selektin dıĢında trombosit tarafından sentezlenen 

P-selektini alır ve kendi hücre zarında sergiler. Ayrıca endotel hücre zarında lökositlerdeki L-

selektine bağlanan moleküller (ligand) vardır (21). Bir lökositin transmigrasyonu altı aĢamada 

gerçekleĢir ( 21): 

1. Endotel hücresinin aktivasyonu. Endotel hücre zarında E-selektin ve P-selektin düzeyi 

artar. 

2. Lökositin endotele geri dönüĢümlü (reversible) yapıĢması: Selektin- reseptör 

etkileĢimi. 

3. Lökositin endotel üzerinde yuvarlanması Selektin-reseptör etkileĢimi. 

4. Lökositin aktivasyonu: Kemokinlerle aktive olan lenfosit yüzeyinde VCAM-1 ile 

bağlanan ligandların miktarı artar. 

5. Lökosit, endotel bağlantısının güçlendirilmesi: Lökositlerdeki ligandların, VCAM ve 

ĠCAM ile etkileĢmesi ile. 

6. Lökositin iki endotel hücresi arasından dokuya geçmesi (transmigrasyon): Trombosit 

endotel yapıĢma molekülü (platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1) ve 

diğer birçok molekül görev alır. 
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2.1.3 Endotelyal doku ve koagülasyon 

Antikoagülasyon 

Arter, ven ve kapillerde bulunan endotel hücreleri önemli fizyolojik ve morfolojik 

farklılıklar olmasına karĢın temel iĢlevleri benzerlik göstermektedir. Endotel hücreleri kan 

hücrelerinin damar duvarına yapıĢmasına engel olan nontrombojenik bir yüzey oluĢturarak 

trombozise karĢı doğal bir engel oluĢturur (10). Endotel hücrelerinin yüzeyindeki 

trombomodulin trombini bağlar, bu kompleks trombinin koagülan özelliğini inhibe eder, 

trombinin protein C’ye afinitesini artırır ve protein C’yi aktive eder. Esas olarak endotelial 

hücreler tarafından sentezlendiği düĢünülen protein S, protein C’nin kofaktörü olarak rol 

oynar, aynı zamanda aktive protein C olmadan da antikoagülan özellik taĢır. Protrombinaz ve 

intrinsik tenaz kompleksini inhibe eder ve faktör Va ve VIIIa ile doğrudan etkileĢir. Heparan 

sülfat proteoglikanlar endotelin luminal yüzeyine ve subendotel bölgelerine salınır. Heparan 

sülfatlar antitrombine bağlanarak aktive ederler, böylece prokoagülan olan trombin, faktör Xa 

ve faktör IX a’nın inaktivasyonunu hızlandırır (17). 

Prokoagülasyon 

   Endotel hücre yüzeyini prokoagülan hale çeviren esas olay doku faktörünün (DF) 

salınımıdır. Endotel hücresi faktör IX, X trombin bağlar. Trombin endotel hücresine Protaz 

aktive edici reseptör (Protease-activated receptor (PAR)-1 reseptörü ile bağlanır ve hücreden 

DF, PAI-1, NO, endotelin, prostasiklin salgılatır. Endotel hücresi üzerinde fibrin ve fibrin 

yıkım ürünleri için reseptörler vardır. Bu reseptörlere fibrin ve yıkım ürünlerinin bağlanması 

endotel hücresine lökosit adezyonunu arttır, endotel hücresinde deformiteye ve lökosit 

transmigrasyonuna yol açar. Kültüre endotel hücre zarında Von Willibrand faktörü (vWF) 

bağlayan glikoprotein Ib (GP1b) reseptörü saptanmıĢtır (21).  

Fibrinolizis 

 Canlılarda fibrinolizis, normalde fizyolojik olarak endotel tabakasının yerine getirdiği 

bir iĢlemdir. Bu tabaka, glikozaminoglikanlar, plazminojen aktivatörleri, trombomodulin, 

prostoglandin I2 (PGI2) gibi antitrombotik ve antikoagülan maddeler salgılayarak, lokal 

olarak pıhtılaĢmayı önler (22). 

  Endotel hücresi t-PA plajminojen aktivatör inhibitörü salgılar, plazminojeni 

membranına bağlar. Lipoprotein(a) plazminojen ile endotel zarına bağlanmak için yarıĢır. 

Trombomodüline bağlı formdaki trombin TAFI’ı ( trombin ile aktive olan fibrinolizis 
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inhibitörü ) aktive eder. Aktive olan TAFI fibrinden bir peptid dizisini koparır. Geride kalan 

fibrin molekülüne plazminojen/plazmin ve t-PA bağlanamaz ve sonuçta fibrinolizis engellenir 

(21). 

 

 2.2 Endotel disfonksiyonu 

Endotel fonksiyonlarından biri ya da birkaçında bozulma, endotel disfonksiyonu olarak 

adlandırılmaktadır. Endotel disfonksiyonu akut ve kronik dönemde, vasküler sistemin 

bütünlüğünü bozan patolojilerin geliĢimine zemin hazırlamaktadır. Endotel disfonksiyonu 

sonucu geliĢen bu patolojiler, vazokonstriksiyon, düĢük dereceli inflamasyon, koagülasyona 

eğilim ve arter elastikiyetinde azalma olarak özetlenebilir. Bu yönüyle endotel disfonksiyonu, 

damar duvarında endotel tarafından sentez edilen nitrik oksidin (NO) azalması sonucu, 

endotele bağlı vazodilatasyonun bozulması olarak algılanmaktadır (23). Endotel 

disfonksiyonu terimi genellikle endotel bağımlı vazodilatasyondaki bozulmayı tanımlamak 

için kullanılmasına rağmen lökosit, trombosit ve düzenleyici maddelerle endotel arasındaki 

iliĢkideki anormalliklerle, normal dıĢı endotel aktivasyonuna yol açan durumları da kapsar 

(13).  

2.2.1 Endotel ve Enflamasyon 

Enflamasyon, enflamatuvar bir uyarıya cevap olarak elde edilen dinamik, olaylar 

zinciridir. Enflamasyon alanında vazodilatasyon takiben kan akımı değiĢiklikleri, damar 

permeabilite artıĢı, ödem sıvısı oluĢumu, lokal lökosit birikimi gözlenir. Bu birbirini takip 

eden olayların geliĢiminde çeĢitli mediatörler sorumludur.   

Endotelyal hücre, normal fonksiyon görebilen sağlıklı bir vasküler sistemin varlığı için 

hayati önem taĢır. Endotel tabakası metabolik olarak oldukça aktif bir doku olup, sürekli 

hormonal ve hemodinamik uyarılar ile karĢılaĢır. Etkilerinin endokrin, parakrin ve otokrin 

komponentleri vardır. BaĢlıca fonksiyonları arasında, hemen altında yer alan vasküler düz kas 

hücrelerin tonusu düzenlenmesi ve öncü aterojenik olayların inhibisyonu sayılabilir ki bunlar 

arasında monosit ve platelet adezyon – agregasyonun önlenmesi, okside low density 

lipoprotein (oxLDL) yapımının baskılanması, enflamatuvar sitokinlerin sentezinin 

baskılanması, antitrombotik ve fibrinolitik etkiler sayılabilir (24). 

Hipertansiyon, diyabet ve hiperkollesterolemi gibi geleneksel kardiyovasküler risk 

faktörleri endotelin koruyucu fonksiyonunun bozulmasına neden olur. Hiperkolesterolemi 

normal koĢullarda lökositlerin sıkı adezyonuna dirençli olan endotel tabakasına kandaki 
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lökositlerin bağlamasına neden olur. OxLDL endotelial aktivasyona ve NO’nun hücre içi 

konsantrasyonunu azaltarak biyolojik karakterinin değiĢmesine neden olur. Hipertansiyon ile 

iliĢkili angiotensin II vazokonstriktördür ve NO’un karĢıtı olarak etkir. Angiotensin II reaktif 

oksijen köklerinin (ROS) üretimine, proenflamatuvar sitokinler interlökin (IL)-6 ve monosit 

kemotaktan protein-1 (MCP-1) ekspresyonlarının artmasına ve endotel hücrelerinde vasküler 

hücre adezyon molekül -1 (VCAM-1) in etkinliğinin artmasına neden olur. Yeni risk 

faktörlerinden C-reaktif protein (CRP) seviyesinin artması; NO üretimini baskılayarak ve 

biyoaktivitesini azaltarak endotelial disfonksiyona neden olabilir. Bu endotelial değiĢiklikler 

damar duvarında enflamasyona yol açarak aterosklerotik lezyonların bağlama ve 

ilerlemesinde bir ilk basmak oluĢturur (17). 

 

2.2.2 Endotel ve sepsis 

Sepsis nonspesifik bir bakterinin organizmanın herhangi bir yerine yerleĢerek uygun 

koĢullarda üremesi sonucu, zaman zaman veya devamlı kana karıĢmasıyla oluĢan klinik 

tabloya denir. 

Sepsisteki fizyopatolojik olaylar oldukça karmaĢıktır. Bakteri hücre duvarında yer alan 

birçok antijenik yapılar ve toksinler, dolaĢımdaki mononükleer fagositler,  endotel hücreleri 

ve diğer hücrelerden birçok güçlü mediyatörlerin salınımını baĢlatırlar. Bunların en 

önemlileri; tümör nekroz faktörü alfa (TNF-α), interlökin – 1, 2, 6 ve 8 (IL-1, IL-2, IL-6 ve 

IL-8) ve trombosit aktive eden faktör (PAF)’dür. Sepsiste araĢidonik asit metabolitleri de 

önemli rol oynar. Siklooksijenaz yolla prostoglandinler ve tromboksan A2, lipooksijenaz 

yolla ise lökotrienler açığa çıkar. Endotoksin ve TNF, IL-1 gibi mediatörler araĢidonik asit 

metabolitlerinin açığa çıkmasını ve sentezini aktive eder. Tromboksan A2 kuvvetli 

vazokonstriktör ve prostoglandinler ise vazodilatör etkiye sahiptir. AraĢidonik asit 

metabolitleri, ateĢ, taĢikardi, takipne, ventilasyon-perfüzyon bozukluğu ve laktik asidoz 

oluĢumunda rol alırlar. IL-1 ve IL-6, T hücrelerini aktive eder. Gama interferon (IFN-γ), IL-2, 

IL-4 ve granülosit-monosit koloni stimule eden faktör (GM-CSF) oluĢur. Bu sırada 

koagülasyon kaskadı ve kompleman sistemi de aktive olur (25). 

Sepsiste hedef organ damar endotelidir ve hemen hemen bütün mediyatörler damarlar 

üzerine etkilidir. Endotoksin, TNF-α, IL-1, PAF, lökotrienler, tromboksan A2 ve NO endotel 

permeabilitesini artırır. Komplemanın aktivasyonu, damar permeabilitesini direkt veya 

nötrofilleri aktive ederek indirekt yolla bozar. Ayrıca degranülasyon esnasında nötrofillerden 
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açığa çıkan toksik oksijen radikalleri ve lizozomal enzimler de endotel permeabilitesini artırır. 

Damar permeabilitesinin artması ve endotel hasarı, ekstravazasyon ve mikrotrombüslerin 

oluĢumunu kolaylaĢtırır. Septik Ģok tedavisinde naloksan, nonsteroid antienflamatuvar ilaçlar 

(indometazin, ibuprofen), antihistaminikler, pentoksifilin denenmiĢ olup, klinik kullanıma 

girmemiĢtir. Doğal veya sentetik antioksidanlar; ksantin oksidaz inhibitörü (allopürinol), 

süperoksit dizmutaz, katalaz, NADPH oksidaz inhibitörleri (adenozin gibi), desferroksamin, 

N-asetilsistein, vitamin C ve E ile deneysel düzeyde çalıĢmalar devam etmektedir. Bazı 

hayvan modellerinde NO sentez inhibitörlerinin olumlu etkisi gösterilmiĢtir. Bilinen NO 

sentetaz inhibitörü N-monometil–L-arjinindir. L-arjinin ile az sayıda hasta ile yapılan klinik 

çalıĢmada olumlu etkisi ortaya konulamamıĢtır (25). 

2.2.3 Endotel ve Akut Solunum Sıkıntısı Sendromu (ARDS) 

Ġlk olarak Ashbaugh 1967 yılında, adult/akut solunum yetersizliği sendromunu 

(ARDS), infant hiyalin membran hastalığına benzeyen pulmoner infiltrasyonların zemininde 

geliĢen ağır bir solunum yetersizliği sendromu olarak tanımlamıĢtır. Bundan sonraki dönemde 

ARDS ile ilgili yazılarda çoğu kez adult RDS kullanılmıĢ fakat 1987'den sonra akut RDS 

sözcüğünün daha doğru bir tanımlama olacağı ortak fikri ağırlık kazanmıĢtır (26). 

Pulmoner aspirasyon veya toksik gaz inhalasyonu gibi lokalize olaylar ya da pankreatit 

veya sepsis gibi sistemik olayların tetiklemesi ile vücuttaki enflamatuvar yanıt aktive 

olduğunda pulmoner ve sistemik dolaĢıma birçok enflamatuvar mediatör salınmaktadır (27). 

Enflamasyonun rol aldığı doku onarımı ile doku hasarı arasında çok hassas bir denge 

bulunduğu için enflamasyon iki ucu keskin bir bıçağa benzetilebilir. ARDS’de bu hassas 

denge bozulmakta ve enflamasyon aĢırı doku zedelenmesine yol açmaktadır. KarĢı 

konulmayan enflamasyonun sonucunda hedef organ olan akciğerlerde belirgin akciğer endotel 

ve epitel hücre hasarı ortaya çıkmaktadır (28). Deneysel çalıĢmaların bazılarında ARDS' nun 

enflamatuvar yanıtı bir lipopolisakkarid (LPS) ile oluĢturulmaktadır. Akut fazda, bu 

lipopolisakkaride bağlanan protein (LBP), endotoksine yapıĢmakta ve CD18 regülasyonu 

değiĢime uğramakta, nötrofiller endotele yapıĢmakta, alveolar makrofajlardan da sitokinler 

(TNF-α) açığa çıkmakta ve ARDS tablosunu oluĢturmaktadır. Sonraki fazda LPS/LPB 

kompleksi CD18 ile etkileĢime uğramakta ve ortaya çıkarttığı intraselüler yanıtla akciğer 

hasarını tetiklemektedir (29). 

Meydana gelen endotel hasarı pulmoner ödeme, ayrıca pulmoner ve sistemik 

mikrosirkülasyon bozukluklarına yol açar. Bu enflamatuvar yanıtın temel komponenti 
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nötrofillerdir, temel mediatör ise nötrofil aktivasyonuna ve nötrofillerin endotele yapıĢmasını 

tetikleyen TNF’dir. Interlökin-8 ve diğer sitokinler nötrofil kemoatraktanı olup nötrofil 

aktivasyonuna yol açarlar. Nötrofiller tetiklendiğinde degranüle olurlar, proteazlar, reaktif 

oksijen radikalleri ve lökotrienlerin salınımına yol açarlar. Lipid mediatörler ve platelet 

activating factor (PAF) azaltarak enflamasyonun daha da artmasına neden olur. Koagülasyon 

ve kompleman sistemleri de aktive olarak koagülasyonda artıĢ ve fibrinolizde azalma oluĢur. 

Endotel hasarı kapiller sızıntıya, bu da non-kardiyojenik pulmoner ödem ve pulmoner 

mikrosirkülasyon bozukluklarına neden olur. Bu enflamatuvar yanıtın sonucu ise solunum 

yetmezliği, sistemik oksijenasyonda bozulma ve ölümdür (27). 

 

2.2.3 Endotel ve Pnömoni 

Akciğer parankiminin iltihabına pnömoni adı verilmektedir. Anatomik olarak 

pnömoniler bir veya birkaç lobda konsolidasyon gösteriyorsa lobar pnömoni, önce bronĢiol ve 

daha sonra çevre loblarda konsolidasyon oluĢuyorsa bronkopnömoni veya lobuler pnömoni 

olarak adlandırılırlar. Intertisyel olarak ve bronĢiolleri içine alan pnömoni Ģeklinde ise 

intertisyel pnömoni veya pnömonitis adı verilir. Pnömoniler anatomik tutulum dıĢında yaĢa, 

etkene radyolojik tutuluma göre de sınıflandırılabilirler (30). Herhangi bir yolla alt solunum 

yollarına ulaĢabilen enfeksiyon ajanlarının bir kiĢide enfeksiyon hastalığı geliĢtirmesinde 

(pnömoni oluĢturmasında), mikroorganizma ve konak arasında bir dizi etkileĢim rol oynar 

(31). Konak savunmasında endotel fonksiyonları önemi rol oynar. Alveol içine ulaĢan 

bakteriyel ürünler (örn. toksinler, lipopolisakkaridler gibi) alveolar makrofajları ve vasküler 

endotel hücrelerini aktive eder ve hızla sitokin üretimi olur (TNF-(IL-1, IL-6, IL-8, LTB4, 

kemokinler). Sitokinler akut enflamatuvar yanıtın oluĢmasında çok önemlidir. Nötrofil ve 

monositlerin damar endoteline yapıĢmasına yol açar. TNF ve IL-1 endotel hücrelerinden, 

fibroblastlardan, pulmoner epitel hücrelerinden kemokinlerin ve IL-8'in salgılanmasını artırır. 

Bu da enflamatuvar yanıtın oluĢması ve sürdürülmesinde rol oynar. Kemotaktik aktiviteyi 

gösterir. Enflamasyon alanına nötrofil göçüne hizmet eder. Akut bakteriyel enfeksiyonlar 

esnasında respiratuar sekresyonlarda bile artmıĢ IL-8 saptanır. Yine TNF-α MIP-2'nin K. 

pneumoniae enfeksiyonunu takiben hemen arttığı kaydedilmiĢtir. Anti MIP-2 antikorlarının 

verilmesi ile K. pneumoniae klirensinin azaldığı gösterilmiĢtir. IL-8, MIP-2 (makrofaj 

enflamatuvar protein) fagositozu arttırdığı gösterilmiĢtir (31). Psödomonas pnömonisi 

oluĢturulan hayvan modeli çalıĢmalarında ĠNO etkisi olduğu bildirilmiĢtir (32). 
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2.2.4 Endotel ve lipopolisakkarid 

Gram negatif bakterilerinin hücre duvarının (dıĢ membranının) Lipopolisakkarid (LPS) 

karakterindeki yapısal bir komponentidir. LPS, baĢlıca 3 kısımdan oluĢmaktadır. Bunlardan 

biri, lipid porsiyonu (lipid A) toksik bir karakter taĢır. Buna, merkez polisakkaridleri ile O 

spesifik karbonhidratlar (0 antijeni) bağlanmıĢtır. LPS, yapısal bir özellik taĢıdığından 

ekzotoksinler gibi dıĢarı salgılanamaz ancak bakteriler lizise uğradıkları zaman ortama 

geçerler. LPS'ler endotoksin olarak ta bilinirler. Lipid A'nin aktivitesinde, komplementin 

alternatif yoldan aktivasyonunun ve sitokin sentezinin uyarılmasının rolü oldukça fazladır. 

Endotoksine karĢı oluĢan, makrofajlar/monositler, nötrofiller, trombositler ve endotel 

hücreleri arasında hemen her organı etkileyebilen kompleks bir etkileĢime bağlıdır. Ciddi 

enfeksiyonlarda bu etkileĢim belirgin ve uzamıĢ yanıt genellikle zararlıdır ve yaygın organ 

disfonksiyonu ile sonuçlanır (33). 

Makrofajların patojen mikroorganizmayı fagosite etmesi ve uyarılması ile proenflamatuvar 

sitokinler olan TNF-α, IL-1 ve IL-6 salınmaktadır. Daha önce de belirtildiği gibi, bu 

sitokinlerin yerel ve sistemik etkileri vardır ve bu etkiler doza bağımlı olarak görülmektedir. 

Yerel etkileri arasında en önemlisi vasküler endotel hücreleri üzerinde nötrofil göçünü 

sağlayacak adezyon moleküllerinin eksprese edilmesini uyarmalarıdır (34). 

ICAM-1 yapısal olarak endotel hücrelerinde eksprese olur. Tümör nekroz faktör (TNF), 

interlökin-1 beta (IL- 1ß) ve lipopolisakkarid (LPS) uyarısını takiben 24 saat içerisinde 

ekspresyonları artar ve 72 saat yüksek seviyede eksprese olurlar (35). 

Endotel yüzeyinden eksprese edilen ĠCAM-1 gibi adezyon moleküllerine tutunması ile 

gerçekleĢir. Ġkinci aĢamada nötrofiller yüzey integrinleri ile endotel yüzeyine sıkıca tutunurlar 

ve endotel aralıklarından dokuya geçerler (34). 

 

2.2.5 Hipoksi ve enflamasyon 

Hipoksi; dokuların yeterince oksijen alamama durumu olarak tanımlanmaktadır. Dokuda 

azalan oksijen miktarı ile beraber; dokunun enerji metabolizmasında değiĢiklikler oluĢtuğu, 

doku adenozin trifosfat (ATP) miktarının azaldığı ve biriken adenozin moleküllerinin aĢırı 

oranda yıkıma uğradığı bildirilmektedir. Ayrıca normal koĢullarda reaktif oksijen köklerinin 

(ROS)  oluĢumuna yol açmayan ksantin dehidrogenazın, hipoksik koĢullarda aĢırı adenozin 

yıkımı sonucu oluĢan hipoksantinin enzimatik yıkımı sırasında ROS üretimine neden olduğu 
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bildirilmektedir (36). Ġskemi sürecinde mikrovasküler endotelde bulunan ksantin 

dehidrogenaz enzimi ksantin oksidaz enzimine dönüĢtürülür. Reperfüzyonda 

reoksijenizasyonun sağlanmasıyla, iskemi sırasında oluĢan ksantin oksidaz enzimi, biriken 

hipoksantini ksantine dönüĢtürürken çok sayıda serbest oksijen radikalininde ortama 

çıkmasına neden olur. Oksijen öncelikle süperoksite (O2
-
), ardından da hidrojen peroksit 

(H2O2) ve hidroksil radikaline (OH·) dönüĢür. Nötrofillerde bulunan membrana bağımlı 

NADPH oksidaz enzimi ise, iskemi sırasında hücre içerisine kalsiyum akıĢıyla birlikte aktive 

olur. Aktive olan enzim NADPH'yi NADP+'ye çevirirken reperfüzyonda sağlanan moleküler 

oksijenide süperoksite (O2·) indirger. Oksijen serbest radikallerinin reperfüzyonda ani ve çok 

sayıda açığa çıkması direkt endotel hasara neden olduğu gibi postiskemik dokulara nötrofil 

infiltrasyonuna neden olarak oksidatif hasarı daha da artırır. Nötrofillerin postiskemik 

dokulara toplanmasıyla birlikte yüzeylerindeki adezyon molekülleride (CD11 / CD18) aktive 

olur ve vasküler endotel hücrelerinin yüzeyinde bulunan karĢı reseptörlerle (ICAM-I) 

reaksiyona girerler. OluĢan CD18 /ICAM-I kompleksi, nötrofillerdeki oksidanların kas 

hücrelerine geçiĢini sağlarken, endotel hasarıyla mikrovasküler bariyeride bozarak iskemi 

sonrasında kaslarda kapiller düzeyde akımın olmamasına neden olur (37). Pulmoner arter 

tromboendarterektomisini takiben reperfüzyon sonrasında görülen pulmoner ödem, endotel 

hücrelerinin iskemi-reperfüzyona maruz kalması sonucu değiĢen vasküler denge, reperfüzyon 

sırasında azalan NO: siklik guanozin monofosfat (cGMP) düzeylerine bağlı olarak geliĢen 

vasküler disfonksiyon sonucu bozulan koagülasyon, vasküler permeabilite, vazomotor tonus, 

lökositlerin adezyon ve agregasyon fonksiyonunda artıĢ klinikte akciğerlerde iskemiyi takiben 

reperfüzyon ile karĢılaĢılan en önemli sorunlar olarak değerlendirilmektedir (1). YapıĢmıĢ 

olan nötrofiller süperoksit anyonu, hidroksil radikali ve hidrojen peroksid gibi reaktif oksijen 

metabolitleri üreterek, direkt veya indirekt olarak pulmoner endoteli hasara uğratabilirler.                     

Nötrofillerin akciğer ve diğer organlara sekestrasyonu multisistem organ yetmezliği 

geliĢiminde önemli bir basamaktır. Degranülasyona bağlı olarak nötrofiller pulmoner endotel 

ve parankim hücrelerini hasara uğratan elastaz ve diğer proteazları serbestleĢtirirler. Ayrıca 

aktive nötrofiller, aktive olmayan hücrelerden daha serttirler. Bu da onları pulmoner 

kapillerler boyunca ilerlerken Reperfüzyon Hasarı Ģekil değiĢikliğine daha dirençli hale 

getirir. Pulmoner mikrovasküler yatakta lökosekestrasyona ilave olarak alveoler boĢluklar 

içerisinde de enflamatuvar hücrelerin varlığı gösterilmiĢtir. Akciğerler aktive nötrofillere karĢı 

özellikle duyarlı olup, seçici olarak bu hücreleri tutarlar. Bu tutulan PNL’in ileri aktivasyonu 
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daha sonra direkt olarak tromboksan A2 üretimini indükleyebilir, ya da indirekt olarak 

pulmoner parankimal tromboksan A2 sentezine neden olarak solunum disfonksiyonuna ve 

permeabilite değiĢikliğine yol açabilir (36). 

OluĢan serbest radikaller yapılarındaki "eĢlenmemiĢ elektron" nedeniyle oldukça 

reaktiftirler ve hücrenin DNA, protein ve lipit yapılarında hasara yol açarak hücre 

fonksiyonlarını bozarlar. Hücredeki tüm biyomoleküller içerisinde oksidatif hasara en hassas 

olan membran yapısındaki çoklu doymamıĢ yağ asitleridir. Reperfüzyonla açığa çıkan 

süperoksit radikali (O2·) hidroksil radikaline (OH·) dönüĢerek hücre membranında lipit 

peroksidasyonunu baĢlatabileceği gibi, endotel kaynaklı nitrik oksitle (NO) reaksiyona girip 

"peroksinitrit" oluĢumuna neden olarak da lipit peroksidasyonunu baĢlatabilir. Lipit 

peroksidasyonu bir kez baĢladıktan sonra kendi kendini devam ettiren zincirleme bir dizi 

reaksiyon Ģeklinde ilerler. Bu reaksiyonun sonucunda malondialdehit (MDA) gibi biyolojik 

olarak aktif ve hücre membranında parçalanmaya neden olan aldehitler açığa çıkar (37). 

HÜCRE KÜLTÜRÜ 

Hastalıkların anlaĢılmasına dönük çalıĢmaların canlı ortamında (in vivo) ortamda 

canlılar üzerinde yapılması, risk faktörlerinin araĢtırılması ve tedaviye yönelik giriĢimlerin 

uygulanması çoğunlukla güvenli olmamakta ve ciddi yasal-etik sorunları beraberinde 

getirmektedir. Bu nedenle çeĢitli organ ve dokulardan alınan eksplantlardan hücre kültürleri 

elde etme yoluna gidilmekte, böylece in vivo ortamda yapılamayan deneysel çalıĢmalar in 

vitro ortamda hücreler üzerinde yapılabilmektedir. Hücre kültürü hücrelerin kontrollü koĢullar 

altında yaĢatılmasına dayanan bir laboratuvar iĢlemidir. Hücre kültürlerinde yapılan 

çalıĢmalar günümüzde araĢtırma çalıĢmalarının önemli bir yerini tutmaktadır. ÇeĢitli patolojik 

durumlarda (örneğin kanser) belli bir maddenin etkilerini, bir hücre ya da dokuda üretilen 

belli bir maddenin iĢlevlerini (örneğin bir protein) belirlemek amacıyla belli bir hücre 

serisinden çoğaltılan hücrelerde çalıĢmalar yapılarak canlı ortamında elde edilebilecek 

sonuçlara ulaĢılabilir. Hücre (doku) kültürü çalıĢmalarının geçmiĢi yüz yılı aĢkın bir süreyi 

kapsamaktadır. Ġlk olarak 1885’te Roux embriyonik tavuk hücrelerinin hayvanın vücudunun 

dıĢında tuz çözeltisinde canlılığını sürdürebildiğini göstermiĢtir. Carrel 1913’te hücrelerin 

aseptik koĢullar altında düzenli olarak beslenmeleri halinde kültür ortamında uzun süre 

artabildiklerini göstermiĢtir. Earle ve arkadaĢları 1948’de L hücre serisinden izole ettikleri 

hücrelerin hücre kültüründe klonlar oluĢturduklarını; 1952’de de Gey ve arkadaĢları bir insan 

servikal karsinomasından türeyen hücrelerin sürekli (continuous) serisini ortaya koymuĢlardır 
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ki, bu bugün iyi bilinen HeLa hücre serisi olmuĢtur. Dünya genelinde süregelen çalıĢmaların 

devamında 1986’da Martin ve Evans ile arkadaĢları fareden pluripotent embriyonik kök 

hücrelerini izole ederek kültürünü yapmıĢlar ve 1998’de de Thomson ve Gearhart ile 

yardımcıları insan embriyonik kök hücrelerini izole etmeyi baĢarmıĢlardır. Hücre kültürleri 

primer doku eksplantlarından ya da hücre süspansiyonlarından türetilebilir. Primer hücre 

kültürleri tipik olarak sınırlı bir yaĢam süresine sahipken (belli bir bölünme sayısından sonra 

çoğalma durur), sürekli hücre serileri anormal (kanser hücreleri gibi) ya da transformasyona 

uğratılmıĢ hücre serileridir. Tek bir hücre tipi hakkında elde edilebilecek en iyi bilgiyi 

edinmek için o hücrenin dokudan diğer hücre tiplerinden ayrılarak izole edilmesi gerekir. 

Bunun sonucunda oluĢan homojen hücre popülasyonu ya doğrudan ya da kültür ortamında  

(besi yeri, medium) çoğaltıldıktan sonra analiz edilebilir. 
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GEREÇ VE YÖNTEM 
 

Bu çalıĢma ADÜBĠLTEM Merkez AraĢtırma laboratuarında yapılmıĢtır.  

 

3.1. Hücre Kültürü 

 

Kullanılan Malzemeler 

Human Arteria Pulmonaris Endotel (HAPE) hücre kültürü, Endotel Growth Medium - 2 

MV (EGM- 2 MV Lonza cc 4147), 75 cm
2
’lik flasklar, 24 kuyucuklu flask. 

Hücre kültürünün yapılması 

Hücreler azot tankından donmuĢ olarak çıkartılıp, 37
o 

C’de 5 dk bekletildi ve 

çözüldükten
 
sonra 75 cm

2
’lik flaska alındı. Üzerine hücre kültür medyumundan 10 mL ilave 

edilerek hafifçe çalkalandı, P2 pasajı oluĢturuldu. Hazırlanan P2 kültür ortamı ıĢık mikroskobu 

altında kontrol edildi ve %5’lik CO2 içeren etüvde 37°C’de inkübasyona bırakıldı. Hücre 

kültürü ekiminin 48. saatinde ıĢık mikroskobunda hücrelerin canlılık durumu kontrol edildi. 

Daha sonra, laminer kabinde, önce 10 mL fosfat tamponlu salin solüsyonu (Phosphat 

Buffered Saline (PBS)) ile yıkandı ve hazırlanan hücre kültür besi yerinden 10 mL ilave 

edildi. Bu iĢlem her 48 saatte bir tekrarlandı ve hücre kültürü % 5’lik CO2 içeren etüvde 

37°C’de inkübasyona bırakıldı. Üreyen hücreler flask zemininin yaklaĢık % 70-80’ini 

doldurduğunda, hücre kültürü laminer kabinde 3 kez 5 mL PBS ile yıkandıktan sonra, 2 mL 

Tripsin- EDTA eklendi. 3 dk sonra hücrelerin -flasktan ayrılmıĢsa- 10 mL hücre kültür besi 

yeri eklendi. Flasktan ayrılmıĢ olan hücreler 15 mL polipropilen tüpe alındı ve 4° C 2100 

dönme hızı/dk 10 dk santrifüje edildi. Santrifüj sonrası dibe çöken hücreler, mililitrede 4x10
5
 

hücre olacak Ģekilde seyreltildi. Daha sonra hücreler 24 kuyucuklu flasklara, her kuyucukta 

2x10
5
 olacak Ģekilde ekim yapıldı. Her 48 saate hücreleri medyumları değiĢtirildi ve ıĢık 

mikroskobunda büyümeleri değerlendirildi. Hücreler flastaki kuyucukların zeminini % 70-80 

oranında kapladığında gruplar oluĢturuldu ve çalıĢmanın diğer aĢamalarına geçildi. 

   

3.2 Grupların oluşturulması: 

Yirmi dört kuyucuklu flasklar inkübatörden laminer kabine alındılar, TNF-α değerlerine 

ELİSA yöntemiyle bakılmak için epandorflara 200 μM besi yeri alındı. Daha sonra kuyucuklar 

iki defa PBS ile yıkandı, üzerine 500 μM EGM ve aĢağıda belirtilen dozlarda NAC(Hüsnü 

Arsan, Bilim Ġlaç) ve L-arjinin (Sigma-Aldrich) eklenerek gruplar dört saat normal ortam 

sağlayan % 5 CO2 ve hipoksik ortam oluĢturmak için % 20 CO2 inkübasyona bırakıldı. Dört 

saatin sonunda flasklar inkübatörlerden laminer kabine alındılar. TNF-α değerlerine ELİSA 
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yöntemiyle bakmak için epandorflara 200 μL besi yeri alındı. Daha sonra gruplardaki üçüncü 

kuyucuktaki endotel hücreleri Mg ve Ca içermeyen PBS ile bir defa yıkandı. Üzerlerine daha 

önceden hazırlanan 500 μL Mg ve Ca içermeyen PBS’de 5x10
5 

olan PMN eklendi ve otuz dk 

% 5 ve % 20 CO2 inkübatörde inkübe edildi. Otuz dakikanın sonunda flasklar inkübatörlerden 

alındılar apopitoz/ normal hücre oranına, PMN’in endotel hücresini yapıĢmasına bakıldı. 

Yirmi dört kuyucuklu flasktaki hücreler her grupta üç kuyucuk olacak Ģekilde on gruba 

ayrılarak dört saat inkübe edildi. 

Tablo III: Gruplar 

 % 5 CO2 %20 CO2 

Arjinin 30 30 μM L- arjinin  30 μM L- arjinin  

Arjinin 100 100 μM L- arjinin 100 μM L- arjinin 

NAC 10 10 μM NAC 10 μM NAC 

NAC 30 30 μM NAC 30 μM NAC 

Kontrol Media Media 

NAC = N-Asetil sistein 

 

3.2.Nötrofil hazırlanması: 

Kullanılan malzemeler 

Ġnsan kanı, 50 mL ve 15 mL polipropilen tüp,  % 0,9 NaCl + % 2 Dekstran + 25 mM 

Na sitrat solüsyonu, Ficoll- Hypeque (Lenfosit ayıran medyum: dansite 1.077- Bio 

Whittaker), Distile su, % 3,5 NaCl, Ca ve Mg içermeyen PBS. 

Metot:  

Elli mililitre polipropilen tüpe 10 mL kan alınarak üzerine 10 ml  % 0,9 NaCl + % 2 

Dekstran + 25 mM Na sitrat solüsyonu eklendi. YavaĢça üç kere ters düz edilerek ve 

baloncuklar patlatılarak oda ısısında 45 dk bekletildi. Kırk beĢ dakika sonra yeni 50 mL 

polipropilen tüpe yüzeyde kalan lökositten zengin plazma alındı. ½ oranında dansite farkı 

oluĢturacak Ģekilde tüpün dip kısmına yavaĢça Ficoll- Hypeque eklendi. KarıĢım 400 dönme 

hızı/dk 20°C’de 40 dk santrifüje edildi. Santrifüj sonrası üstte kalan kısım atıldı. Altta kalan 

kısım alındı ve üzerine 6 ml 4°C distile ve 2 mL % 3,5 NaCl eklendi 30-40 sn bekletildi. 

KarıĢım 400 dönme hızı/dk 4°C’de 15 dk Santrifüj edilerek üste kalan kısım atıldı. Altta kalan 

çökeltiye nötrofilleri canlandırılmak için Ca ve Mg içermeyen PBS eklendi. Hematometrede 

hücre sayımı yapılarak mililitrede 10
6
 Polimorf Nüveli Lökosit (PMN) olacak Ģekilde 

seyreltildi. 
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3.5 Apopitotik/ Normal Hücre Tayini  

 Dört saat otuz dakika % 5- % 20 CO2 ve gruplarda belirtilen dozlarda maddeler ile 

inkübasyonu dolan hücrelerin, her grubun bir kuyucuğunda apopitotik/ normal hücre tayini 

aĢağıda anlatılan yöntemle yapıldı. 

Boya için kullanılan malzemeler 

 

Fiksatif solüsyon (2 mg/ mL malaĢit yeĢili (metanolde)) 

Lökostat solüsyonu 1 (% 0,1 eozin Y, % 0,1 formaldehid, % 0,4 sodyum fosfat dibazik (Na2 

HPO4 ), % 0,5 potasyum fosfat monobazik  (KH2PO4 )) 

Lökostat solüsyonu 2 (% 0,04 metilen mavisi, % 0,04 azur A, % 0,4 sodyum fosfat dibazik 

(Na2 HPO4 ), % 0,5 potasyum fosfat monobazik  (KH2PO4 )) 

Metot: 

Hücre içeren tüm petriler PBS ile 2 kez yıkandı. On saniye fiksatif solüsyonda inkübe 

edildi. Boya dökülerek kurutma kâğıdı üzerine ters çevrilip boyanın tamamen boĢalması 

sağlandı. On saniye lökostat solüsyonu 1’de inkübe edildi. Boya dökülerek kurutma kâğıdına 

ters çevrilerek boya tamamen boĢaltıldı.  Lökostat solüsyonu 2’de 10 saniye bekletilerek boya 

döküldü. PBS ile iki kez yıkanarak havada kurutuldu. IĢık mikroskobu ile apopitotik ve 

normal hücreler sayıldı. 

 

3.6 PMN hücresinin endotel hücresine adezyonu 

Dört saat % 5 ve % 20 CO2’de inkübe edilen hücre gruplarının, daha sonra her grubun 

birer kuyucuğu Mg ve Ca içermeyen PBS iki defa yıkandı ve Mg ve Ca içermeyen PBS’de 

5x10
5 

olan PMN eklenerek 30 dk inkübe edildi. Otuz dk inkübasyondan sonra hücre 

gruplarının her bir kuyucuğunda önce iki defa Mg ve Ca içermeyen PBS ile yıkandı ve 

Giemsa boyasıyla boyama yapılarak PMN hücresinin endotel hücresine adezyonuna bakıldı. 

 

Kullanılan malzemeler 

GİEMSA (1 mL Giemsa boyası 8 mL su ile seyreltildi),% 70 etil alkol 

Metot: 

Kuyucuklar 5 dk kurutulduktan sonra üzerlerini kaplayacak Ģekilde % 70 etil alkol 

eklendi ve 1,5 dk bekletildi. Ġki kez Mg ve Ca içermeyen PBS ile yıkandı. Üzerini kaplayacak 

Ģekilde seyreltilmiĢ Giemsa boyası eklendi ve 8 dk bekletildi. Ġki kez Mg ve Ca içermeyen 
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PBS ile yıkandı. PMN’ in hücresinin endotel hücresine yapıĢmasına ıĢık mikroskobunda 

bakıldı. 

 

3.7 TNF-α değerlerine ELİSA yöntemiyle bakılması 

Standart hazırlama 

Human TNF-α Standart diluent Buffer cell ile 2000 pq/mL olacak Ģekide hazırlanarak 

on dk karıĢtırıldı. 300 μL Standart diluent Bufferd cell’de 1000 pq, 500 pq, 250 pq, 125 pq, 

62,5 pq, 31,2 pq, 15,6 pq Human TNF-α Standart olacak Ģekilde dilüe edildi. Streptavidin– 

HRP dört çubuk kullanımı için 40 μL 4 mL’de Streptavidin– HRP dilüentle dilüe edildi. Wash 

buffer 1/24 oranında distile su ile dilüe edildi. 

Metot: 

Bir adet kromotojen kuyucuğu boĢ olarak ayrıldı ve içerisine bir Ģey konulmadı. 50 μL 

inkübator bufferleri kuyucuklara koyularak (kromotojen kuyucuk hariç) üzerine 100 μL 

standart ve endotel hücre kültürlerinden alınan örnekler konuldu. Üzerleri kapatıldı ve iki saat 

oda ısısında inkübe edildi. Ġki saat sonra içindekiler boĢaltıldı dört kez yıkama solüsyonuyla 

yıkandı. Kromotojen kuyucuk hariç olmak üzere üzerlerine 100 μL Biyotin anti TNF-α 

konularak kapatıldı, bir saat oda ısısında inkübe edildi. Bir saat sonra içindekiler boĢaltıldı ve 

dört kez yıkama solüsyonuyla yıkandı. 100 μL Streptavidin-HRP working solüsyon konulup 

üzeri kapatılarak otuz dk oda ısısında inkübe edildi. Daha sonra içindekiler boĢaltıldı ve dört 

kez yıkama solüsyonuyla yıkandı. Hepsinin üzerine 100 μL Stabilize Kromotojen solüsyonu 

konuldu ve otuz dk karanlıkta oda ısısında inkübe edildi. Daha sonra üzerlerine 100 μL Stop 

solüsyonu konularak hafif karıĢtırıldı ve 450 nm dalga boyunda fotometrik olarak okundu. 

  

İstatistik yöntem: 

Tüm veriler ortalama +  standart hata (SE) olarak verilmiĢtir. Ġstatistiksel analiz ve 

grafik çizimleri GraphPad Inc Prism 2,01 (GraphPad Inc, La jolla, CA, USA) programı 

kullanılarak yapılmıĢtır. Grup içi ve gruplar arası apopitoz ve adezyon değerleri tek yönlü 

ANOVA, L- arjininin iki gruptaki etkileri student-t testi kullanılarak değerlendirilmiĢtir. p 

değeri 0,05 altında olan değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiĢtir. 
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BULGULAR 

 Bu çalıĢmada hipoksinin pulmoner arter endotel hücresinde oluĢturduğu apopitoz/hücre 

ölümü, adezyon yanıtı ve TNF-α düzeyleri üzerine etkisi araĢtırılmıĢtır. Hipoksi sonucunda 

hücre ölümü saptanmıĢtır. L- Arjinin hipoksinin neden olduğu hücre ölümünü ve adezyon 

artıĢını önlemiĢtir. 

Hücre ölümü ve apopitoz: 

% 5 CO2 grubunda N-asetilsistein ve L-arjinin kullanılan gruplarda kontrol grubuna 

göre apopitozda doz bağımlı olarak bir yükselme saptanmasına karĢın (Resim 1)  istatistiksel 

olarak anlamlı bir değiĢikliğe rastlanmamıĢtır (Tablo IV, ġekil 3). 

 

Resim 1: Apopitoz/ normal hücre (x10) Siyah ok normal hücre, kırmızı ok apopitotik hücre. 

Tablo IV: % 5 CO2 verilen grupta apopitoz oranları 

 Ortalama  St. hata 

Kontrol 3,333 1,333 

Arjinin 30 μM 3,333 1,333 

Arjinin 100 μM 6,667 2,403 

N-Asetil sistein 10 μM 4 1,154 

N-Asetil sistein 30 μM 6,667 0,882 
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Şekil 3: % 5 CO2 apopitoz oranları (arg: L- arjinin, NAC: N-Asetil sistein. Sayılar ilaçların 

μM dozlarıdır) 

 

% 20 CO2 verildiğinde kontrol grubu ve N-asetilsistein grubunda yaygın hücre ölümü 

saptanmıĢtır. Kontrol grubu ve N-asetilsistein grubunda hiçbir hücre saptanamadığı için 

istatistiksel değerlendirme yapılamamıĢtır. L-arjininin ise her iki dozda da hücre ölümünü 

engellediği gözlenmiĢtir (Tablo V, ġekil 4).  

L- arjininin % 20 CO2 altında neden olduğu apopitoz  % 5 CO2 verilen gruba göre 

artmasına karĢın, istatistiksel olarak bir fark saptanmamıĢtır (ġekil 5). 

 

Tablo V: % 20 CO2 verilen grupta apopitoz oranları 

 

 Ortalama St. hata 

Kontrol Hücre yok Hücre yok 

Arjinin 30 μM 6,666667 2,905933 

Arjinin 100 μM 8,666667 2,905933 

N-Asetil sistein 10 μM Hücre yok Hücre yok 

N-Asetil sistein 30 μM Hücre yok Hücre yok 
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Şekil 4: % 20 CO2 L- arjinin apopitoz oranları (arg: L- arjinin, Sayılar ilacın μM dozlarıdır) 
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Şekil 5: Farklı CO2 oranlarındaki L- arjinin apopitoz oranları (arg: L- arjinin, Sayılar ilacın 

μM dozlarıdır) 
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Adezyon üzerine etki: 

% 5 CO2 verilen kontrol grubunda saptanan bazal adezyon değerleri kullanılan ilaçlara 

göre değiĢiklikler göstermiĢtir. L-arjinin 30 μM dozda kontrol grubuna benzer bir adezyon 

oluĢturmasına karĢılık 100 μM dozda istatistiksel anlamlı olmayan adezyon düĢüklüğüne 

neden olmuĢtur (Resim 2, Tablo VI, ġekil 6). N-asetilsistein 30 μM dozda kontrol grubuna 

göre istatistiksel olarak anlamlı olarak (p < 0,05) adezyon artıĢına yol açmıĢtır (Tablo VI, 

ġekil 6). L-arjinin 30 μM ile karĢılaĢtırıldığında N-asetilsistein 30 μM dozda (p < 0,05), L-

arjinin 100 μM ile karĢılaĢtırıldığında ise N-asetilsistein gerek 10 μM dozda (p < 0,05)  

gerekse 30 μM dozda (p < 0,01) istatistiksel anlamlı olarak adezyon artıĢına yol açmıĢtır 

(Tablo VI, ġekil 6). 

 

Resim 2: Adezyon (x100) 100 Hücre baĢına adere olan PMN 
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Tablo VI: % 5 CO2 verilen grupta adezyon oranları 

 

 Ortalama  St. hata 

Kontrol 28,333 1,667 

Arjinin 30 μM 26,667 12,018 

Arjinin 100 μM 13,333 4,409 

N-Asetil sistein 10 μM 48,333 4,409 # ǂ  

N-Asetil sistein 30 μM 61,667 6,009 * ψ 

 

*Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında p < 0,05 

 # L-arjinin 30 grubu ile karĢılaĢtırıldığında p < 0,05 

 ǂ  L-arjinin 100 grubu ile karĢılaĢtırıldığında p < 0,05 

Ψ  L-arjinin 100 grubu ile karĢılaĢtırıldığında p < 0,01 

 

 

Şekil 6: % 5 CO2 adezyon oranları (arg: L- arjinin, NAC: N-Asetil sistein. Sayılar ilaçların 

μM dozlarıdır) *Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında p < 0,05, # L-arjinin 30 grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında p < 0,05, ǂ  L-arjinin 100 grubu ile karĢılaĢtırıldığında p < 0,05, ψ  L-

arjinin 100 grubu ile karĢılaĢtırıldığında p < 0,01 

 

 

 



33 

 

% 20 CO2 verildiğinde kontrol grubu ve N-asetilsistein grubunda yaygın hücre ölümü 

saptandığı için adezyon açısından istatistiksel değerlendirme yapılamamıĢtır. L-arjinine 

bakıldığında her iki dozda da istatistiksel anlamlı olmayan adezyon artıĢına neden olmuĢtur 

(Tablo VII, ġekil 7).  

L- arjininin % 20 CO2 altında neden olduğu adezyon  % 5 CO2 verilen gruba göre 

artmasına karĢın, istatistiksel olarak bir fark saptanmamıĢtır (ġekil 8). 

Tablo VII: % 20 CO2 verilen grupta adezyon oranları 

 Ortalama  St. hata 

Kontrol Hücre yok Hücre yok 

Arjinin 30 μM 53,333 8,333 

Arjinin 100 μM 26,667 10,138 

N-Asetil sistein 10 μM Hücre yok Hücre yok 

N-Asetil sistein 30 μM Hücre yok Hücre yok 
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Şekil 7: % 20 CO2 L- arjinin adezyon oranları (arg: L- arjinin, Sayılar ilacın μM dozlarıdır) 
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Adezyon (%) 

 

Şekil 8: Farklı CO2 oranlarındaki L- arjinin adezyon oranları (arg: L- arjinin, Sayılar ilacın 

μM dozlarıdır) 

 

TNF-α düzeylerine etki:  

Gerek % 5 CO2 gerekse % 20 CO2 verilen gruplarda kullanılan ilaçlarla TNF-α 

düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmamıĢtır (Tablo VIII). 

 

Tablo VIII: Gruplara göre TNF-α düzeyleri (pg/ml) 

 

  Bazal Çalışma 

%
 5

 C
O

2
 

Kontrol 4,607582 1,428037 

Arjinin 30 μM 0,474174 4,289628 

Arjinin 100 μM 4,925537 1,428037 

N-Asetil sistein 10 μM 3,653719 4,289628 

N-Asetil sistein 30 μM 3,971673 0,792128 

%
 2

0
 C

O
2
 Kontrol 3,971673 0,792128 

Arjinin 30 μM 2,699855 1,745991 

Arjinin 100 μM 2,381901 2,381901 

N-Asetil sistein 10 μM 0,792128 4,607582 

N-Asetil sistein 30 μM 3,01781 2,699855 
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TARTIŞMA: 

 Bu çalıĢmada hipoksinin pulmoner arter endotel hücresinde oluĢturduğu apopitoz/hücre 

ölümü, adezyon yanıtı ve TNF-α düzeyleri üzerine etkisi araĢtırılmıĢtır. Hipoksi sonucunda 

hücre ölümü saptanmıĢtır. L- Arjinin hipoksinin neden olduğu hücre ölümü ve adezyon 

artıĢını önlemiĢtir. 

Endotel hücreleri çevresel faktörler ile fonksiyonel ve fenotipik değiĢiklikler 

oluĢtururlar. Endotel aktivasyonu denilen bu durum çeĢitli faktörler ile endotel reseptörlerinin 

etkileĢimi ile geliĢir. Endotel yanıtı hemodinamik ve diğer mekanik güçler ile hücre içi yolağa 

ait sinyallerin tetiklenmesini sağlar. Bu tetikleme vazoregülasyon, damar geçirgenliği, yara 

geliĢim ve onarım süreci ile her organda oluĢur. Endotel fonksiyon bozukluğu baĢta sepsis, 

iskemi-reperfüzyon sendromu, oksidan veya toksinlere maruz kalma gibi olaylarla oluĢabilir. 

Bunların sonucunda her organa ait bozukluklar ve sistemik bir yanıt meydana gelir. Endotel 

hücre aktivasyonunun mekanizması tam olarak anlaĢılamamıĢtır. Bu mekanizma 

anlaĢıldığında oluĢan durumların tedavisi için çeĢitli yöntemlerin belirlenmesi kolaylaĢacaktır. 

Pulmoner endotel bozuklukları akut respiratuar distres sendromu (ARDS) gibi organa 

özel bozukluk yanında çoklu organ yetmezliğine (MOF) yol açabilmektedir.  

Endotel hücresi aktivasyonu enflamasyonun lökosit kontrolündeki çeĢitli adımlarını 

baĢlatır. Endotel aktive olunca nötrofil (PMN) yaklaĢık beĢ dakika içinde adere olur. Bu 

adezyon trombini aktive eder ve hepta helikal proteaz aktive edici reseptörleri (PARs) uyarır. 

Böylece depo granüllerinden P-selektin açığa çıkar. Bu da trombosit aktive edici faktör’ün 

(PAF) hızlı sentezine neden olur. Bütün bu olaylar PMN’leri tekrar uyararak sinyali 

güçlendirir. Böylece enflamatuvar ve trombotik yolak aktive olur. 

ARDS’de uyarılabilir adezyon molekülleri (ICAM-, E-selektin ve VCAM)  pulmoner 

endotel hücrelerinde belirgin olarak artar (38).  Bu durum akut ve kronik enflamasyonda 

topografik olarak geliĢen heterojen gen ekspresyonuna bağlıdır. Ileri çalıĢmalara gerek 

duymasına karĢın bu durum pulmoner enflamasyon tedavisinde yeni yaklaĢımlara öncü 

olacaktır. 

Sheridan ve arkadaĢları (39)  ratlara 1 mL salin içinde 500 μg / kg salmonella 

typhimurium endotoksini verirken kontrol ratlara eĢit miktarda sadece salin vermiĢler 

endotoksin verilmesinden 4 saat sonra izole pulmoner arter halkalarında pulmoner vazomotor 

kontrol mekanizmalarını çalıĢmıĢlardır ve 4 saat sonunda nötrofil adezyonunu saptamıĢlardır. 

Endotoksin verilmesinden 30 dakika önce eksojen D veya L arjinin (300 mg/kg) verilenlerde 
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cGMP aracılıklı vazorelaksasyon saptanmıĢtır. Endotoksin artmıĢ pulmoner vasküler 

rezistans, artmıĢ nötrofil adezyonu, artmıĢ albumin kaçağı ve pulmoner vasküler düz kas 

relaksasyonunu ortadan kaldırmak suretiyle akciğer hasarı oluĢtururken eksojen L-arjininin 

verilmesiyle akciğerde endotoksine bağlı geliĢen PMN adezyonunu engellediğini 

bildirmektedirler. 

Bizim çalıĢmamızda da Sheridan ve arkadaĢlarının (39)  yapmıĢ olduğu çalıĢmaya 

benzer L-arjinin 30 μM dozda kontrol grubuna benzer bir adezyon oluĢturmasına karĢılık 100 

μM dozda istatistiksel anlamlı olmayan adezyon düĢüklüğüne neden olmuĢtur. N-asetilsistein 

30 μM dozda kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı olarak (p < 0,05) adezyon 

artıĢına yol açmıĢtır. L-arjinin 30 μM ile karĢılaĢtırıldığında N-asetilsistein 30 μM dozda (p < 

0,05), L-arjinin 100 μM ile karĢılaĢtırıldığında ise N-asetilsistein gerek 10 μM dozda (p < 

0,05)  gerekse 30 μM dozda (p < 0,01) istatistiksel anlamlı olarak adezyon artıĢına yol 

açmıĢtır.  

Hipoksi gibi inflamatuar olay sırasında, nötrofillerin endotele bağlanması, endotel 

hücrelerinin zararlanmasına neden olan oksidanların oluĢumu ve permeabilitenin 

artması ile sonuçlanır. ÇalıĢmamızda da L-arjinin nötrofillerin endotele adezyonunu azaltarak 

apoptozdan korumuĢtur. 

L-arjinin, protein metabolizmasında, poliamin sentezinde ve nitrik oksit (NO) 

yapımında rol alan bir aminoasittir. Growth hormon, Ġnsülin growth faktör ve Ġnsülin 

salınımını artırır. Böylece yara iyileĢmesinde ve protein sentezinin uyarılmasında rol alır. L-

arjinaz ile L- ornitine metabolize olur. NO, NOS tarafından oluĢturulur. Normal koĢullarda 

NO küçük miktarlarda doku oksijenlenmesi ve immün fonksiyon üzerine olumlu etkiye 

sahiptir. DıĢarıdan L- arjinin verildiğinde NOS-bağımlı NO artar. Bu da lenfosit, monosit 

proliferasyonunu artırır.  Yardımcı T hücrelerini artırarak, makrofaj uyarımını, doğal öldürücü 

fonksiyonunu ve atık fagositozunu artırır. Bu nedenle giderek artan oranda supramaksimal 

dozda kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Ancak uyarılabilir NOS’un  (iNOS) aĢırı uyarılması ile 

doğrudan enflamatuar etki, vazodilatasyon, gastrointestinal motilite artıĢı, mukozal geçiĢ 

bozukluğu ve hücresel solunumun bozulmasına neden olabilir. iNOS uyarımı Th1 sitokinler 

(iL-1, TNF ve INF gama) aracılığı ile olur. Ancak yüksek doz L-arjinin Th2 sitokinlerin (iL-4, 

iL-10 ve TGF beta) uyarımına da neden olur. 

Kawkitinarong ve arkadaĢları (40) alveoler epitel ve endotel hücrelerinde akut akciğer 

hasarını engelleyen sıkı kavĢak kompleksi ile güçlü bir iliĢkide olan periferal aktomiyozin 
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halkalarının trombinin uyardığı adezyonun engellenmesinde bir bariyer gibi rol aldığını 

bildirmiĢlerdir. Trombin uyarımlı A549 tek katlı zarı, ZO-1 (bariyer fonksiyondaki anahtar 

protein) ile normalde trombinin etkisine ters bir etki oluĢur. 

Thickett ve arkadaĢları (41) akut akciğer hasarı ve ARDS’ li 9 hasta ile 14 sigara 

içmeyen gönüllünün olduğu kontrol grubu arasında plazma vasküler endotelyal Growth 

Faktör(VEGF) değerlerini karĢılaĢtırmıĢlardır. Plazma VEGF düzeyleri ELĠSA yöntemiyle 

çalıĢılmıĢtır. OluĢan renk reaksiyonunu yoğunluğu spektrofotometrik olarak ölçülmüĢ ve 

böylece biyolojik olarak aktif VEGF 121 ve VEGF 165 çalıĢılmıĢtır. Sonuçta ARDS 

grubunda özellikle persistan sistolik hipotansiyonu olanlarda VEGF düzeylerinin belirgin 

olarak yüksek olduğu saptanmıĢtır. ARDS’de artmıĢ vasküler geçiĢin VEGF tarafından 

sağlandığını ve ilk örnekten 72 saat sonra alınan plazmadaki VEGF düzeylerinin ARDS’ li 

hastalarda ve ARDS’ li olup 4 gün içinde ölen hastalarda arttığını bildirmiĢlerdir.  

Adezyon ve vasküler kaçak en az dolaĢımdaki mediyatörler kadar VEGF’ede bağlıdır. 

Klinikte kullanılan ilaçlar için bu faktöre etki düzeylerinin tedavide etkili olabileceği 

belirtilmektedir.  

Bizim çalıĢmamızda hipoksiye maruz bırakılmıĢ endotel hücresine L-arjinin ve NAC 

ekleyerek  PMN’nin endotel hücresine adezyonu değerlendirilmiĢtir. L-arjinin grubunda 

kontrol ve NAC grubuna göre anlamlı olarak azaldığı görülmüĢtür.  Ancak daha ileri 

çalıĢmalarda VEGF ve endotel hasarı arasındaki iliĢkinin ayrıntılı olarak çalıĢılması bizim 

çalıĢmamızda yer almamıĢ olup aynı konuya destek vermesinden ötürü çalıĢmamızın 

geliĢtirilebilir bir yönü olarak düĢünmekteyiz.  

Özel ürünler ile uygulanan enteral beslenme immün sistemin modülasyonu, yara 

iyileĢmesinin düzelmesi ve oksidatif stresin azalmasını sağlayabilir. L-arjinin, L-glutamin, 

omega-3-yağ asitleri, selenyum, A, C, E vitaminleri ve karoten supramaksimal dozlarda 

immün beslenme amacı için kullanılırlar. Bu ürünlerin tek baĢına veya birlikte mi daha fazla 

etkili oldukları bilinmemektedir. Buna karĢın özellikle L-arjinin ve L-glutamin tek baĢlarına 

veya balık yağı ve antioksidanlarla birlikte kullanılırlar.  

ÇeĢitli çalıĢmalarda diğer ürünlerle birlikte kullanılan L-arjininin yoğun bakım 

hastalarında mortalite ve enfeksiyon geliĢimini önlemede etkisiz olduğu gösterilmiĢtir (42-

45). Bu çeĢit kullanım yalnızca hastanede kalıĢ süresinde azaltmakta faydalı olmaktadır (46). 

Tüm bu nedenlerle L-arjininin klinik kullanımı giderek kısıtlanmaktadır. Ancak son dönemde 

bazı çalıĢmalarda L- arjininin olumlu etkileri olduğu Ģeklinde yayınlar olmaktadır (47). 
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Nelin ve arkadaĢları (48) sığır pulmoner arter endotel hücrelerini yaklaĢık 250 mM L-

arjinin içeren 5 ml’ lik EGM’ ye ekmiĢlerdir ve 0,1 ile 0,01 mg/ ml LPS’ nin tek baĢına 

eklenmesiyle NO ve üre üretiminde çok az artıĢ olması üzerine TNF-alfa ve LPS 

kombinasyonunu kullanmıĢlardır. Bu kombinasyonun verilmesi eNOS ve iNOS 

proteinlerinde artıĢa neden olmuĢtur. Bu artıĢın özellikle iNOS tarafından sağlandığı 

saptanmıĢtır. Hem kontrol hem de kombinasyon grubunda artmıĢ ekstrasellüler arjinin 

konsantrasyonunun doza bağımlı NO artıĢına neden olduğu saptanmıĢtır. Buna bağlı olarak da 

artmıĢ NO yapımının olduğu ARDS ve septik Ģokta L-arjinin veya taĢıyıcılarının alımının 

kesilmesininin tedavinin bir parçası olacağını bildirmektedirler.  

Bizim çalıĢmamızda kullandığımız L-arjinin dozları Nelin ve arkadaĢlarının (48) yapmıĢ 

olduğu dozlara göre daha düĢük olduğundan adezyonu ve endotel hücresinin apopitozunu 

engellediği bulunmuĢtur. ÇalıĢmamızda % 20 CO2 verildiğinde kontrol grubu ve N-

asetilsistein grubunda yaygın hücre ölümü saptanmıĢtır. Kontrol grubu ve N-asetilsistein 

grubunda hiçbir hücre saptanamadığı için istatistiksel değerlendirme yapılamamıĢtır. L-

arjininin ise her iki dozda da hücre ölümünü engellediği gözlenmiĢtir. 

Lang ve arkadaĢları (49) fetal rat akciğeri tip 2 alveoler hücreleri alarak ĠFN-g, TNF-α, 

ĠL-1β, LPS ve L-NMMA(N-monometil L-arginin) ekleyip %5 ve %15 ‘lik CO2 li ortamlarda 

bekletmiĢler. Tip 2 alveoler hücreler 48 saat boyunca çeĢitli iĢlemlere tutulup apopitoz 

değerlendirilmiĢtir. Hiperkapni ile sağlanan sitokin aracılıklı NO üretimini saptamak için 

hücresel NO2 ve NO3 üretimine bakılmıĢtır. %5 CO2 maruz bırakılan grupta NO2 ve NO3 

üretimi belirgin olmasına rağmen % 15 CO2 grupta daha fazla üretim olmuĢtur. Apopitotik 

nükleus %5 CO2 li grupta minimalken %15 lik CO2 li grupta belirgin olarak artmıĢtır. LPS ve 

sitokin kombinasyonu verilen hücrelerde oksidatif ve nitrik oksit aracılıklı stresi içeren 

inflamatuar cevapların arttığını saptamıĢlardır. Ve bu etkinin NOS inhibitörü olan N-

monometil-L-arjinin tarafından azaltıldığını bildirmiĢlerdir. Sonuç olarak ARDS akciğerine 

gidiĢte pulmoner hücre iNOS hücre ekspresyonu ve NO üretimi proinflamatuar süreci 

hızlandırmaktadır. 

Bizim çalıĢmamızda N-asetilsistein  eklenen  %20 CO2 grubunda  hiç hücre 

saptanamazken, düĢük doz L arginin eklenen grupta daha az apopitotik aktivite gözlenmiĢtir. 

Lang ve arkadaĢlarının (49)  çalıĢma grubunda %15 CO2 kullanılmasına karĢın bizim 

çalıĢmamızda %20 CO2 kullanılması yüksek doz L-arjininden iNOS hücre ekspresyonu ve 

NO üretimini arttırarak proinflamatuar süreci hızlandırmıĢtır. 
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N- asetilsistein klinikte sık olarak kullanılan, antioksidan özelliğe sahip bir tiyol 

türevidir.  Glutatyon (GSH) prokürsörü ve direkt hareket etkileriyle serbest oksijen 

radikallerini, hidroksil radikallerini ve hipoklorik asidi esas indirgeyicisi olarak temizler (8). 

NAC yüksek dozlarda iNOS’ın etkili bir inhibitörüdür. Antioksidan etkilerinin ötesinde 

sitokin ekspresyon ve salınımını baskılayarak, adezyon molekülü ekspresyonunu ve NF-KB 

ekspresyonunu inhibe ederek direkt antienflamatuar etki göstermektedir (8). 

NAC son dönemlerde immün tedavi kapsamında giderek daha sık oranda yoğun bakım 

hastalarında kullanılmaktadır (50-53). Deneysel çalıĢmalarda NAC’in antioksidan olmasının 

yanı sıra adezyonu ve enflamasyonu azaltmasına karĢın çok merkezli kontrollü çalıĢmalarda 

bu etkilerinin klinik olarak olumlu yansıması gösterilememiĢtir. 

Bizim çalıĢmamızda son zamanlardaki sonuçların tersine L- arjininin hücreleri 

iskemiden koruduğu, adezyonu engellediği; N- asetilsisteinin ise koruyucu etkisinin 

neredeyse hiç olmadığı saptanmıĢtır. Ancak yine de immün beslenme lehine olan ilk dönem 

(39) ve son zamanlardaki yayınları (54,55)  destekler sonuçlar elde edilmiĢtir. 

Hajime Kin ve arkadaĢlarının (56) yaptığı çalıĢmada anestezi altındaki ratlar 4 gruba 

ayrılmıĢtır. Otuz dk’lık iskemi ve 3 saatlik reperfüzyon sürecinde PMN baskılanması 

izlenmiĢtir. Ġskemiden 6 saat önce antiPMN serum ve yine iskemiden önce ve reperfüzyon 

döneminde NAC verilmiĢtir. DNA fragmantasyonu ve TUNEL yöntemiyle apopitoz, 

immunohistokimyasal yöntemiyle PMN adezyonu ELĠSA ile TNF-alfa IL-6 ve caspase-3 

seviyeleri son olarakta Western blot yöntemiyle NFkB, Bcl-2 ve Bax ekspresyonları 

çalıĢılmıĢtır. Sonuç olarak NAC tedavisinin TNF-alfa ve IL-6 düzeylerini ve PMN 

adezyonunu azalttığı saptanmıĢtır. Apopitotik hücre sayısı antiPMN ve NAC verilen grupta 

kontrol grubuna göre belirgin düzeyde azalmıĢtır. 

Bizim çalıĢmamızda NAC verilen grupta adezyon apopitoz ve TNF-alfa düzeylerinde 

kontrol grubu ile kıyaslandığında bir fark bulunamamıĢtır. L-arjinin grubuyla kıyaslandığında 

adezyon ve apopitozda artıĢ saptanmıĢtır. Farklı ve yüksek dozlarda NAC kullanarak 

çalıĢmamızı geliĢtirdiğimizde olumlu sonuçlar alacağımızı düĢünmekteyiz. 

Boger ve arkadaĢları (54) kanda L-arjinin analoğu olan asimetrik dimetil arjinin 

(ADMA) düzeylerinin artmasının NO formasyonunu inhibe ederek çeĢitli hastalıklarda 

vasküler fonksiyonu düzelttiğini bildirmiĢlerdir. 
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Bu sonuçlar bizim çalıĢma protokolümüzdeki farklılıklardan kaynaklanabilir. 

ÇalıĢmamızdaki L-arjinin dozu klinik olarak yüksek ve çok yüksek dozlara karĢılık gelmesine 

karĢın olumsuz bir etkisine rastlanmamıĢtır.  

NAC açısından ise beklenti hücreleri koruması ve antienflamatuvar etki göstermezken, 

iskemide hiçbir koruyucu etki saptanamamıĢtır.  

Apopitoz, ekstrensek (hücre ölümü reseptörleri uyarılır), intrensek mitokondrial yolak 

ve endoplazmik retiküler yolak (stres ile aktive olur) olacak Ģekilde üç ana yoldan biri ile 

geliĢir. PMN, ARDS’de innat apopitozu tetikler. PMN’in kendi apopitozunun yanında diğer 

hücrelerin apopitozunu da desteklediği ileri sürülmüĢ, ancak kanıtlanamamıĢtır. Apopitoz 

hücre nekrozundan farklı olarak enflamatuvar süreci etkilemez, ancak apopitoza uğrayan 

hücreleri içeren organın fonksiyonları bozulur. Nekrozun neden olduğu enflamasyonu 

önlemeye çalıĢan tedavi protokolleri yanında farklı görüĢler olmasına karĢın apopitozu 

engellemeye yönelik tedavi protokolleri de güncel araĢtırma konularındandır. 

ÇalıĢmamızda TNF-α düzeylerinde anlamlı bir sonuç elde edilememiĢtir. ARDS’nin 

erken ve geç fazında insan akciğer mikrovasküler endotel hücrelerinde apopitoz saptanmıĢtır. 

Ek olarak TNF-α ve anjiostatin düzeylerindeki artıĢ anjiogenezisi önlemektedir (57). 

Stefanec (58), Chest’te yayımladığı derlemesinde akciğerdeki apopitozun PMN ve 

lenfositler kadar endotel hücreler içinde önemli olduğunu belirtmiĢtir. N-asetilsisteinin 

antiapopitotik özelliği nedeniyle diğer antiapopitotikler gibi giderek artan oranda 

kullanılacağını tahmin etmektedir. Özellikle kanser olguları ile baĢlayan bu tedavi sürecinin 

daha da yaygınlaĢacağını düĢünmektedir. 

Hashimoto ve arkadaĢları (59) N-asetilsisteinin hücre içi glutatyon aracılığı ile TNF-

α’nın indüklediği p38 MAP kinaz yolağını aktifleĢtirerek akut akciğer hasarını azalttığını 

bildirmiĢlerdir. 

Yoğun bakım servislerinde en fazla yatak iĢgaline neden olan hastalık ve sendromlar     

ARDS, ALĠ, SĠRS, Sepsis, Pnömoni ve MODS olduğu gözlenmektedir. Yoğun destek 

tedavisine rağmen genelikle yüksek mortalite ve morbidite ile seyretmektir. Bu sendrom ve 

hastalıklardaki patofizyolojik temel mekanizma apoptotik yolaklardaki değiĢiklikler 

parankimal organ ve vasküler endotel hücrelerdeki apoptotik hücre ölümünde artıĢ olarak 

düĢünülmekte. Yoğun bakım servislerinde hemen her hastada kullandığımız ve faydalı etkileri 

olduğu düĢündümüz NAC, deneysel çalıĢmamızda antiapopitotik özelliği gösterilememiĢtir; 
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ancak çalıĢmamızı farklı dozlarda N-asetilsistein, daha düĢük konsantrasyonda CO2 ve farklı 

sürelerde hipoksi maruziyeti ile modifiye edilebilir ve daha kapsamlı bilgiler ulaĢılabilir.   

L-arjinin de ise doz bağımsız olarak hücre ölümünü ve adezyonu engellemektedir. Bu 

sonuçlara göre immün beslenme pulmoner endotel hücrelerinde belirgin bir koruma 

sağlayabilir. 
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SONUÇ: 

Bu çalıĢmanın sonuçlarına göre iskemi oluĢturulduğunda L-arjininin doz bağımsız olarak 

pulmoner endotel hücre ölümünü ve adezyon artıĢını engellediği saptanmıĢtır. Ġmmün beslenme 

pulmoner endotel hücrelerinde koruma sağlayabilir. N- asetilsistein iskemi varlığında 

beklenen koruyucu fonksiyonları sağlayamamaktadır. Ġskeminin pulmoner endotel hücresinde 

albümin geçirgenliği, lökosit geçirgenliği ve enfeksiyon varlığında neden olabileceği 

durumlar için ileri çalıĢmalara gerek vardır. 
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ÖZET 

Pulmoner endotelde iskemiye bağlı hasarla oluşan endotel fonksiyon bozukluklarının 

değerlendirilmesi  

Dr. Metin ÖZTÜRK 

Amaç: Bu çalıĢmada deneysel hipoksi oluĢturulan insan pulmoner endotel hücre 

kültüründe, L-arjinin ve N-asetilsistein’in, hipoksi ile hasarlanmıĢ pulmoner endotel 

hücresi üzerine etkilerinin incelenmesi amaçlandı. 

Yöntem: Human Arteria Pulmonaris Endotel (HAPE) hücre kültürü kullanılarak, flastaki 

kuyucukların zeminini % 70-80 oranında kapladığında gruplar oluĢturuldu. L-arjinin ve N-

asetilsistein eklenerek gruplar dört saat normal ortam sağlayan % 5 CO2 ve hipoksik ortam 

oluĢturmak için % 20 CO2 inkübasyonuna bırakıldı. Dört saatin sonunda flasklar 

inkübatörlerden laminer kabine alındı. Üzerlerine daha önceden hazırlanan insan kanından 

elde edilen 500 μL 5x10
5 

olan PMN eklendi ve otuz dk % 5 ve % 20 CO2 inkübatörde inkübe 

edildi. Otuz dakikanın sonunda flasklar inkübatörlerden alınarak IĢık mikroskobu aracılığı ile 

Lökostat solüsyonu ile boyanıp apopitoz/ normal hücre oranına, Giemsa boyasıyla da PMN 

hücresinin endotel hücresine yapıĢmasına bakıldı. TNF-α değerleri ELĠSA yöntemiyle 450 

nm dalga boyunda fotometrik olarak okundu. 

İstatistik yöntem: Grup içi ve gruplar arası apopitoz ve adezyon değerleri tek yönlü 

ANOVA, L- arjininin iki gruptaki etkileri student-t testi kullanılarak değerlendirildi. p değeri 

0,05 altında olan değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

Bulgular: ÇalıĢmada % 5 CO2 grubunda apopitozda istatistiksel olarak anlamlı bir 

değiĢikliğe rastlanmadı. % 20 CO2 verildiğinde kontrol grubu ve N-asetilsistein grubunda 

yaygın hücre ölümü saptandı. L-arjininin her iki dozda da hücre ölümünü engellediği 

gözlendi. % 5 CO2 verilen kontrol grubunda L-arjinin 30 μM dozda kontrol grubuna benzer 

bir adezyon oluĢturmasına karĢılık 100 μM dozda istatistiksel anlamlı olmayan adezyon 

düĢüklüğüne neden oldu. N-asetilsistein 30 μM dozda kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlı olarak (p < 0,05) adezyon artıĢına yol açtı. % 20 CO2 verildiğinde kontrol grubu ve 

N-asetilsistein grubunda yaygın hücre ölümü saptandığı için adezyon açısından istatistiksel 

değerlendirme yapılamadı. L-arjinin her iki dozda da istatistiksel anlamlı olmayan adezyon 

artıĢına neden oldu. Gerek % 5 CO2 gerekse % 20 CO2 verilen gruplarda kullanılan ilaçlarla 

TNF-α düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmadı. 



44 

 

 

Sonuç: Bu çalıĢmanın sonuçlarına göre iskemi oluĢturulduğunda L-arjininin doz bağımsız 

olarak pulmoner endotel hücre ölümünü ve adezyon artıĢını engellediği saptanmıĢtır. Ġmmün 

beslenme pulmoner endotel hücrelerinde koruma sağlayabilir. N- asetilsistein iskemi 

varlığında beklenen koruyucu fonksiyonları sağlayamamaktadır. Ġskeminin pulmoner endotel 

hücresinde albümin geçirgenliği, lökosit geçirgenliği ve enfeksiyon varlığında neden 

olabileceği durumlar için ileri çalıĢmalara gerek vardır. 

 

Anahtar kelimeler: L-arjinin, N- asetilsistein,  iskemi, pulmoner endotel hücre, hücre 

kültürü, adezyon, apopitoz, TNF-α 
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SUMMARY: 

Managment of endothelial disfunction at pulmonary endothel induced by iskemia 

Metin ÖZTÜRK. MD. 

Aim: In this study, the effects of L-arginin and N- asetylsystein on demaged pulmonery 

endothelial cell by hypoxia at the experimentaly hypoxia created human pulmonery 

endothelial cell medium.  

Methods: By using HEPE cell medium the groups acured when it cvered the % 70-80 of 

the grourd of the wells at flask. By edding L- arginin and N- N-acetylsystein the groups are 

leaved in % 5 CO2 that provides normal situation and  % 20 CO2 that provides hypoxic 

situation to incubate for four hours. At the end of 4 hours the flasks are taken from 

incubator to laminer cabin.  500 μL 5x10
5 

PMN been prepared from humen blood before 

added on them and incubated for 30 minutes  % 5 and % 20 CO2 incubator. At the end of 

the 30 minutes, the flasks are taken from incubator and under the microscope, te 

apopitosis/normal rate and; adhesion of PMN to endothelial cell which painted with 

Giemsa are seen. The volues of TNF-α are read at the 450 nm wau lenghet fotometriciy by 

ELĠSA. 

Statisticaliy method: Apopitosis and adhesion values within each group and betueen 

groups ate evaluted by one sideol ANOVA and the effects of L-arginin on two groups are 

evaluateol by using student test. The results that’s p values are below 0,05 are not accepted 

stastistically meaninful. 

Findings: In the study especially in the % 5 CO2 group there wasn’t meaninful at 

apopitosis when % 20 CO2 edded, widespred cell death found in the control group and N- 

acetylsystein group. It has been doserved that L- aginin prevented the cell death in both 

groups. Alt in he control group in wthich % 5 CO2 added, L- arginin at 30 μM dose mode 

the similr adhesion like the control group, at 100 μM dose it has mode a statisticcally not 

meaninful decrease in adhesion. At 30 μM dose of N- acetylsystein, compared to control 

group there vas a stastistically important increase in adhesion p< 0,05. When % 20 CO2 

edded to control and N- acetylsystein groups, there coldn’t make a statisticcally evaluattion 

becase at widespred cell death. In both doses L- aginin mode an statisticcally not important 

increase in adhesion. Both in % 5 CO2 and % 20 CO2 odded there wasn’t a statisticcally 

important difference betwen TNF-α  by the dnegs used. 

Results: According to the resulb of this study; when ischemia been mode; it has been 

fourd thet L- aginin preventth pulmonary endothelial cell deathe and increases adhesion 
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independentty from doses. Immune nutricion can supply support at pulmonary endothelial 

cells. In the presens of ischemia; N- acetylsystein con’t show the expected protective 

functions. Advanced studies are needed in order to show that what may ischemia cause at 

the pumonary endothelial cell at the presence of infection the effects of it on albumin 

Leucocyte permeability. 

Key words: L-arjinin, N- acetylsystein, iskemia, pulmonar endothelal cell, cell culture, 

adhesion, apopitosis, TNF-α 
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