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Ozet

Amag: Sigara icimi akciger, larinks, 6zefagus, mide, mesa-
ne ve bobrek kanserleri ile kronik hastaliklarin sebebidir.
Sitokinler, inflamasyonun baslatilmasi ve siirdlrilmesinde
onemlidirler. Sigara, ¢inko eksikligi sebebidir. Cinko, anti-
oksidan olup serbest radikallerin zararlarindan hicreleri
korur. Calismamizda sigara dumanina maruz birakilarak
¢inkodan zengin diyet ile beslenen siganlarin mesane
dokusundaki TLR 2, TLR 4, Niikleer faktér kappa B, interlé-
kin 1B ve interldkin 10 ekspresyonuna etkisi incelenmesi
amagclanmistir.

Yoéntem: Calismada 24 adet eriskin erkek Wistar-Albino
siganlar kullanildi. Siganlar 4 gruba ayrildi. Birinci grup
normal, 2. grup ise ¢inkodan zengin diyetle beslendi.
Uglincii ve 4. gruplar sigara inhalasyonu yapilan gruplar
olup sirasiyla normal ve ginkodan zengin diyetle beslenen
gruplardi. Deney sonunda alinan mesane dokulari histolo-
jik olarak degerlendirildi. Kalan doku o6rnekleri ise Real
time polymerase chain reaction yontemi ile sitokin eksp-
resyonlari gosterilerek degerlendirildi.

Bulgular: Calismadaki higcbir grup mesane epitelinde degi-
siklik izlenmemistir. Sigara verilen grupta sadece diz kas
yapilarinda tabakalar arasinda 6dem ve bazi alanlarda
yogun inflamatuar hicreler ile bu alanlarda hemoraji ve
konjesyona rastlanilmistir. Cinkodan zengin diyetle besle-
nen denekler de ise inflamatuar hicrelere, konjesyona ve
odeme daha az rastlandi. Tim sigan gruplarinin mesane
dokularinda sitokin ekspresyonlari ikili olarak karsilastir-
malarda sigaraya maruz kalmis siganlarda ¢inko almayan
ve ¢inko alan siganlar igin NF-kB2 geni icin anlamli farkhhk
bulundu.

Sonug: Sonug olarak sigara maruz kalan siganlarda ginko
kullaniminin anlami bir sekilde NF-kB2 ekpresyonunu
artisina neden olmasi, ginkonun sigaraya bagli gelisen
mesane kanserlerinde kanserli hiicre apopitozunu arttira-
rak tedaviye katki yapabilecegini disiindirmektedir.
Anahtar Kelimeler: Sigara Dumani Maruziyeti, RT-PCR,
Cinko, NF-kB2.

Abstract

Objective: Cigarette smoking causes lung, larynx, esopha-
gus, stomach, bladder and kidney cancers and chronic
diseases. Cytokines are important in initiating and main-
taining inflammation. Smoking is the cause of zinc deficien-
cy. Zinc is an antioxidant and protects cells from free radical
damage. In our study, it was aimed to investigate the effect
of cigarette smoke exposure on expression of Toll-like
receptor 2, Toll-like receptor 4, nuclear factor kappa B,
interleukin 1B and interleukin 10 in the bladder tissue of
rats fed with zinc rich diet.

Method: In this study 24 adult male Wistar-Albino rats
were used. The rats were divided into 4 groups. First group
was fed with normal diet, the 2nd group was fed with zinc
rich diet. Third and 4th groups were exposed to cigarette
inhalation and fed with normal and zinc rich diet respec-
tively. The bladder tissues were taken at the end of the
experiment and evaluated histologically. The remaining
tissue samples were evaluated by the method of Real time
polymerase chain reaction to show cytokine expression.
Results: No changes in urinary bladder epithelium was
observed in all study groups. Edema and inflammatory cells
in the smooth muscle layers with intense hemorrhage and
congestion were observed in cigarette smoke given group.
Less inflammatory cells, congestion and edema have been
found in the rats fed with zinc rich diet. Cytokine expression
in bladder tissue of all groups of rats compared in pairs and
significant difference was found for the NF-kb2 gene in zinc
rich supplemented and normally supplemented rats ex-
posed to cigarette smoke.

Conclusion: As a result, a significant increase in expression
of NF-kb2 caused by the use of zinc in rats exposed to
cigarette smoke suggests that zinc can contribute the
treatment of bladder cancer due to smoking by increasing
cancer cell.

Keywords: Cigarette smoke exposure, RT-PCR, Zinc, NF-
KB2.

Giris

Sigara, dlinya genelinde yaygin olarak kullani-
lan tdtdndn bir formudur. Buna bagh olarak
sigara kullanimi gelismis ve gelismekte olan
Ulkelerde en ciddi mortalite ve morbidite ne-
denlerinden biri olarak dikkatleri ¢cekmektedir
(1,2). Ulkemizde de vyilda ortalama olarak
100.000 kisi sigaraya bagl hastaliklar nedeniyle

Olmektedir. Onlem alinmazsa 2025 yilinda
olumlerin sayisi 250.000 e cikacaktir (3). Sigara
dumani 7000 den fazla kimyasal icerir ve bunla-
rin en az 69 adedi arsenik, kadmiyum, benzen
ve benzopirenide iceren temel hastaliklar la
olan iliskisi bilinen kanserojenler ile ¢cok sayida-
ki toksik maddeleri barindirir (4-6). Sigara ici-
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minin akciger, agiz, larinks, 6zefagus, mide,
mesane ve bobrek kanserleri ile koroner kalp
hastaliklari, solunum vyolu infeksiyonlari gibi
ciddi saglik sorunlarinin nedeni oldugu tespit
edilmistir (7,8). Bazi epidemiyolojik calismalar-
da sigara iciminin mesane kanseri gelisimi riski-
ni 2-4 kat arttirdigi gosterilmistir (9). Sigara
dumanindaki mesane kanserlerine neden olan
en onemli etken aromatik aminlerin N-Nitroso
bilesikleri (NOCs) oldugu bilinmesine ragmen
kanserojen mekanizma tam olarak anlasilama-
mistir (10,11). Bolgeler arasinda farkhliklar
olmakla beraber erkeklerde tiim kanser tirleri-
nin  %4,5’unu ve kadinlarda %1,5'unu olustu-
ran mesane kanseri iriner sistemin en sik gori-
len kanserlerinden biridir (12).

Sigara inflamasyon etkenlerinin artmasina ve
aktiflesmesine neden olmaktadir, karsinogene-
zis disinda mesane ve testis dokularindada
degisik toksik etkileri bilinmektedir. Sitokinler,
inflamasyonun baslatiimasi ve siirdiirilmesinde
onemli rol oynarlar. Sitokin ve sitokin aktivite-
lerinin belirlenmesi hastalik evresi, rezolisyon
sireci ve hastalik evresine spesifik tedavi konu-
sunda degerli bilgiler saglamaktadir (13,14).

Sigara icenlerde ve kronik hastaligi olanlarda
¢inko eksikliginin olustugu bilinmektedir. Cinko,
bagisiklik sistemini glglendirir ayrica ginkonun
antioksidan 0zelligi olup serbest radikallerin
sebep oldugu zararlardan hiicreleri korumaya
yardim eder (15). Ancak sigaranin etkilerine
karsi ¢cinkodan zengin diyet ile yapilmis ¢alisma-
lar az sayida olup bu konuda sinirli bilgiler bu-
lunmaktadir.

Bu calismada sigara dumanina maruz birakilan
ve ¢inkodan zengin diyet ile beslenen sicanlarin
mesane dokusundaki inflamasyona neden olan
sitokinlerden Toll-like reseptor 2 ve 4 (TLR 2,
TLR 4), Niikleer faktér kappa B (NF-kB ), inter-
I6kin (IL) 1B ve IL-10 ifadesinin incelenmesi
amagclanmistir.

Materyal ve Metod

Calisma igin yerel deney hayvanlari etik kurulu-
nun onayi alinmigtir. Calismada toplam 24 adet
250-300 gr agirhginda eriskin erkek Wistar-
Albino siganlar kullanildi. Siganlar normal labo-
ratuar kosullarinda ad libutum beslendi. Her

grupta alti sican olacak sekilde doért gruba ay-
rildi.

Grup 1; Herhangi bir islem uygulanmayan,
normal kosullarda beslenen kontrol grubu,
Grup 2; Herhangi bir islem uygulanmayan,
normal kosullarda ¢inkodan zengin diyet ile
beslenen grup,

Grup 3; 12 hafta sireyle ginde 3 kez 2 adet
sigara (Uzun Samsun marka) dumanina maruz
birakilip normal diyet ile beslenen grup,

Grup 4; 12 hafta slreyle glinde 3 kez 2 adet
sigara (Uzun Samsun marka) dumanina maruz
birakilip ¢inkodan zengin diyet ile beslenen
grup olarak diizenlendi.

Cinkodan Zengin yemin hazirlanmasi

Cinko icerigi normal diyette 22 mg/kg, cinko-
dan zengin gruplarda 150 mg/kg olacak sekilde
hazirlandi.

Sigara dumanina inhalasyon diizenegi

Sicanlara sigara dumanina maruz birakmak icin
ebatlar 50x35x36 cm, kalinhgr 0.5 mm ve ig
hacmi yaklasik 0.060 m3 olan cam kabin hazir-
lanarak silikon ile izole edildi. Kabin icine bir
ucu disarida akvaryum motoruna bagl olan
plastik boru yerlestirildi. Sigara dumanini solu-
yacak olan sicanlar cam kabin igine alindi ve
plastik borunun kabin igindeki ucuna her uygu-
lamada iki adet yanan sigara takilip motor ile
puflandi. Bir sigaranin yanma stiresi yaklasik 7
dakika olup iki sigara arasinda 5 dakikalik nor-
mal hava soluma stiresi birakildi. Bu islemler 12
hafta boyunca tekrarlandi. Bu siire sonunda
sicanlara 50 mg/kg ketamin hidroklorid ve 20
mg/kg ksilazin verilerek anestezi altinda 6tanazi
uygulanarak mesane doku 6rnekleri alindi.

Histolojik degerlendirme ve Real-Time PCR
yontemi

Doku 6rneginin bir kismi % 10’luk formaldehid
ile tespit edildi ve takip islemlerinden sonra
parafin bloklar elde edilerek Hematoksilen-
Eozin boyamasi ile genel doku inflamasyon,
o6dem, konjesyon, kanama agisindan degerlen-
dirildi. Mesane dokularinin kalan kismi -80 de-
recede, Real time polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR) yéntemi ile TLR2, TLR4, NF-kB, inter-
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I6kin (IL) 1B ve IL-10 ekspresyonlari gosterilmek
Uzere sakland.

Mesane dokularindan RNA izolasyon kiti (Pure-
Link mRNA Mini Kit, Ambion, USA) ve High Ca-
pacity RNA-to-cDNA Master Mix (Applied Bi-
osystem, Amerika) kullanilarak cDNA’lari elde
edildi. Calismaya alinan siganlarda TLR2, TLR4,
TNF, IL1, IL10, NF-kB 1 NF-kB 2 genleri icin ta-
sarlanan 0zgiil primer ciftleriyle genlerin ifade
diizeyleri 6l¢lildl. Gen ifadelerinin karsilastiril-
masl amacliyla sicanlarda sabit diizeyde ifade
oldugunu bildigimiz genlerden ACTB geni kont-
rol olarak segilerek ekspresyon diizeyi bakildi.
Gen ekspresyonlarini  degerlendirmek igin
Tagman Gene assay kullanilarak gergeklestiri-
len g¢alismada, Real Time PCR (7500 Real Time
PCR Sistemi, Applied Biosystem, USA) Tagman
Gene Expression Master Mix protokoliine uy-
gun olarak gerceklestirildi. Elde edilen gen
ekspresyon dizeyleri Livak ve ark. belirttigi
sekilde CtMean, ACTMean, AACT, 2-AACT de-
gerleri tek tek hesaplanarak degerlendirildi
(16). ifade dizeylerinin istatistiksel analizleri
SPSS 16 programi ile Mann-Whitney U yontemi
kullanilarak yapildi. istatistiksel olarak p<0,05
anlaml kabul edildi.

Bulgular

Doku kesitleri histolojik olarak degerlendirildi-
ginde; normal ve ¢inkodan zengin diyetle bes-
lenen sican mesane dokularinda herhangi bir
degisiklik izlenmeyip normal histolojik yapi
gorilda (Sekil 1).

x =

Sigara verilen grupta ise mesane epitelinde
metaplazik degisiklikler izlenmedi normal yapi
tespit edildi. Dlz kas gruplari arasinda 6dem ve
bazi alanlarda yogun inflamatuar hicreler iz-
lenmis olup bu alanlarda hemoraji ve konjes-
yona gorildi (Sekil 2). Cinkodan zengin diyetle
beslenen denekler de ise inflamatuar hiicrelere
ve konjesyona daha az rastlandi. Ayrica kas

lifleri daha dizenli olup kas tabakalari arasin-
daki 6dem daha az gorildu (Sekil 3).

S 3

827 221N

TUm sican gruplarinin mesane dokularinda
TLR2, TLR4, IL-1, NF-kB1 ve NF-kB2 ekspresyon-
lari degerlendirildi. IL-10 icin yeterli sayida si-
¢anda ekspresyon elde edilemedi. Her gen igin
gruplar tek tek karsilastirildiginda, degerlendiri-
len genlerin tim gruplar arasinda anlamh ol-
madig saptandi (sirasiyla, p= 0.280, 0.426,
0.320, 0.627, 0.134). Ancak, sigaraya maruz
kalmis ¢inko alan ve ¢inko almayan siganlar
karsilastirildiginda, NF-kB2 geni icin anlamli
farklihk bulunurken (p=0.024), IL-1 igin istatis-
tiksel anlamliliga yakin oldugu (p=0,067) sap-
tandi. Calismadaki gen ekspresyonlarinin orta-
lamasi Grafik 1’de ve ortalama 2-AACT degerle-
ri Grafik 2’de gosterilmektedir.

Tartisma

Sigara, erken 6limler ve 6nlenebilen hastalikla-
rin en 6nemli sebebidir (17). Sigara kullanma-
yan kisilerin sigara icilen ortamdaki havay! so-
lumasi pasif iciciliktir. Buna en ¢ok es, cocuklar
ve arkadaslar maruz kalmaktadir. ice cekilen
dumanin disariya (iflenmesi ve sigara ucundan
¢tkan yan duman ortamdaki sigara dumani
kaynaklaridir. Yan duman eksik yanmadan do-
layi ana dumandan daha kirli ve toksiktir. Ul-
kemizdeki sigaraya bagli 6limlerin en az %15 i
pasif sigara icimine baghdir (3, 18).

Sigara kullanimina bagli olarak artan oksidatif
stres, normal dokularin fonksiyonlarini bozarak
hasara sebep olmaktadirlar (19).
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Grafik 1. Deneydeki farelerin gruplara gore TLR2, TLR4, IL-1, NFKB1 ve NFKB2 gen ifadelerinin birbirlerine gore

degisim farklarinin gdsterimi
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Grafik 2. Deneydeki farelerin gruplara gore TLR2, TLR4, IL-1, NFKB1 ve NFKB2 gen ifadelerinin 24y degerlerinin
hesaplanmasi ile elde edilen ortalamalarin birbirlerine gére degisim farklarinin gésterimi

Yapilan ¢alismalar gostermistir ki oksidatif stre-
se bagh hasarlanmalar kanserin gelisimindeki
faktorlerden biri olabilir ve oksidasyonu azalt-
mak mesane kanserinin olusumunu engelleye-
bilir (20). Bu durum antioksidant sistemi olus-
turan enzimlerin yapisinda bulunan elementle-
rin oksidatif hasarin azaltilmasina katki sagla-
yabilecegini ve kansere karsl koruyucu bir etki-
lerinin olabilecegini distndirtmektedir (21,
22). Cinko oksidan-antioksidan o6zellikleri olan
bir elementtir. Yapilan bazi ¢alismalarda ¢inko-
nun, akut ve kronik olarak allerjenlere maruz

kalan farelerde eozinofil ve lenfosit sayisini
azalttig saptanmistir. Havayolu epitelinde ¢in-
ko eksikligi oksidatif stresi ve sitokin uyarimli
hicre 6limind tetikler ve respiratuvar silya
titresimini azaltir. Sigaranin ortaya c¢ikardig
etkilere karsi cesitli antioksidan maddeler kul-
laniimistir (15). Bizde yaptigimiz ¢alismada siga-
ra ile beraber ginkodan zengin diyetin dokudaki
inflamatuar hicre sayisini azalttigini tespit et-
tik.

Nikleer faktor kappa B sigara dumaninin etki-
lerini diizenleyen transkripsiyon faktori olarak
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bilinir. Daha 6nceki ¢alismalar sigara igicilerinin
bronsiyal biyopsilerinde Nukleer faktér kappa B
artisi gostermistir (23). Mesane kanserinde de
apoptosizin dizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynadigi belirlenmistir (24).

Calismamamizda gruplar arasinda NF-kB1 ifa-
desi acisindan herhangi bir farkliik bulunmaz-
ken, sigara maruziyeti olan sicanlarda ¢inko
tedavisine bagl olarak NF-kB2 ifade dizeyle-
rinde anlamh farkhhk bulunmaktaydi. Sigaraya
maruz kalmayan siganlarda ¢inko takviyesi NF-
kB2 herhangi bir etkiye neden olmazken, sigara
maruz kalan siganlarda ginko kullanimi anlami
bir sekilde NF-kB2 ifade diizeyinin artisina ne-
den olmaktadir. Bu veri bizlere sigaranin me-
sane Uzerindeki zararh etkilerini azaltmak igin
cinko kullaniminin koruyucu olabilecegini di-
sindirmektedir. Ayrica sigara kullanicilarinda
¢inko kullanimiyla NF-kB2 ifade diizeyinin artisi,
bize mesane tumorlerinde ¢inko kullaniminin
apopitoz artisini desteklemesi nedeniyle teda-
vide bir secenek olabilecegini diisiindirmekte-
dir.

interlokin 1 (IL-1) , kuvvetli inflamatuar aktivi-
tesi olan ¢ok fonksiyonlu bir sitokindir. IL 1B
cok cesitli biyolojik aktivitesi olan proinflama-
tuar bir sitokindir (25). Yapilan bazi ¢alismalar-
da sigaranin IL-1’i baskilamasi nedeniyle infla-
masyonu azalttigi bildirilmektedir (26). Calis-
mamizda Ozellikle sigara icen grupta sigara
kullanan ve ¢inko verilen gruba gore IL-1 sevi-
yesinin azaldigini gérmekteyiz. Bu ¢inkonun ile
beraber sigaraya maruz birakilan grupta ise IL-1
seviyesinin belirgin bir sekilde artmasinin bize
cinkonun koruyucu etkisini diisiindiirmektedir.
Ancak histolojik olarak 3. grup mesane dokula-
rinda artan inflamatuar hiicrelerin tedavi gru-
bunda gorilmemesi inflamasyonun IL-1 kay-
nakh olmadigini desteklemektedir.

Toll-like reseptorleri, katalitik olmayan resep-
torler grubunun bir Gyesidir (27). TLR-2 mono-
sitler/makrofajlar, myeloid dendritik htcreler,
mast hiicrelerin ylizeyinde yer alirken TLR-4 bu
hicrelerin yanisira, bagirsak epitel hiicrelerinde
de yer alir. invaziv patojenlerin belirlenmesinde
ve inflamatuar hastaliklarda kritik 6neme sa-
hiptirler. TLR aktivasyonu sitokin, kemokin ve
interferon ya da proteaz, defensin, kollektin,
lizozim, laktoferrin gibi dogal bagisiklik mole-

kdllerinin harekete gegmesini saglar (28). Siga-
ra maruziyeti ve/veya cinko kullaniminin TLR
gen ifadeleri acisindan istatistiksel bir anlaml
degisime neden olmadigini belirledik.

Galismamizda gruplar arasinda TLR-2, TLR-4 ve
NF-kB1 ekspresyonlarinda herhangi bir anlamli
degisiklik saptamadik. Fazla sayida denek kul-
lanarak, sigara dumanina maruziyet dozu ve
slresi uzun tutularak yapilacak olan g¢alismalar
ile sigaranin epitel doku ve sitokin profili Gzeri-
ne olusturdugu degisiklikler konusunda daha
fazla bilgi elde edilmesi saglanacaktir.

Sonug olarak sigaraya maruz kalan siganlarda,
¢inkodan zengin beslenmenin apoptozisin art-
masina etki eden NF-kB2 ekspresyonu tespit
edilmistir. Sigaraya bagh gelisebilecek mesane
kanserlerinde hiicre apopitozunu arttirarak
tedaviye katki icin cinkonun kullanilabilecegi
kanaatindeyiz.
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