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OZET

Pulmoner hipertansiyon (PH), oksidatif stres, pulmoner damar sistemindeki
yapisal degisiklikler ve enflamatuvar yanitlarla iligkili, 6liimciil bir hastaliktir. Bu
calismada, monokrotalinle (MCT) tetiklenen pulmoner hipertansiyonda pirolidin
ditiyokarbamat (PDTC)’1n bir antioksidan ve antienflamatuvar olarak potansiyel
koruyucu etkisini arastirmay1 amacladik.

Eriskin erkek sicanlar, randomize olarak ii¢ gruba ayrildi: 1. Kontrol grubu, 2.
MCT enjekte edilen siganlar (60 mg/kg MCT i.p) 3. MCT enjekte edilen ve NF-kB
inhibitérii PDTC ile tedavi edilen siganlar (3. giin ve 28. giinler arasinda, giinde bir
kez, 100 mg/kg 1.p (MCT/PDTC tedavi grubu). Tiim siganlar, 28 giiniin sonunda
sakrifiye edildi. MCT’ye bagl olarak yiikselen sag ventrikiill agirliginin, sol
ventrikiil+septal duvar agirligma oram (0,24+0,01’ten 0,3310,01°e, p<0.05, n=6),
MCT/PDTC tedavi grubunda, ciddi anlamda diisiis gosterdi (0,26 0,02, p<0.05,
n=6). MCT’ye bagli olarak MDA diizeyleri yiikselirken (0,022+0,001 pumol/mg
protein ve 0,031+0,001 pmol/mg protein, p<0.05, n=6), toplam antioksidan
kapasitesinde (TAK), anlamli bir degisiklik gerceklesmedi (0,78+0,06 pmol/mg
protein ve 0,8010,03 pmol/mg protein, p<0.05, n=6). MCT enjekte edilen grubun
aksine, MCT/PDTC tedavi grubunda ise, MDA diizeyinde anlaml bir diisiis saptand1
(0,026+0,002 wmol/mg protein, p<0.05, n=6). Pulmoner hipertansif sicanlarla
karsilastirildiginda, MCT/PDTC tedavi grubunda, toplam antioksidan kapasite,
anlamli olarak yiiksek bulundu (0,91+£0,06 pmol/mg protein, p<0.05, n=6).
Histopatolojik incelemeler ise, MCT ile olusturulmus pulmoner hipertansiyonda
PDTC ile tedavinin, enflamasyon gelisimini, hemorajiyi, konjesyonu ve kollajen
birikimini azalttigin1 gostermektedir. Sonug olarak, arastrmamiz PH patogenezinde
NF-xB’nin 6nemli bir rolii oldugunu ve yeni bir tedavi hedefi olusturdugunu ortaya

koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: NF-xB, PDTC, pulmoner hipertansiyon



ABSTRACT

Pulmonary hypertension (PH) is a fatal disorder that is associated with
oxidative stress, structural changes and inflammatory responses in the pulmonary
vasculature. In this study, we aimed to investigate the potential protective effects of
pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) as an antioxidant and anti-inflammatory agent
on monocrotaline (MCT)-induced pulmonary hypertension.

Adult male rats randomized into three groups: 1. Control group, 2. MCT-
injected rats (60 mg/kg MCT 1i.p) 3. MCT-injected rats treated with NF-kB inhibitor
PDTC (100 mg/kg once daily i.p on days 3 to 28 (the MCT/PDTC group) All rats
were sacrificed after 28 days. The MCT-induced increase in right ventricle to left
ventricle plus septum weight ratio (from 0,2410,01 to 0,3310,01, p<0.05, n=6) was
reduced significantly in the MCT+PDTC-treated group (0,26 10,02, p<0.05, n=6).
MDA levels were elevated (from 0,0224+0,001 pmol/mg protein to 0,0311£0,001
umol/mg protein, p<0.05, n=6) and total antioxidant status was not changed
significantly (from 0,7810,06 umol/mg protein to 0,80+0,03 pmol/mg protein,
p<0.05, n=6) by MCT. In contrast to the MCT-injected group, MDA levels were
significantly decreased in the MCT+PDTC-treated group (0,0261+0,002, p<0.05,
n=6). Total antioxidant status (0,9110,06 pmol/mg protein, p<0.05, n=6) was
significantly higher in MCT+PDTC-treated rats when compared to pulmonary
hypertensive rats. Histopathological examination demonstrated that PDTC treatment
reduced the development of inflammation, hemorrhages and congestion, attenuated
collagen deposition in MCT-induced PH. In conclusion, our research suggest that
NF-kxB plays a primary role in the pathogenesis of PH and represent a new target for

therapeutic intervention in PH.

Keywords: NF-xB, PDTC, pulmonary hypertension
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1. GIRIS VE AMAC

Klinik olarak pulmoner hipertansiyon (PH), ortalama pulmoner arter
basmcinin 25 mmHg nin ya da egzersizde 30 mmHg nin iizerinde olmas1 durumudur
(Barst ve ark., 2004). PH, kronik obstruktif akciger hastaliklari, akut solunum
yetmezligi sendromu, akut akciger hasari, sistemik skleroz, vaskiiler akciger
hastaliklar1 (akut pulmoner emboli, vaskiilit) ve interstisyel akciger hastaliklar: ile

iligkilidir.

Pulmoner basincin artigt pulmoner arter duvarinin kalinlagsmasina, endotel
disfonksiyonuna ve 6zellikle dar ¢capli pulmoner arterlerde vazokonstriksiyona neden
olmaktadir (Pietra ve ark., 1989). Son yillarda bu patogeneze bagli gelisen siireclerde
enflamatuvar mediyatorler iizerinde sik¢a durulmaktadir. Bu ac¢idan enflamatuvar
yanitin olusmasinda, hiicre biiylimesinin kontroliinde, apopitozda rolleri oldugu
bilinen sitokinlerin, hiicre adezyon molekiillerinin, kemoatraktan proteinlerin ve
biiylime faktorlerinin 6nemi oldugu agiktir. Sézkonusu molekiillerin, genlerinin
transkripsiyonunun kontroliinde ise Onemli bir diizenleyici faktor olan Niikleer
Faktor Kappa B (NF-xB)’ nin rolii oldugu anlasilmistir (Ghosh ve Karin, 2002). Bu
nedenle, enflamasyona iliskin NF-xB ile baglantili yolaklarin aydinlatilmasi, cesitli
hiicresel ve viral proteinlerin bu yolaklar: nasil etkilediginin anlasilmasi, son yillarin
Onemli arastirma alanlarindan birisi olmustur. Diger taraftan, pulmoner farmakoloji
acisindan enflamatuvar akciger hastaliklar1 ve oksidatif stres iligkisi, aragtirmacilarin
izerinde yogun c¢alistig1 konulardan biri olmaya devam etmektedir. Nitekim akciger
ve pulmoner arterlerde PH’ye bagh yapisal bozukluklarin antioksidanlarla
engellenebilecegini ortaya koyan deneysel calismalar bulunmaktadir. Etiyoloji icinde
enflamasyonun rolii oldugu diisiiniildiigiinde, PH’de serbest oksijen radikalleri ve
NF-xB arasindaki iligki, tedaviye yaklasimda ilgin¢ bir arastirma konusu olarak
goriilmektedir. Bunu diisiindiiren, oksidan maddelerin NF-«B indiiksiyonuna
(Schoonbroodt ve Piette, 2000), antioksidanlarin ise NF-«B inhibisyonuna neden

olabileceginin anlasilmis olmasidir (D'Acquisto ve ark., 2002).



Yukarida Ozetini sundugumuz veriler 1s18inda planladigimiz bu ¢aligmada,
sicanlarda monokrotalinle (MCT) olusturulmus deneysel PH modelinde, NF-xB
inhibitorii, pirolidin ditiyokarbamatin (PDTC) etkinliginin degerlendirilmesini
amacladik. Bu amagla, caligmamizin ilk agsamasinda, PDTC nin doku diizeyinde lipit
peroksidasyonunu ve toplam antioksidan durumu nasil etkiledigini arastirdik. Ikinci
asamada ise PDTC tedavisinin, akciger dokusunda PH’ye bagl patoloji iizerinde

etkili olup olmadigini degerlendirdik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Pulmoner Hipertansiyon

Klinik olarak ortalama pulmoner arter basincinin, dinlenme durumunda
25mmHg’den; egzersiz durumunda da 30 mmHg’den yiiksek olmasi durumu olarak
bilinen PH, ilk kez 1891 yilinda Romberg tarafindan tanimlanmistir. Romberg’in bu
ilk makalesinde PH, baska hicbir onemli belirti olmaksizin olusan sag ventrikiil
hipertrofisi ve pulmoner arterial sklerozis olarak ifade edilmektedir (Nicod, 2007).
Tanimlanan bu pulmoner damar hastaligina bagh hemodinamik degisiklikler ise sag
kalp kateterizasyonu ile pulmoner basincin 0Olgiilebilmesi ve pulmoner direncin
degisik ilaclarla diisiiriilebilmesi ile daha iyi anlagilmaya baslanmistir (Dresdale ve
ark., 1951; Wood, 1958). Daha sonralar1 hastaligin histopatolojik olarak da
tanimlamas: yapilmig; pulmoner arter basincinin yiiksek diizeylerde olmasina
damarlarin proliferasyonu ve yeniden yapilanmasmin eslik ettigi, pleksiform
lezyonlarin olustugu gosterilmistir. PH’nin gelisim mekanizmalar1 ve tedavisi
izerine ¢ok sayida arastirma yapilmis ve yapilmaktadir. Bununla birlikte giiniimiizde
PH tedavisi cok smirlidir ve tanidan sonra ortalama yasam siiresi 3 yil olarak

belirlenmistir (D’alonzo ve ark., 1991).

PH siiflandirilmasi:

PH, 6nceleri primer (idiyopatik) ve sekonder (baska hastaliklara bagl olarak
gelisen) olarak iki grupta siniflandirilmisti. Ancak daha sonra arastirmacilar ikincil
nedenlere bagli olarak gelisen PH’de olusan histopatolojik degisikliklerin de
idiyopatik PH’ye benzedigini farkettiler. Bu nedenle 2003 yilinda klinik taniya gore
yapilan PH smiflandirilmasi giincellik kazandi. Bundan 5 yil sonra yapilan 4. Diinya
Pulmoner Hipertansiyon Sempozyumu’nda ise sozii edilen smiflandirmaya bazi
kiigiik eklemeler yapildi (Rabinovitch, 2008). Tablo 2.1°de bu son degisiklikleri de
kapsayan PH siniflandirilmast verilmistir (Boutet ve ark., 2008). Tabloda belirtildigi
gibi giiniimiizde PH tanim1 hem idiyopatik PH’yi hem de kollagen doku hastaliklari,



hemoglobinopatiler, konjenital kalp hastaliklari, portal hipertansiyon, ilaclar,

toksinler ve diger nedenlere baglh gelisen PH’y1 kapsamaktadir.

Tablo 2.1. PH siiflandirilmasi. (Boutet ve ark., 2008’den alinmaistir.)

Pulmoner arteriyel hipertansiyon (Kategori I)

- Idiyopatik

- Ailesel

- Kollajen vaskiiler hastaliklar, PA santlar, portal hipertansiyon, HIV
enfeksiyonu, ilac ve toksinler vs’nin egslik ettigi durumlar (herediter
hemorajik telenjiyektazi, hemoglobinopatiler, tiroid hastaliklari)

- Pulmoner veno-okluziv hastalik, pulmoner kapiller hemangiomatozis ve
yeni doganin persistent pulmoner hipertansiyonu sonucu olarak Onemli

vendz veya kapiler tutulum

Sol kalp yetmezligine bagh olarak gelisen PH (Kategori II)
- Sol valvular kalp hastaliklar1 veya miyokardiyal disfonksiyon sonucu

gelisen sol atriyal ya da ventrikiiler kalp hastaliklar1

Akciger hastaliklan ve/veya hipokseminin eslik ettigi PH (Kategori III)
- Kronik obstruktif pulmoner hastaliklar
- Interstisyel akciger hastaliklar1
- Uykuda solunum bozukluklar1
- Alveolar hipoventilasyon
- Yiksek irtifada yasiyor olmak

- Gelisimsel bozukluklar

Kronik trombotik ve/veya embolik hastahklara bagh PH
- Proksimal pulmoner arterin tromboembolik obstriiksiyonu
- Distal pulmoner arterin tromboembolik obstriiksiyonu

- Nontrombotik pulmoner emboli (tiimor, parazitler, yabanci cisim vs.)

Degisik nedenlerden kaynaklanan PH
- Sarkoidozis, pulmoner Langerhans hiicreleri histiositozisi,
lenfanjiolemyomatozis

- Pulmoner damarlarin sikismasi (adenopati, tumor fibrosing mediastinitis)




Risk faktorleri:

Pulmoner hipertansiyon i¢in belirlenen risk faktorlerinin bir kismi hastaliga
neden olanlar, diger kismi ise hastaligmn ilerlemesini kolaylastiranlar olarak
smiflandirilabilir (Clarke, 2002). Tablo 2.2°de PH icin risk olabilecek etkenler kesin,

olas1 ve zayif olasilikli olarak degerlendirilmistir.

Tablo 2.2. PH icin risk faktorleri. (Clarke, 2002’den alinmustir).

[lag ve Toksinler Demografik ve Tibbi Kosullar | Hastaliklar

Kesin Kesin Kesin

Aminoreks Seks HIV enfeksiyonu

Fenfluramin

Toksik yaglar

Biiyiik olasihik Biiyiik olasihk

Amfetamin Portal hipertansiyon

Triptofan Kollajen  vaskiiler
hastaliklar

Olas1 Olas1 Olas1

Meta amfetaminler Gebelik Tiroit hastaliklar1

Kokain Sistemik hipertansiyon Hemoglobinopatiler

Splenektomi Glikojen depo

hastaliklar1
Lipit depo
hastaliklar1

Zayif olasihik Zayif olasihik

Antidepresanlar Obezite

Oral kontraseptifler

Ostrojen tedavisi

Sigara iciciligi

2.1.1. Pulmoner hipertansiyonun patobiyolojik mekanizmalar

Genetik:

1980’lerde Amerika Birlesik Devletleri’nde giiniimiizde idiyopatik PH olarak

adlandirilan, primer PH tanis1 konulan hastalarin kayitlar1 incelendiginde, bu




hastalarin % 6’smin birinci derece yakinlarinda da PH oldugu belirlenmisti (McGoon
ve Kane, 2009). Ancak PH’nin bazi ailesel olgularda genetik gecisli olabilecegine
dair ilk kesin bulgular 2000 yilinda elde edildi (Lane ve ark., 2000; Deng ve ark.,
2000). Bu arastirmalarda kromozom 2’de bulunan ve Bone Morfogenetik Protein
Reseptor proteinini (BMPR2) kodlayan transforming growth faktor f (TGF-f)
reseptorii  geninin allelik varyantinin ailesel PH ile iliskisi gosterilmistir.
Arastirmalarin sonucuna gore allelik varyantlarin BMPR2 proteininde amino asit
degisikligine yol agmasi, pulmoner damarlarin diiz kas hiicrelerinde hiicre apopitozu

ile ilgili sinyal iletimini bozup hiicresel proliferasyona neden olmaktadir.

PH’nin genetik nedenlerinin incelenmesi sonucu bir baska TGF-f reseptorii
olan ve kromozom 12’de bulunan Aktivin Benzeri kinaz-1 (ACVRL-1) reseptoriinii
kodlayan gen iizerinde de durulmustur (Trembath ve ark., 2001). Bu calismada
endotel hiicrelerinde bulunan ACVRL-I reseptorii genindeki allelik varyantlarm,

herediter hemorajik telenjiyektazi ve PH’ye neden oldugu belirlenmistir.

S-Hidroksitriptamin tastyicist (5-HTT) aktivitesinin, pulmoner damar diiz kas
hiicrelerinde proliferasyona aracilik ettigi bilinmektedir. PH nin genetik nedenlerine
iligkin arastirmalarda bu tasiyicinin gen promoterinin allelik varyantlarmin (SLC6A4
olarak da bilinir) 5-HTT tasiyicist ekspresyonunu artirdigi ortaya konmustur
(Eddahibi ve ark., 2002; Marcos ve ark., 2004). Bu a¢idan idiyopatik PH hastalarinin
% 65’inin homozigot oldugu belirlenmistir ( Eddahibi ve ark., 2001).

Bu alanda genetik arastirmalarin ilerlemesi, toplumda PH olusabilme riskinin

Ongoriiliip onleyici tebirleri erkenden almak acisindan yararh olacaktir.

Mobolekiiler ve hiicresel mekanizmalar:

Pulmoner hipertansiyona neden olan ya da pulmoner hipertansiyon
patogenezine katilan mekanizmalar Sekil 2.1° de Ozetlenmistir. Bu mekanizmalar;
nitrik oksit (NO) yolagi, prostasiklin yolagi ve endotelin yolagi iizerinden
aciklanmistir. Giinimiizde PH tedavisinde ila¢ olarak kullanilan maddeler de bu

yolaklar tizerinden etki gostermektedir.



Nitrik oksit yolagn | Prostasiklin yolagn ‘ | Endotelin yolad
L 4 ) A 4
W : -
Arjinin AL Big-ET

Endotel hiicresi

Vazodilatasyon, antiproliferasyon | | VVazokonstriksiyon, proliferasyon

Sekil 2.1. Pulmoner hipertansiyon patogenezinde rolii olan 3 yolak ve bu yolaklara
iligkin 1ilaclarin etki yerleri (Sekil McGoon ve Kane, 2009’dan alinmistir)
(Kisaltmalar: KKB: Kalsiyum kanal blokorii, ETRA: Endotelin reseptdr antagonisti,
PDES5i: Fosfodiesteraz inhibitorii, AA: arasidonik asit).

NO yolag: Nitrik oksit tip III endotel hiicrelerinde endotelial nitrik oksit
sentaz (eNOS) araciligi ile sentezlenir ve diiz kas hiicrelerinde guanilat siklaz1 aktive
ederek sGMP olusmasma neden olur. sGMP, diiz kas hiicresinin kalsiyum iceriginin
azalmasini ve diiz kasm gevsemesini saglar. sGMP etkinligi ise PDE-5 enzimi ile
sonlandirilir. PH hastalarinda eNOS aktivitesinin azaldig1 belirlenmistir.

Prostasiklin (PGI,) Yolagi: PGI, olusumu endotel hiicrelerinde prostasiklin
sentaz (PS) enzimi tarafindan yapilir. Olusan PGI, adenilat siklaz enzimini aktive
ederek SAMP olusmasina ve diiz kasin gevsemesine neden olur. sSAMP etkinligi de
PDE-5 enzimi ile sonlandirilir. PH hastalarinda PS aktivitesinin azaldigi
belirlenmistir.

Hem NO hem de PGI; vazodilatasyona ve antiproliferatif etkiye sahiptir.

Endotelin Yolag:: Big-(pro-) endotelin (ET), endotel hiicrelerinde Endotelin
Doniistiiriicti Enzim (ECE) araciligi ile ET;’e (21 amino asitli bir peptit) doniisiir.
ET, diiz kas hiicrelerinde ETs ve ETg reseptorleri araciligi ile kontraksiyona,
proliferasyona ve hipertrofiye neden olur. ET; ayn1 zamanda endoteliyal ETA ve ETg
reseptorlerine de baglanir. PH’si olan hastalarda EDE aktivitesinin ve
ekspresyonunun arttig1 belirlenmistir.



PH olusumunda rolii olan ve Sekil 2.1’de 6zetlenen mekanizmalar diginda

diiz kastaki potasyum kanallarinin (Ky) inhibisyonunun da hastaligim patogenezine

katildig1 diisiiniilmektedir (Weir ve ark., 1998; Michelakis ve Weir, 2001). PH

patogenezi acgisindan diger vazoaktif maddeler de incelenmistir. Tablo 2.3’de bu

maddelerin, PH’de degisen aktiviteleri, vazokonstriksiyon, hiicre proliferasyonu ve

trombozis lizerine etkileri verilmistir.

Tablo 2.3. PH’de vazoaktif maddelerin etkinliginde olusan bozukluklar. (Chan ve
Loscalzo, 2008’den degistirilerek alinmuistir).

Etken PH’de VazKkonstriksiyon Hiicre Trombozis
degisen iizerine proliferasyonu iizerine
etkinlik | etkisi iizerine etkisi

etkisi

-Serotonin Artma Artma Artma Artma
-Tromboksan Artma Artma Artma Artma
-Vazoaktif Artma Artma Artma Artma
intestinal  peptit
(VIP)
-Vaskiiler Artma Etki yok Artma Etki yok
endoteliyal
biiylime faktorii
(VEGF)
-Rho-kinaz Artma Artma Artma Artma
-Anjiopoietin Artma Etki yok Artma Etki yok
-5-Lipoksijenaz Artma Artma Artma Artma
(5-LO)
-Vaskiiler elastaz | Artma Artma Artma Artma

Enflamasyon:

Hayvan modellerinde yapilan arastirmalar PH’nin olusumu ve ilerlemesinde

enflamasyonun 6nemine dikkat ¢cekmektedir (Voelkel ve ark., 1994; Kimura ve ark.,

1998).




Insanlarda degisik nedenlere bagli olarak gelisen PH’'nin bazi tiplerinde
enflamatuvar mekanizmalarin 6nemli bir rol oynadigi anlasilmistr. Immiin
yetmezligi ya da baska bir sistemik hastalig1 olmayan PH hastalarinda, dolagimda
antiniikleer antikorlarin saptanmis olmasi (Isern ve ark., 1992), IL-1 ve IL-6 gibi pro-
enflamatuvar sitokinlerin diizeyinin yiikselmis olmasi (Humbert ve ark., 1995),
akcigerlerde platelet tiirevi biiylime faktorii (Humbert ve ark., 1998) ve makrofaj
enflamatuvar protein 1o proteininin ekspresyonunun artmis olmasi (Fartoukh ve ark.,
1998) bu durumun gostergeleridir. S6zii edilen enflamatuvar mekanizmalarin
olusturdugu patolojik degisiklikler ise pulmoner damarlarda hipertrofi, intimal
fibrozis ve tipik pleksiform lezyonlardir (Pietra, 1997). Ayrica perivaskiiler
enflamatuvar inflitrasyon ve okluzif lezyonlar da dikkat ¢ekicidir (Tuder ve ark.,
1994) Perivaskiiler enflamatuvar inflitrasyonunun hiicreleri T-, B- lenfositleri ve
makrofajlar olarak belirlenmistir (Dorfmiiller ve ark., 2003). Tanimlanan
enflamatuvar patern, PH’nin etkiledigi akcigerlerin hem pleksiform hem de diger
vaskiiler lezyonlarinda da gosterilmistir (Dorfmiiller ve ark., 2003). Bu bulgulara ek
olarak anormal bag doku depozisyonu, akcigerde asir1 kollagen olusumu ve elastin

sentezinden de soz edilebilir (Botney ve ark., 1993; Kerr ve ark., 1987).

Yukarida sozii edilen veriler 151ginda PH’nin bazi tiplerinde, ozellikle bag
doku hastaliklarinin eslik ettigi durumlarda, kortikosteroitler ve immunosiipresif
ilaclar tedavi i¢in denenmistir. Ancak veriler heniiz vaka sunumu seklindedir ya da
kiigiik gruplar1 icermektedir; dolayisiyla yorum i¢in heniiz erkendir (Dorfmiiller ve
ark., 2003; Sanchez ve ark., 1999; Bellotto ve ark., 1999). Ayrica bu hastalarda
vazodilator ila¢ kullanmak gerekliligi oldugundan immiinosiipresif tedavilerin
etkinligini tek basina degerlendirmek de biraz giictiir. PH nin enflamatuvar bir siire¢
oldugu dikkate alinarak PH’de deneysel modellerde sitokin antagonistlerininin tedavi
edici etkinligi iizerinde de durulmustur. MCT ile olusturulmus PH’de bu tarz bir
yaklasimla sag ventrikiill hipertrofisi engellenebilirken; kronik hipoksi ile
olusturulmus PH modelinde sitokin antagonistleri etkili olamamistir (Dorfmiiller ve

ark., 2003).



2.1.2. Pulmoner hipertansiyon tedavisine yaklasim

Giinlimiizde PH’nin kesinlesmis bir tedavisi yoktur. Bu nedenle tedavide
pulmoner damar direncini diisirmek ve semptomlarm azalmasmi saglamak
amaclanir. Ornegin, PH hastalarinin sedanter yasam bicimi, kalp yetmezligi ve bazen
de trombofili nedeniyle olusan pulmoner emboli riskini azaltmak amaciyla
antikoagulanlar PH tedavisinin bir parcasi olarak kullanilabilirler (Boutet ve ark.,
2008). Ayrica PH hastalarinda sag ventrikiiler yiik, kotii prognozun nedeni
oldugundan diiiretikler ve tuzsuz diyet, hipervolemi ve ona eslik eden semptomlarin
diizeltilebilmesi amaciyla yararl olabilir (Boutet ve ark., 2008). Ancak hipovolemiye

neden olmayacak dikkatli bir doz se¢imi gerekmektedir.

Digoksin de inotropik etkinliginden dolay1r bazi PH hastalar1 i¢in yararl
olabilir. Bununla birlikte PH’de etkinligi kamitlanmamistir. Ilerlemis sag kalp
yetmezliklerinde hastanede tedavi gormek durumunda olan hastalar i¢in dobutamin
ya da milrinon gibi intravendz inotropik etkili maddeler de kullanilabilir (McGoon ve

Kane, 2009).

PH hastalar1 i¢in uzun siireli oksijen destegi de gerekebilir. Oksijen
desteginin biitiin hastalarda diisiik oksijen saturasyonunu diizeltmesi miimkiin olmasa
bile pek cok kiside fonksiyonel bir yarar saglayabilir. Ayrica oksijen pulmoner
damar direncinin diismesine neden olacak bir pulmoner vazodilatordiir. Bununla
birlikte oksijen tedavisinin uzun siireli yararlar1 heniiz kesin olarak gosterilememistir

(McGoon ve Kane, 2009).

Yukarida sozii edilenler disinda, hipoksemik olan hastalara hava yolu
yolculuklarindan kaginmalari, yiliksek irtifali bolgelere gitmemeleri de Onerilir. Bu
hastalar giinliik aktiviteleri ve kontrollii kosullarda yapacaklar1 rehabilitasyon ve
formda kalma programlarina Ozendirilirken, agir egzersizlerden de kag¢inmalar:
istenir (McGoon ve Kane, 2009). PH hastalarinin akciger enfeksiyonlarmdan
korunmalar1 i¢in influenza ve pnomokkokal asilarini yaptirmalar1 gereklidir. Bu

hastalarda iist solunum yolu hastaliklarinda erken antibiyotik tedavisi Onemlidir.
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Bunun yan sira dekonjestanlar gibi vazokonstriktor ilaclardan da uzak durmalar:

yararli olacaktir (McGoon ve Kane, 2009).

PH tedavisinde hastanin yasam siiresini uzatabilmek amaciyla kullanilan
spesifik ilaclar dort smifta degerlendirilebilir (McGoon ve Kane, 2009). Bunlar;
kalsiyum kanal blokorleri, prostasiklin analoglari, PDE-5 enzim inhibitorleri ve
endotelin reseptor antagonistleridir. Bu gruplardan secilecek ilaglarla yapilacak
kombine tedavi prosediirlerinin etkinligi ve giivenligine iliskin literatiirdeki bilgiler

heniiz ¢ok yetersizdir (McGoon ve Kane, 2009).

Kalsiyum kanal blokorleri:

PH tedavisi icin pek ¢ok vazodilator ila¢ (fentolamin, diazoksit, hidralazin,
izoproteranol, anjiyotensin doniistiiriicli enzim inhibitorleri) diisiiniilmekle birlikte
yalnizca kalsiyum kanal blokorlerinin az sayida dikkatle secilmis hastadaki yarari
dogrulanmustir (Sitbon ve ark., 2005). Bu hastalarda vazoselektif ilaclarla (nifedipin,
diltiazem ya da amlodipin) pulmoner basingta 10 mmHg’lik bir diisme
saglanabilmistir. PH hastalar1 i¢in kalsiyum kanal blokorleri i¢inde, negatif inotropik

etkileri olan verapamilin kontrendike oldugunu da unutmamak gerekir.

Prostasiklin analoglar:

PGI,, arasidonik asit metaboliti olup damar endoteli tarafindan da iiretilen
potent bir vazodilatordiir. PH hastalarinda goreceli bir PGI, sentezi eksikligi oldugu
da bilinmektedir. Bir PGI, analogu olarak epoprostenol bu amagla 1995 yilinda
Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan, PH hastalarinda kullanilmak iizere
onay almistir. Epoprostenol yar1 omrii kisa bir bilesiktir ve devamli intravendz
infiizyon yolu ile uygulanmaktadir. Bununla birlikte bu tedavi yaklagimi pahali ve
riskleri de olan bir yontem olarak goriilmektedir. Ciinkii hastalarin infiizyon
pompalarini siirekli tasimalari ve kontrol altinda bulundurmalar1 gerekmektedir.
Ayrica epoprostenol kullanan hastalar basagrisi, albasmasi, alt ekstremitelerde agri,
diyare ve bulant1 gibi yan etkilere de katlanmak durumundadirlar. Epoprostenol

uygulamasi devamli intravendz infiizyon biciminde oldugundan katatere bagh venoz
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tromboz, enfeksiyonlar, trombositopeni gibi komplikasyonlarla da karsilagilma
olasilig1 da vardir (McGoon ve Kane, 2009). Biitiin bu sayilan zorluklara ragmen
epoprostenol, PH hastalarinda diger tedavilere gore daha etkin ve yararl
goriilmektedir. Ciinkii uygulama hastalarin egzersiz kapasitelerini gelistirmekte,
yasam  kalitelerini  artrmakta ve hemodinamik acidan da  diizelme

saglanabilmektedirler (McGoon ve Kane, 2009).

PH tedavisi i¢in kullanilan bir bagska PGI, analogu treprostinildir. Yar1 dmrii
daha uzun (3-4 saat) ve oda 1sisinda epoprostenolden daha stabildir. Intravensz
infiizyonla  kullanilan  treprostinilin ~ epoprostenole ~ gore  efikasitesini
degerlendirebilmek icin heniiz karsilastrmali calismalar yeterli degildir. {lacin inhale
ve oral formlarinin hazirlanabilmesi i¢in de arastirmalar siirdiiriilmektedir (McGoon

ve Kane, 2009).

PH tedavisi i¢in 2004 yilinda onay alan bir bagka PGI, analogu da iloprosttur.
[loprost, inhalasyon seklinde uygulanmaya hazir bir preparat olarak ¢ikarilmuistir.
[loprostun da hastalarin egzersiz kapasitesini artirdigi, hemodinamik parametrelerini
diizelttigi gozlenmistir. Teorik olarak ventilasyon perfiizyon dengesini de iyilestirdigi

kabul edilmektedir (McGoon ve Kane, 2009).

Fosfodiesteraz enzim inhibitorleri:

Pulmoner arterlerin kontraktil hiicrelerinde bulunan PDE-5’in sGMP’nin
yikimi saglayip, boylece diiz kas hiicrelerinde kontraksiyonu azalttig1 bilinmektedir.
Bunun disinda PDE-5 enzim inhibitorlerinin damarlarin yeniden yapilanmasi ve
vazodilatasyon olusturma anlaminda yararl etkileri oldugu gosterilmistir (Schermuly
ve ark., 2004; Ghofrani ve ark., 2002). Bu ilaclardan biri olan sildenafil, 2005
yilindan beri idiyopatik PH tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Arastirmalar giinde ii¢
kere 80 mg sildenafil alan hastalarda fonksiyonel ve hemodinamik ac¢idan geligsmeler
oldugunu ortaya ¢ikarmustir (Galie ve ark., 2005). Oysa Avrupa iilkelerinde giinliik
doz giinde ii¢ kere 20 mg ile sinirlandirilmistir. Sildenafil kullanimina bagli yan
etkiler kabul edilebilir niteliktedir. Bunlar genellikle kizarma ya da sindirime iligkin

etkilerdir. Karaciger enzimlerinde bir yiikselme de belirlenmemistir.
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Piyasaya sunulmus olan diger PDE-5 enzim inhibitorleri, tadalafil ve

vardenafilin de PH tedavisindeki etkinlikleri arastirilmaktadir (Boutet ve ark., 2008).

Endotelin reseptor antagonistleri:

PH hastalarinda ET diizeylerinin yiiksek oldugu ve bu yiiksekligin hastaligin
ciddiyetiyle de orantili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle ET reseptor antagonistleri,
giiniimiizde PH tedavisinde yer bulmaktadirlar. Bunlardan biri olan bosentanin hem
ETA hem de ETg reseptorlerini bloke edebilen bir ilag olarak PH hastalarinda
hemodinamigi diizeltmekte, egzersiz kapasitesini ve yasam kalitesini artirmakta
oldugu ortaya cikmistir (McGoon ve Kane, 2009). Bosentan oral kullanima elverisli
bir ilactir. Advers etkileri yiiz ve boyunda kizarma, Oodem, nazal konjesyon,
teratojenite, hafif anemi ve doz bagimli olarak hastalarm %10 kadarinda
transaminazlarda yiikselme seklindedir. Bosentan kullanan hastalarin aylik olarak
karaciger fonksiyon testlerini yaptirmalar1 gerekmektedir. Diger taraftan bosentan
gliburid, siklosporin, Ostrojen bazli oral kontraseptifler ve sildenafil ile ilag

etkilesimleri de gosterebilir.

PH tedavisi i¢cin 2007 yilinda FDA’dan onay alan benzer etkinlikli bir bagka
ET reseptor antagonisti ise ambrisentandir. Ambrisentanin bosentandan farki, ETx
reseptorlerine selektivite gostermesidir. Bu 6zelliginden dolay: teorik olarak diiz
kaslardaki ETa reseptorlerini bloke edip vazokonstriksiyonu engellerken, ET
fazlaligi durumunda vazodilatasyona aracilik etmesi olast ETg reseptorlerine

dokunmamasi avantaj olarak kabul edilebilir.

Pulmoner Hipertansiyon Tedavisinde Olasi Gelismeler:

Platelet tiirevi biiyiime faktorii (PDGF) inhibitorleri:

PDGF’nin endotel hiicrelerinde disfonksiyon ve diiz kas hiicrelerinde de
migrasyon ve proliferasyon iizerine etkileri anlasildiktan sonra, PH patogenezine de

katildig1 gosterilmistir (Perros ve ark., 2008; Barst, 2005). Bu nedenle PH tedavisi
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icin imatinib mezilat iyi bir aday olarak goriilmektedir. Aslinda kronik myeloit
tedavisi icin ¢ikarilan PDGF reseptor antagonisti imatinib mezilatin PH hastalarinda
da yararl etkileri olabilecegine iligkin caligmalar yaymlanmistir (Patterson ve ark.,
2006; Souza ve ark., 2006). Bununla birlikte uzun siireli kullanim agisindan bazi
kardiyak yan etkilerin ortaya cikabilme olasiligi (Kerkela ve ark., 20006)

diistindiiriiciidiir.

Rho kinaz inhibitorleri:

Rho protein ailesinin en 1yi bilinen iiyesi ve Rho kinaz aktivitesine sahip olan
RhoA, migrasyon, proliferasyon, kasilma ve apopitoz gibi ¢ok sayida temel hiicre
fonksiyonunu kontrol etmektedir. RhoA/Rho kinaz yolaginm, vazokonstriksiyon ve
damarin yeniden yapilanmasina katildigini gosteren ¢ok sayida arastirma da vardir.
Bu arastirmalarda, akut ve kronik hipoksiye bagli vazokonstriksiyon ve yeniden
yapilanma siirecinde Rho kinaz inhibitorii fasudilin olumlu etkileri belirlenmistir
(Nagaoka ve ark., 2005; Guilluy ve ark., 2005). Bunun disinda sekiz PH hastasinda
intravenoz fasudilin kisa siireli etkisi, sag kalp kateterizasyonuyla ¢alisilmis (Ishikura
ve ark., 2006); ortalama pulmoner basincin ve direncin diistiigli, kardiyak indeksin de
arttig1 belirlenmistir. Bu sonu¢ Rho kinaz inhibitorlerinin gelecekte PH tedavisi i¢in

ilac olarak gelistirilebilecegi umudunu vermektedir.

Statinler:

Hayvan modellerinde statinlerin antiproliferatif ve antiapototik etkinliklerinin
gozlenmesinden sonra, pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde simvastatinin, BMPR2
ekspresyonunu artirdigimin belirlenmesi, ozellikle ailesel PH tedavisi i¢in yeni bir
umut olmustur. Ancak bu konuda daha fazla karsilastirmali sonuca gereksinim vardir

(McGoon ve Kane, 2009).

Vazoaktif intestinal peptit (VIP) :

VIP daha c¢ok norotransmitter olarak rol oynayan, sAMP ve sGMP
aktivasyonu yapabilen bir ndropeptittir. Giiglii bir bronkodilator etkinligi olan VIP’in

damar diiz kas1 proliferasyonu ve platelet agregasyonunu da inhibe ettigi
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bilinmektedir. PH’si olan hastalarin  pulmoner arterlerinde, diisilk VIP
immunoreaktivitesi ve diisiik VIP serum konsantrasyonlar: belirlenmistir (Petkov ve
ark., 2003). Bu ve benzeri gozlemlerin sonug¢larindan yola c¢ikarak yapilan bir
arastirmada, sekiz PH hastasinda inhalasyonla yapilan VIP uygulamasinin ii¢ ay
sonra klinik ve hemodinamik a¢idan olumlu sonuglar sagladigi gosterilmistir. Sozii
edilen arastirmada inhalasyonla VIP uygulanmasi herhangi bir yan etkiye de neden
olmamistir (Petkov ve ark., 2003). Bununla birlikte elde edilen bu sonuglari

destekleyecek baska calismalarin sonucunda VIP, PH i¢in ila¢ olarak diisiiniilebilir.

Selektif serotonin re-uptake inhibitorleri:

5-HT’nin vazokonstriktdr ve mitojenik Ozelliklere sahip bir madde oldugu
bilinmektedir. PH hastalarinda da 5-HT nin plazma konsantrasyonlar1 normale gore
yilksek bulunmustur (Herve ve ark., 1995). Bununla birlikte 5-HT’nin etki
mekanizmas1 ve PH patogenezindeki rolii karmasiktir ve heniiz kesin olarak
aydimnlatilamamistir. Hayvan modellerinde selektif serotonin re-uptake inhibitorlerine
iliskin, PH’ye kars1 koruyucu etkinlik belirlenmis olmasina (Marcos ve ark., 2003)
ragmen; bu maddelerin PH’de kullanilabilmeleri i¢in daha fazla arastirmaya gerek

vardir.

Adrenomedullin:

PH tedavisi i¢in aday goriilebilecek maddelerden biri de vazodilator bir peptit
olan ve antiproliferatif ozellikleri de olan adrenomedullindir. Adrenomedullinin
intravendz ve inhalasyonla uygulamalarindan umut verici sonuclar ¢ikmistir (Nagaya

ve ark., 2003; Kandler ve ark., 2003).

2.1.3. Deneysel pulmoner hipertansiyon modelleri

Pulmoner hipertansiyonun mekanizmasmin daha iyi anlagilabilmesi ve yeni
tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi i¢cin degisik deneysel modeller {izerinde
calistlmistir. Hayvanlarda gelistirilen in-vivo modeller, insanda olusan pulmoner

hipertansiyondaki damarsal patolojilerin ve fiyopatolojinin Ozelliklerini farkl
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derecelerde taklit edebilmektedir. Ilk deneysel PH modellerinde, hipoksiye maruz
birakilan ya da monokrotalin enjekte edilen sicanlar ve kobaylar kullanilirken; son
zamanlarda, sicanlarda, VEGFR-2 (vaskiiler endotelial biiyiime faktorii reseptorii 2)
inhibisyonu yontemi uygulanmaktadir. Ayrica anjiyopoietin-1’in asir1 derecede
ekspresyonunu yapan deney hayvanlari da PH olusturmak icin kullanilmaktadir

(Marsboom ve Janssens, 2004).

Deneysel PH olusturmak icin fizyolojik ya da patofizyolojik uyaranlar
kullanilabilir. Hipoksi uygulamasi bu duruma oOrnek olarak verilebilir. Deney
hayvanlarinin diisiik atmosfer basincinda bulundurulmasi ya da bulunduklar1 ortamda
oksijen konsantrasyonunun diisiiriilmesi gibi yontemler secilebilir. PH olusturmak
icin kimyasal uyaranlar da kullanilabilir. Monokrotalin, alfa naftiliire, bleomisin gibi
akciger lzerine toksisitesi bilinen maddeler bu amacla kullanilabilir. Yukarida
belirtilen VEGFR-2 inhibisyonu ve anjiyopoietin-1’in asir1 ekspresyonunu olusturma
gibi molekiiler uyaranlar disinda PH olusturmak i¢in, genetik yontemler de son
yillarda kullanilmaya baslanmistir. Tablo 2.4.’de deneysel PH olusturmak amaciyla
kullanilan yontemler siniflandirilmis ve bunlara 6rnekler verilmistir. Bu yontemlerle
PH olusturma mekanizmalar1 ise Sekil 2.2°de sematik olarak verilmistir (Marsboom

ve Janssens, 2004). Arastirmamizda ise MCT ile olusturulan PH modeli se¢ilmistir.

Monokrotalin (MCT) Crotalaria spectabilis tohumlarindan ekstrakte
edilmis, pirolizidin alkaloidi bir fitotoksindir(Adams ve Rogers, 1939). Ilging olarak
MCT, sistemik damarlar lizerinde bir etki gostermemektedir. Pulmoner damarlar
izerinde secici bir toksik etkiye sahip oldugu anlasilmistir (Marsboom ve Janssens,

2004).

Deneysel calismalar sicanlarda, MCT’ nin intravendz (1-5 mg/kg) ya da
subkutan enjeksiyonunun (60-80 mg/kg) dort hafta sonra, sag ventrikiil sistolik
basmcint 22 mmHg’ dan 49 mmHg’ya yiikselttigini gostermektedir (Campbell ve
ark., 2001). Diger pirolizidin alkaloitlerinde oldugu gibi bu basin¢ artigina
interstisyel ddem, enflamasyon, hemoraji, fibrozis eslik etmekte ve sag ventrikiil

hipertrofisi olusmaktadir (Baybutt ve Molteni, 1999). MCT’ye bagimhi PH’de
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pulmoner basmcin artis1 ve sag ventrikiil hipertrofisinin gelismesinin, hipoksi ile
olusturulan PH’ye gore daha yavas oldugu belirlenmistir. Ayrica, MCT
enjeksiyonunu takiben, giicli bir enflamatuvar reaksiyon gerceklesirken,
vazokonstriksiyon ya da polisitemi gozlenmedigi de gosterilmistir (Cowan ve ark.,

2000).

MCT’ye bagli pnomotoksisitenin kesin mekanizmasi iizerinde daha fazla
bilgiye gereksinim vardir. Bununla birlikte MCT nin karacigerde, karma fonksiyonlu
oksidazlar tarafindan, reaktif iki ana metabolite doniistiigii ve bunlardan birinin ¢ok
toksik bir madde olan pirol oldugu bilinmektedir. Bu aktif metabolitin baz: tiirlerde
hepatotoksik ve pnomotoksik oldugu gosterilmistir (Baybutt ve Molteni, 1999). Bu
aktif metabolitin in-vitro kosullarda endotel hiicrelerinde sitozolik (galektin-1) ve
sitoskeletal ~ (aktin ve tropomiyozin iceren) proteinlere ve DNA’ya kovalent

baglandigi da gosterilmistir (Petry ve ark., 1984; Marsboom ve Janssens, 2004).

MCT’ye bagh toksisitede Onemli payr oldugu disiiniilen bir baska
mekanizma da oksidatif strestir. Bunun bir kaniti, pulmoner arterlerin endotel
hiicrelerinde MCT’nin neden oldugu lezyonlarmm oksidasyondan kaynaklandigmin
gosterilmis olmasidir (Aziz ve ark., 1997). Bu hiicrelerde MCT etkisine bagh olarak
olusan ekstraseliiller matriks proteinleri upregiilasyonunun, antioksidan bir madde
olan dimetiliire ile engellendiginin belirlenmis olmast da MCT bagimli PH’de
oksidatif stresin Onemli rolii oldugu varsayimim desteklemektedir. Bu noktada
literatiirde baska dolayli kanitlar da bulunmaktadir. Ornegin MCT’ ye bagh olarak
akciger, karaciger ve serumda bakir diizeylerinin yiikselmis oldugu gosterilmis; bu
yiikkselme, antioksidan Ozellikleri ile de bilinen anjiyotensin doniistiiriicii enzim
inhibitorii kaptopril ile kontrol edilerek geri dondiiriilebilmistir (Molteni ve ark.,

1988).
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Tablo 2.4. Deneysel pulmoner hipertansiyon modelleri. (Marsboom ve Janssens,
2004’ den kisaltilarak alinmustir).

Deneysel model Kullanilan Tiir
Patofizyolojik | Akut ve kronik hipoksi Kus, kopek, kobay, koyun,
uyarlar Artirilmis akim Sican

Vaskiiler obstriiksiyon Kopek, domuz, sican, koyun

Ko6pek, domuz, sican, koyun

Kimyasal Monokrotalin Kopek, sigan, koyun
uyarilar o-Naftiliire Sican

Bleomisin Fare, tavsan, sican

B grubu streptokoklar Domuz, koyun
Molekiiler VEGEFR-2 inhibisyonu+hipoksi | Sican
uyarilar Anjiopoietin-1’in Sican

asir1 ekspresyonu
Genetik S100A4 asir1 ekspresyonu Fare
uyarlar BMPR?2 knockout Fare

Cevresel
N6 Faktirler
prostasiklin  Epdotelin-1
- .
=T Genetik
Egilim

Vazorelaksasyon Vazokonstriksiyon
11

o | 10 *.,-' s //
i BMPR1] 'I/E,MPth

Damar diiz kas1

Sekil 2.2. PH gelisiminde ve modiilasyonunda rolii olan pulmoner vaskiiler sinyal
ileti yolaklar1. 1. Hipoksi, 2. Artirilmis akim 3. Vaskiiler obstriitksiyon 4. MCT, 5.
a-naftilire 6. B grubu streptokoklar 7. Degisik nedenlerin endotel hiicrelerini
etkilemesi 8. Spesifik reseptorlerin araciligir 9. Anjiopoietin asir1 ekspresyonu 10.
Serotonin ve reseptorleri 13. Broiler tavuk modeli 12. BMPR2 mutasyonu 13.
Kalsiyum baglayict protein S1004 asir1 ekspresyonu (Marsboom ve Janssens,
2004°den alinmastir).

18



2.2. Reaktif Oksijen Tiirleri

Baska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverisine giren molekiillere
"oksidan molekiiller" veya "reaktif oksijen tiirleri (ROT)" denmektedir (Halliwell,
1991). Bu terim, hem serbest radikal olan hem de radikal olmayan oksidanlar1
anlatmaktadir (Finkel ve Holbrook, 2000). Serbest radikaller, dis orbitalinde bir ya
da daha fazla ciftlesmemis elektron iceren molekiil ya da molekiil parcalarini ifade
etmektedir. Yapilarindaki c¢iftlenmemis elektron, genellikle bu yapiya Onemli

derecede kimyasal reaktivite kazandirmaktadir (Sinclair ve ark., 1990).

2.2.1. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu

Doku ve hiicre hasar1 olusumundaki rolleri ile reaktif oksijen tiirleri son
yillarda tibbin en ilgi c¢ekici konularindan biri durumuna gelmistir. Toksik olan
reaktif oksijen tiirleri, normal bir metabolizmanin devami ve hiicrede enerji tiretimi
icin gerekli olan bir¢cok reaksiyon tarafindan iiretilebilmektedir. Reaktif oksijen
tiirleri organizmada normal metabolizma sonucu ortaya ¢ikabildigi gibi; 1s1, 151k ve
radyasyon gibi cesitli dis kaynaklarin etkisi ile de olugsabilmektedir (Sinclair ve ark.,
1990). Serbest radikaller son derece kisa yar1 Omiirlerine ragmen, ¢ok yiiksek
reaksiyon hizina sahip maddelerdir ve diisiik kimyasal spesifite gosterirler. Hem in
vivo hem de in vitro olarak olusabilmektedirler (Sinclair ve ark., 1990). Bir serbest
radikalin 3 yolla olusabilecegi anlagilmistir (Halliwell ve Gutteridge, 2001). Bu
yollar:

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi: Boliinme
sonrasi her bir par¢ada ortak elektronlardan biri kalir. X:Y 2> X.+ Y.

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybt ya da bir molekiiliin
heterolitik olarak boliinmesi: Heterolitik boliinmede kovalent bag1 olusturan
her iki elektron, atomlardan birisinde kalir. X: Y=> X +Y°

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi A +e > A . &
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2.2.2. Reaktif oksijen tiirlerinin siniflandirilmasi

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) (Tablo 2.5) en sik olarak lipit yapilarin
katkisiyla olugmaktadir. Buna goére doymamis yag asitlerinin allil grubundan bir
hidrojenin ¢ikmasi ile olusan lipit radikali, oksijen ile reaksiyona girer ve lipit
peroksi radikalini olusturur. Lipid peroksi radikali ise diger lipitlerle zincir
reaksiyonu baglatarak lipid hidroperoksitlerin olusumuna neden olmaktadir. Ortamda
bulunan demir ve bakir iyonlar1 da lipid peroksidasyonunu hizlandirmaktadir (Kaur
ve Perkins, 1991). Lipid radikaller yiiksek derecede sitotoksik iiriinlere de
doniisebilmektedir. Bunlar arasinda en c¢ok bilinen iriin aldehit grubundan
malondialdehiddir (MDA). Hidrojen peroksit de membranlardan kolaylikla gecip
hiicreler lizerinde bazi etkilere neden olabilir, ama c¢iftlenmemis elektrona sahip
olmadigindan aslinda serbest oksijen radikali tanimmna uymamaktadir. Bu nedenle
Serbest radikal tanim1 ya da ROT, siiperoksit gibi radikaller diginda hidrojen peroksit
gibi radikal olmayanlar i¢in de ortak olarak kullanilan bir ad olarak kabul
edilmektedir (McCord, 1993). Oksijen molekiilli, orbitalinde c¢iftlenmemis elektron
tasiyorsa siiperoksit radikali olarak adlandirilir. Bir bagka reaktif oksijen radikali ise
normal oksijenden ¢ok daha hizli bir biyolojik molekiil olan "singlet oksijen"dir.
Singlet oksijen, molekiil yapisinda iki adet ¢iftlenmemis elektron tasiyan bir yapidir
ve hiicre membranidaki poliansatiire yag asitleriyle dogrudan reaksiyona girerek

lipid peroksitlerin olusumuna yol agmaktadir (Halliwell, 1991).

ROT arasinda en giiclii olanlari, siiperoksit, hidroksil ve nitrik oksit
radikalleridir (Finkel ve Holbrook, 2000). Bu radikaller, oyle reaktif ve kararsizdir
ki, daha zarar verici bilesiklere doniismeleri, sadece mikro- ya da nano-saniyeler
siirmektedir. Radikal olmayan oksidanlarin baslhcalar1 ise hidrojen peroksit,
hipoklorik asit ve singlet oksijendir. Hidrojen peroksit, radikallere oranla daha uzun
stire, dakikalarca, kararhidir ve radikal olmayan bu tiirler de biyomolekiillere zarar

verirler (Surai, 2002).
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Tablo 2.5. Reaktif Oksijen Tiirleri (Kaur ve Perkins, 1991°den alinmistir).

1 - Radikaller 2 - Radikal olmayanlar 3 -Singlet oksijen

Siiperoksit radikal ( O,.") | Hidrojen peroksit ( H,O»)
Hidroksil radikal ( OH) Lipid hidroperoksit ( LOOH )
Alkoksil radikal ( LOY) Hipoklorikasit ( HOCI)
Peroksil radikal ( LOO")
Semikinon radikal (HQ.)
Hemoproteine bagl
serbest radikaller

Organik radikaller (R.)
Organik peroksit radikali
(RCOO.)

Nitrik oksit (NO.)

2.2.3. Reaktif oksijen tiirlerinin kaynaklar

Mitokondrilerdeki oksijenli solunumda oldugu gibi bir¢ok anabolik ve
katabolik islemler sirasinda gerceklesen reaksiyonlarda, molekiiler diizeyde elektron
kacislar1 olur ve bu sirada ROT' lar olusur. Tablo 2.6.’da ROT" larin kaynaklar1
goriilmektedir (Cross, 1987).

Serbest oksijen radikallerinin kaynaklar1 konusunda damar endoteli iizerinde
de durulabilir. Ciinkii damar endotelinin az da olsa siiperoksit radikali iiretme
yetenegine sahip oldugu anlasilmistir (Saran ve ark., 1990). Vaskiiler endotelin
trettigi baska bir vazodilatdor olan NO ile siiperoksit radikalinin bazi sitotoksik
etkileri olmakla birlikte, damar toniisiiniin diizenlenmesine birlikte katkida
bulunabilecekleri gosterilmistir (Lowenstein ve ark., 1994; Grozdanovic ve ark.,

1994).
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Tablo 2.6. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynaklari. (Cross, 1987’ dan alinmustir).

Normal Oksidatif stres Yaslanma siireci
biyolojik islemler yapici durumlar
Oksijenli solunum Iskemi - hemoraji - travma - | protein
radyoaktivite -intoksikasyon karboksilasyonunun
Katabolik ve anabolik artis1 ve katalize edici
islemler Ksenobiotik maddelerin etkisi tim enzimlerin
azalmasi

Oksidan enzimler

Ksantin oksidaz

Indolamin dioksigenaz

Triptofan dioksigenaz

Galaktozoksidaz

Siklooksigenaz

Lipooksigenaz

Monoamino oksidaz

katekolaminlerin

Stres ile artan

oksidasyonu

Fagositik enflamasyon hiicrelerinden
salgilanma (notrofil, monosit, makrofaj,
eosinofil, endotelyal hiicreler)

Uzun siireli metabolik hastaliklar

Diger nedenler: Sicak soku, giines 1s1n1,
sigara

2.2.4. Oksidatif stres ve hasar

Organizmada ROT’larin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi, bir
denge icerisinde siirmektedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilmaktadir.
Oksidatif denge saglandigi siirece organizma, ROT’lardan etkilenmemektedir.
ROT’larin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme ise bu
dengenin bozulmasina neden olmakta ve ‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilmaktadir.
Bu durum ozetle reaktif oksijen tirleri olusumu ile antioksidan

mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gdstermekte olup, sonugta doku hasarina

yol agmaktadir (Serafini ve Del Rio, 2004; Altan ve ark., 2006) (Sekil 2.3) .
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ROT artis1
(b) 23-:- Dengesizlik
Olkzsidatif stres
(a)
ROT
[/ [ p—
ROT ve Antioksidan ROT artisa
Savunma Sistemni Antioksidan artina
dencede Olksidatif stres yok

Antioksidan sistem, ‘
ROT 1 yenehiliyor.
Olksidatif stres yok

Sekil 2.3. Reaktif oksijen tiirleri (ROT), antioksidan savunma sistemi (AO) ve
oksidatif stres arasindaki iliski (Monaghan ve ark., 2009’dan alinmistir).

ROT olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki dengesizligin
serbest radikaller lehine bozulmasi, anahtar biyolojik molekiillerin tiimiinii, 6zellikle
DNA’y1, protein ve lipit yapilar;, olumsuz yonde etkileyebilir. Bu anlamda
mitokondrial DNA, en kontrolsiiz ROT iiretiminin oldugu bolgeye yakinligi ve en
diisik onarim diizeyi nedeniyle, 6zellikle 6nemlidir (Finkel ve Holbrook, 2000;
Balaban ve ark., 2005; Falnes ve ark., 2007). Bir kromozomun ucunda yer alan ve
genom stabilitesi acisindan kritik olan telomerler, ROT dan gelebilecek bir saldiriya
kars1 savunmasiz kalabilir. Boylece oksidatif stresten kaynaklanan hiicre
yaslanmasini hizlanabilir (Richter ve von Zglinicki, 2007). ROT, niikleik asitlerde
mutasyona neden olarak kanser olusumuna da yol acabilmektedir (Bingdl ve ark.,

1993).
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Proteinlerin oksidasyonu ise, tersinir disiilfit kopriilerinin olusumuna yol
acarak, onlarin yapisini degistirip, sonunda islevlerini bozabilir. Hasarin biiytikligii,
proteinlerin, ROT’un iiretildigi yere gore, bulunduklar1 konuma, bilesimine ve
yapisina bagl olarak degisebilmektedir (Droge, 2002). Baz1 amino asitlerin, dzellikle
triptofan, tirozin, histidin ve sisteinin, oksidasyona digerlerinden daha duyarli
olduklar1 anlagilmigtir. ROT ayn1 zamanda proteinlerin sekonder ve tersiyer yapisini

da degistirebilmektedir (Droge, 2002; Surai, 2002).

ROT’un lipitlere verdigi hasar da, membran yapisi ve fonksiyonu acisindan
ciddi sonuclar dogurabilmektedir (Hulbert ve ark., 2007; Valencak ve Ruf, 2007). Bu
acidan ¢oklu doymamis yag asitlerinin (CDYA), tekli doymamis ya da doymus yag
asitlerine oranla, peroksidasyona karsi daha az diren¢li oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle, membranlarda CDYA kismindaki degisiklik, oksidatif hasarmn hizin1 ve
oranint etkilemektedir (Hulbert ve ark., 2007). Lipid peroksidasyonu, protein ve
DNA hasarina da yol acabilecek bir zincir reaksiyonu tetikledigi icin, lipitlerin
oksidatif hasarmin, yaygin etkileri ortaya ¢ikabilmektedir (Hulbert ve ark., 2007).
Lipid peroksidasyonu ve yapisal olarak onemli protein oksidasyonlarinin sonucunda
membran gecirgenliginin artmasi, transmembranal iyon dengesini ve sekretuvar

fonksiyonlar1 bozup, baglantili hiicresel metabolik olaylar1 inhibe edebilir.

Hiicre disinda olusan ROT’un, hiicre i¢i diger bilesenlere ulasabilmesi icin
hiicre membranindan ge¢gmesi gerekmektedir. ROT bu sirada da hiicre membraninda
toksik reaksiyonlar1 baslatabilir. Hiicre membranlarin1 ge¢is asisindan H,O, suya
benzemektedir. Siiperoksit radikali ise hiicreye transmembran anyon kanallarmdan
girmektedir. Diger taraftan hiicre ylizeyi yiiksek miktarda hidrojen iyonu
icerdiginden, siiperoksit radikali hidrojen iyonu ile birleserek perhidroksil radikalini

de (HOZ') olusturur. HOZ' radikali stiperoksit radikalinden ¢ok daha kuvvetli bir

oksidandir. Lipidlere ve proteinlere hidrofobik uglardan baglanarak toksik etki
gosterir (Bingol ve ark., 1993).

24



2.2.5. Antioksidan sistemler

ROT’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek ig¢in
viicutta savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar ‘antioksidan savunma
sistemleri’ olarak bilinirler (Halliwell, 1995). Canl1 hiicrelerde bulunan protein, lipit,
karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek maddelerin oksidasyonunu 6nleyen veya
geciktirebilen maddelere de antioksidanlar denir (Halliwell, 1991). Bunlar, SOR
olusumunu Onleyenler (transferin, albumin, seruloplazmin, siiperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz) ve zincir kiran ajanlardir (alfa tokoferol, ubikuinon, 3
karoten, iirat, sistein, askorbat). Antioksidan sistemin elemanlari, Sekil 2.4.’de

gosterilmektedir (Altan ve ark., 2006)
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SISTEMLER

Sekil 2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri (Altan ve ark., 2006’dan alinmustir).

Memeli hiicrelerinde oksidatif strese karsi korunma saglayan antioksidan
mekanizmalar asagida verilen genel cerceve altinda dzetlenebilir:

1. Savunmanin ilk adimu, hiicre i¢inde kontrolsiiz ROT saliverilmesini en aza

indirgemektir. Insanda onemli hiicre ici antioksidanlar siiperoksit dismutaz

(SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleridir. SOD'un
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yapisinda bakir, c¢inko ve manganez; GPx'de ise selenyum iyonu
bulunmaktadir ve bu eser elementler, enzimlerin fonksiyonlarini
siirdiirebilmeleri agisindan Onemlidirler (Halliwell, 1995; Altan ve ark.,
2006). Serbest radikale karst viicutta ilk savunma SOD enzimi ile
gerceklesmektedir. SOD, siiperoksitin, hidrojen perokside doniistimiinii
katalize eder. Hidrojen peroksit ise GPx ve KAT enzimleri tarafindan suya
donustiiriilir. Normal kosullarda hiicrede olusan hidrojen peroksidin
detoksifikasyonunda esas olarak bir selenoenzim olan GPx fonksiyona
sahiptir. KAT'in ise hidrojen peroksit olusumunun arttig1 durumlarda onemli
etkinliginin oldugu kabul edilmektedir (Halliwell, 1991). Burada sozii edilen
enzimlerin hiicre diizeylerinin, SOR’lardaki artisa bagh olarak yiikseldigi

gosterilmistir (Demircin ve Oner, 1998).

2. ROT’u noétralize eden zincir-kiran antioksidan bilesikleri, oksidan
olusumlara karsi koruyucu olabilirler. Bunlar, endojen olarak iiretilen
antioksidanlarin ve beslenme ile elde edilen antioksidanlarin bir karigimidir.
Endojen bilesikler, hiicre ici tiyoredoksin sistemlerini, ubikuinonlar1 ve
glutatyonu icermektedir (Surai, 2002). Glutatyon, biiyiik olasilikla, biyolojik
sistemlerdeki en aktif antioksidandir. Endojen olarak iiretilen diger
antioksidanlar, suda ¢oziinen C vitamini ve iirik asittir. Bunlardan iirik asidin
tiretimi, daha bagka radikallerin olusumuna da neden olabilmektedir (Droge,
2002). E vitamini (tokoferol ve tokotrienollerin ortak adi) ve karetonoitler
gibi bitkisel kaynakli bilesikleri de iceren pek cok antioksidan, beslenme
yoluyla elde edilmektedir (Catani ve ark., 2008). Bu maddeler genellikle

yagda coziiniirler.

3. ROT hasarma kars1 savunmanin diger bir basamagi, yapisal olandir. Bu
durum; oksidatif stresin iirettigi hasarin derecesi bakimindan, dokular,
bireyler veya tiirler arasindaki farklhiliklar ac¢isindan ©Onemlidir. Ayrica,
dokularin ROT saldirisia kars1 savunmasizligy/zayifligi yasa bagh olarak da
artabilir (Hulbert ve ark., 2007).
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4. Tim bu savunmalara ragmen, oksidatif stres yine de hasar
olusturabilmektedir. Oksidanlarin hasar verici etkilerine kars1 savunmanin
son basamagi, hasarli molekiillerin onarilmasi ya da ortadan kaldirilmasidir.
DNA onarimi, hiicre fonksiyonu i¢in son derece Onemlidir ve pek cok
karmasik hasar tani ve onarim yollar1 bulunmaktadir (Kastan ve Bartek,

2004).

2.2.6. Oksidatif stresin degerlendirilmesi

Oksitatif strese iligkin arastirmalarda daha ¢ok serbest radikallerin artis1 veya
antioksidan savunma sistemlerinin yetersizligi iizerinde durulmaktadir. Bunun i¢in de
kan, eritrosit ya da doku 6rnekleri gibi cesitli biyolojik materyallerde analiz yapmaya

uygun yontemler gelistirilmistir (Akkus 1, 1995).

ROT olciilmesi:

ROT ol¢iimii, yiiksek reaktiviteleri, yar1 dmiirlerinin kisa olusu ve biyolojik
orneklerde diisiik konsantrasyonda bulunmalar1 nedeni ile zordur (Halliwell ve
Gutteridge, 2007). Bu nedenle ROT’un neden oldugu hasara iliskin sekonder
riinlerin degerlendirilmesine yonelik dolayli dl¢lim yontemleri kullanilmaktadir
(Coughlan ve ark., 2004). Bu yontemler serbest radikallerin lipitlerle, proteinlerle ve
DNA ile reaksiyonlar1 sonucu olusan cesitli iiriinlerin Ol¢iimii esasina dayanir.
Bunlar arasinda lipid peroksidasyonunun son iiriinlerinin 6l¢timii, en ¢ok kullanilan

yontemdir (Akkus I, 1995).

ROT’u dogrudan olgebilen tek analitik teknik, elektron spin rezonans
spektrometrisidir (ESR) (Halliwell ve Gutteridge, 2007). Spin rezonans
spektrometrisi ileri bir teknik donanim gerektirmektedir. Ustelik ¢ok duyarli
olmamast ve mikromolar diizeyde sabit konsantrasyonlarda serbest radikaller

gerektirmesi nedeniyle de kullanimi yayginlasamamustir (Akkus I, 1995).

Oksidatif hasarm tek bir belirteci heniiz yoktur. Bu nedenle bir organizmanin

oksidatif durumunun degerlendirilmesinde, cesitli yontemlerin kombine sekilde
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kullanilmas1 gerekmektedir (Mateos ve Bravo, 2007). Oksidatif stresin ana hedefi
olan lipitler, peroksidasyon sonucunda, daha zararli ikincil iriinler
olusturabilmektedir. Bu baglamda, lipid peroksidasyon zincir reaksiyonu sonucunda
lipid hidroperoksitler (LOOH) ve konjuge dienler olusmaktadir. LOOH ve konjuge
dienler ise daha sonra alkan aldehitler, alken aldehitler, hidroksialken aldehitler,
MDA ve ucucu hidrokarbonlar olusturmak iizere parcalanirlar. Bu nedenle oksidatif
hasarin  degerlendirilmesinde lipit peroksidasyonuna baglh doku yikimim
degerlendirmek icin LOOH, konjuge dienlerin, MDA ve disindaki aldehitlerin
Olciimii, ugucu hidrokarbonlarin ve lipit peroksidasyonu fluoresan iiriinlerinin
Olciimii yapilabilir (Chi ve ark., 1989). Her bir teknigin kendine gore zorluklari
vardir ve higbir yontemin lipit peroksidasyonunu tam bir dogrulukta Olctiigi
sOylenemez. Ayrica daha dogru bir yaklagim olarak, olusan iiriinlerin miktar1 ¢esitli
faktorlerden etkilenebildiginden, bir tek iriin yerine birden fazla iiriini 6lgmek

idealdir.

Lipid peroksidasyonunun en ¢ok kullanilan biyomarkerlarmdan biri, MDA
Olciimiidiir. MDA, ii¢ karbonlu bir dialdehittir. MDA disindaki aldehitlerin dl¢iimii
genellikle zaman alici, pahali ve rutin olarak kullanilmaya uygun olmayan
yontemleri gerektirmektedir. MDA 06l¢timii icin kolay ve duyarli bir yontem oldugu
bilinen tiyobarbitiirik asit (TBA) reaksiyonuna dayanan yontem siklikla
kullanilmaktadir. Bazi deneysel sistemler ise lipit hidroperoksitlerin biyolojik
sistemlerde  MDA’nmm tek kaynagr olmamast ve MDA’ya doniisen lipid
peroksidasyon {Uriinlerinin saptanmasi nedeniyle, tiyobarbitiirik asit ile reaksiyon
veren maddelerin (TBARS) olciimiine dayanmaktadir (Tietz, 1999). Arastirmalar
TBARS o6l¢iimii ile lipid peroksidasyonunu 6lcen diger yontemler arasinda iyi bir
korelasyon oldugunu gostermektedir. TBARS 6l¢ciimii cok basit ve hizli olmakla
birlikte biyolojik materyallere uygulanmasinda cesitli sorunlar da ortaya
cikabilmektedir. Bunlardan biri numunelerde mevcut olan ya da reaksiyon sirasinda
aciga cikan pigmentlerin, kolorimetrik Olciimii bozabilmesidir. Ayrica MDA
disindaki aldehitler de TBA ile renkli kompleks olusturmak {iizere reaksiyona
girebilirler (Halliwell ve Gutteridge, 2007) .

28



Giiniimiizde serbest MDA'nin dogrudan tayini icin en giivenilir yontem
yiiksek performansh likit kromatografisidir (HPLC). Bu agidan HPLC cok hassas ve
hizli bir yontemdir ve istelik Olciim i¢in az numune gerektirir. Tek zorluk,
numunenin analize hazirlanmasinin ¢ok dikkatli bir sekilde yapilmas: gerekliligidir

(Tietz, 1999).

Antioksidan aktivitenin olciilmesi:

Oksitatif  stres  calismalarinda, organizmada antioksidan savunma
sistemlerinin durumunu belirleyebilmek icin biyolojik materyallerde c¢esitli
antioksidanlarin aktiviteleri veya konsantrasyonlarmnin Olgiilmesi gerekmektedir.
Enzim olan ve enzim olmayan bir¢ok antioksidan (Indirgenmis glutatyon, Siiperoksit
dismutaz, Glutatyon rediiktaz, Glutatyon peroksidaz, Katalaz aktiviteleri, - karoten,
askorbik asit, o-tokoferol Ol¢iimii vb.) farkli doku ve sivilarda, cesitli yontemlerle
Olciilmektedir (Selman ve ark., 2002). Bu oOlciimler, bazi deneysel ¢aligmalar icin
uygun olabilir. Ancak, antioksidan kapasite, bir numunedeki antioksidanlarin her
birinin konsantrasyonlarmin ayr1 ayri1 toplanmasindan ibaret degildir ¢iinkii
antioksidanlar arasinda sinerjistik ve antagonistik etkilesimler bulunmaktadir. Bu
nedenle, toplam antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesi, antioksidanlarin ayri
ayr1 konsantrasyonlarinin Olciimiine dair verileri yorumlamaktan daha kolay ve

anlamli olmaktadir (Cohen ve ark., 2007; Somogyi ve ark., 2007).

Biyolojik sivi ya da dokularda toplam antioksidan kapasiteyi (TAK)
degerlendirebilen pek ¢ok yontem bulunmaktadir (Cohen ve ark., 2007; Somogyi ve
ark., 2007). Bu yontemler, antioksidan ve substratin, termal olarak olugsmus peroksil
radikalleri i¢in birbiriyle yaristigi kompetitif reaksiyon planini uygulayanlar ve bir
antioksidanin, bir oksidan1 indirgeme kapasitesini kolorimetrik olarak olcen
yontemler olarak siiflandirilabilir (Halliwell ve Gutteridge, 2007). Her ne kadar bu
yontemler TAK degerlendirmede kullanilsa da, bazi a¢ilardan dikkatli olmak gerekir.

Bunlar:
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1. Sonuclar1 yorumlarken, plazma veya serumdaki TAK degerlendirmede
kullanilan miktar tayini yontemlerinin, sadece spesifik bir serbest radikalle
ilgili olarak, dolasan antioksidanlarin kapasitesini yansittigi ve yanitin, bu

serbest radikalin etkinligine gore degisebilecegi akildan ¢ikarilmamalidir.

2. Doku antioksidan savunmasi, daha ¢cok enzimatik oldugundan antioksidan
savunma sisteminin dolasimdaki bilesenleri ve enzimatik bilesenleri

arasindaki korelasyonun ne derece iyi oldugu bilinmemektedir.

3.In-vitro ve in-vivo ortamlardaki TAK oOlctimleri arasindaki korelasyon
bilinmemektedir. Bu nedenle in-vitro ortamlardaki TAK ol¢iimleri, in-vivo
ortamlardaki TAK 0lctimleri ile dogrudan bagdastirilamaz (Somogyi ve ark.,
2007)

2.3. NF-kB ve Oksidatif Stres

2.3.1 NF-kB

NF-xB, ilk kez 1986 yilinda aktive B hiicrelerinde immiinglobulin k hafif
zincirinin enhancer’ina baglanan bir transkripsiyon faktorii olarak tanimlanmist: (Sen
ve Baltimore, 1986). Herleyen yillarda, arastirmalar, NF-kB’nin apopitoz, hiicre
biiytimesi, farklilagmasi ve immiin yanitla ilgili genlerin kontroliindeki 6nemini
ortaya cikartt1. Ilginc bir baska nokta da NF-xB’nin evrimlesme siirecinde, yapisi ve
fonksiyonlarmin oldukca i1yi korundugunun goriilmiis olmasiydi. Bugiin, NF-xB
etkinligindeki degisikliklerin, otoimmiin hastaliklar, kanser ve enflamatuvar
hastaliklarla iligkisinin anlagilmis olmast (Srivastava ve Ramana, 2009), yeni tedavi

stratejileri agisindan onemli bir aragtirma alanini da ortaya ¢ikartmustir.

NF-xB proteinleri, ayn1 zamanda Rel ailesi proteinleri olarak bilinmekte ve
pS0, p52, p65(RelA), c-Rel ve RelB birimleri olarak ifade edilmektedir (Srivastava
ve Ramana, 2009). Sozii edilen bu alt birimler, homo ya da heterodimerize sekilde
aktive NF-xB’nin yapisinda bulunmaktadir. NF-kB proteinleri Rel homolog

domainiyle tanimlanmaktadirlar. Bu bolgenin DNA’ya baglanma, dimerizasyon ve
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sitoplazmadaki inhibitor alt tinite olarak bilinen IkB proteinleri ile etkilesim i¢in ¢cok
onemli oldugu anlasilmistir(Srivastava ve Ramana, 2009). Arastirmalar NF-xB
aktivasyonuna neden olan iki ana sinyal yolagina dikkat cekmektedir (Sekil 2.5)

(Srivastava ve Ramana, 2009):

1. Kononikal (Klasik) yolak: Ligandin baglanmasi, katalitik kinaz alt birimleri
olan IKKa ve IKKPB’yr iceren IkB kompleksini aktive etmekte ve
nonenzimatik olarak diizenlenen yapisal protein olarak isimlendirilen NEMO
da (NF-kB esansiyel modiilatorii ya da IKKY) IxB’nin fosforilasyonuna neden
olmaktadir. Fosforile edimis olan IkB alt {nitelerinin proteozomal
degredasyonu da aktif NF-kB’nin nukleusa translokasyonunu saglamakta ve
bu da hedef genlerinin transkripsiyonunda degisikliklerle sonu¢lanmaktadir.
Kononikal yolak, genel olarak IkK kompleksine duyarli p50, p65, c-Rel ve
RelB alt {iinitelerinden olusmus NF-kB dimerlerini aktive etme yetenegine

sahiptir.

2. Nonkononikal (Alternatif) yolak: Reseptor aktivasyonu, NF-kB indiikleyici
kinazin (NIK) aktivasyonuna neden olmakta ve daha sonra IKK kompleksini
aktive etmektedir. IkK kompleksinin aktivasyonu, inaktif NF-xB p100/RelB
dimerinin fosforilasyonuna neden olmaktadir. Daha sonra p52/RelB dimer
seklini almakta, aktif NF-kB dimeri nukleusa gecerek gen transkripsiyonunda
degisiklikler yapabilmektedir. Bu aktivasyon yolagmm B ve T
lenfositlerinden kaynaklanan az sayidaki uyaran tarafindan tetiklendigi

anlasilmistir (Kumar ve ark., 2004).
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TNFR1, IL-1R1, TLRs, BCR, TCR LTPBR, BAFFR, CD40, HTLV, EBV
Klasik Yolak Alternatif Yolak

I_’ Enflamatuar proteinler Lenfoit organ gelisimi ve homeostazis
proteinleri

Sekil 2.5. NF-xB aktivasyonunun klasik ve alternatif yolaklart. TNFRI1, IL-1/TLR,
TCR ve BCR ile baglanma, IkK-bagimli IkBo’'min S32 ve 36 iizerinden
fosforilasyonunu uyararak NF-kB’nin ¢ekirdege gecmesine neden oluyor. LTPR,
BAFFR, CD40 ya da HTLV veya EBV gibi bazi enfeksiyonlar, alternatif yolagin
harekete gecmesine neden oluyor.  Alternatif yolagi aktive den uyaranlar, ayni
zamanda klasik yolagi da aktive edebilir (Gloire ve ark., 2006’dan alinmistir).

2.3.2. NF-kB, oksidatif stres iliskisi

Serbest oksijen radikallerinin tiretiminin, hiicrenin antioksidan kapasitesini
yenmesi durumunda; hiicresel hasarlara yol acan ve pek cok hastaligin patogenezine
katkida bulunan oksidatif stres durumunu ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. Bununla
birlikte, serbest oksijen radikallerinin normal simirlar i¢inde, pek c¢ok hiicre tipinde
sinyal iletiminde onemli bir ikinci mesajc1 olarak gorev aldiklarini da unutmamak
gerekir (Hensley ve ark., 2000; Lander, 1997). Bunun bir 6rnegi olarak, H,O, in,
sistein rezidiilerinin oksidasyonu {izerinden tirozin fosfatazlar1 inhibe etme ve

ardindan tirozin kinazlar1 aktive edebilme 6zelligi gosterilmistir. Bu H,O, in hiicresel
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sinyalizasyonda bir mediyator olarak rol aldigini ortaya koymaktadir (Tonks, 2005;
Aslan ve Ozben, 2003). Serbest oksijen radikallerinin diizeyine bagli olarak, redoks-
duyarli farkli transkripsiyon faktorlerinin aktive edilebilecegi ve bu faktorlerin
biyolojik yanitlarin esgiidiimiinii sagladigina iliskin baska caligmalar da vardir.
Ornegin, diisiik diizeyde oksidatif stres, antioksidan enzimlerin gen kodlamasinin
transaktivasyonunda yer alan bir transkripsiyon faktorii olan Nrf2’yi indiiklemektedir
(Halliwell ve Gutteridge, 1999). Orta derecede oksidatif stresin ise NF-kB ve AP-
I(aktive protein-1)’in aktivasyonu iizerinden enflamatuvar yanit1 baslatabilecegi
anlasilmistir  (Schreck ve ark., 1991). Oksidatif stres, yiiksek diizeyde ise
mitokondriyal PT porunun perturbasyonu ve elektron transferinin engellenmesi;
boylelikle apoptoz ya da nekrozun gerceklesmesi indiiklenmektedir (Halliwell ve
Gutteridge, 1999).

Oksidatif stres ve NF-kB arasmdaki iligki icin dort onemli nokta iizerinde
durulabilir ( Sekil 2.6). Bunlardan birincisi, baz1 hiicre kiiltiirlerinde ortama dogrudan
hidrojen peroksit ilave edilmesi ile NF-kB’nin aktive oldugu gozlemidir (Schreck
ve ark., 1991; Meyer ve ark., 1993). Ikincisi, baz1 hiicre tiplerinde ayni1 zamanda
NF-kB’yi de aktive eden maddelere yanit olarak, SOR’un arttigi bulgusudur
(Schreck ve ark., 1992; Schmidt ve ark., 1995; Los ve ark., 1995). Ugiincii nokta,
PDTC gibi antioksidan icerige sahip bilesiklerin, NF-xB aktivasyon yolagini inhibe
edebildiklerinin gosterilmesidir (Schreck ve ark., 1992). Uzerinde durulmasi gereken
son nokta da, bazi maddelerin NF-xB aktivasyonunu diizenleyen hiicre i¢i serbest
oksijen radikali diizeyini etkileyen enzimlerin inhibisyonu veya aktivasyonuna neden
olduklarinin anlasilmasidir (Schmidt ve ark., 1995; Manna ve ark., 1998; Brigelius-
Flohe ve ark., 1997; Bonizzi ve ark., 2000).

Yukarida anlatilan deneysel gézlemlere ragmen, NF-xB aktivasyonu-oksidatif
stres iligkisinin anlasilmasi icin ¢ok daha fazla arastirmaya gerek vardir. Bu
baglamda NF-kB aktivasyonunda IkK’lar ve serbest oksijen radikalleri konusuna da
odaklanilabilir. Diger taraftan NF-xB aktivasyonunun IL-1 ve TNF’yi iceren iki

anahtar yolagi, reseptorden cekirdege tanimlanmis olmakla birlikte; her iki yolagin
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da serbest oksijen radikalleri ya da H,O;’ye gereksinim duyduguna dair bilgiler
heniiz yetersizdir (Schmidt ve ark., 1995).

Diger Hidrojen Peroksit
¥ ]

IL-1 INF
4 3 1
Katalaz —
GPx
SOD -+
5-LOX
Oksidatif Stres
PDTC e
NAC
alta-lipoat
DFO )
BHA NFkB aktivasyonu

Sekil 2.6. NF-kB aktivasyonu ve oksidatif stres iligkisi. Bu modele gore; 1. Hidrojen
peroksit bazi hiicrelerde NF-kB'yi dogrudan aktive edebilir. 2. Bazi uyaranlara yanit
olarak hiicre i¢i oksidatif stres artisi olciilebilir. 3. PDTC, NAC, alfa-lipoat, DFO ve
BHA gibi antioksidanlar NF-kB aktivasyonunun bu yolaklarini inhibe edebilir. 4.
Katalaz, GPx, SOD ve 5-LOX gibi enzimler, hiicrenin redoks durumunu module
edebilir, NF-xB aktivasyonunu pozitif ya da negatif yonde etkileyebilir (Bowie ve
O’Neill, 2000°den alinmistir).

2.3.3. NF-kB’nin antioksidanlar tarafindan inhibisyonu

Oksidatif stres-NF-kB iliskisini anlamaya yonelik arastirmalarin bir kismida
NF-kB aktivasyonunu inhibe etmek i¢in antioksidanlar kullanilmistir. Bu
arastirmalarda yaygin olarak kullanilan iki bilesik N-asetilsistein (NAC) ve pirolidin
ditiyokarbamattir (PDTC). E vitamini tiirevleri ve o-lipoik asit gibi diger
antioksidanlar da kullanilmislar ve bazi hiicre tiplerinde NF-xB aktivasyonunu inhibe
ettikleri gosterilmistir (Suzuki ve Packer, 1993; Suzuki ve ark., 1992). NAC ile
yapilan caligmalarda, NAC etkinligine bagli olarak hiicre ici tiyol diizeylerindeki
azalmanin Onlemesinin, NF-kB aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Staal ve
ark., 1990). NAC’mm serbest oksijen radikallerini baskilamasi sonucu NF-kB
aktivasyonunu Onledigini gosteren baska arastirmalar yaninda (Schreck ve ark.,

1991; Meyer ve ark., 1993), NF-kB’nin NAC-duyarsiz yolaklar1 oldugu da
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bildirilmistir (Moynagh ve ark., 1994; Brennan ve O’Neill, 1995; Bowie ve ark.,
1997; Bonizzi ve ark., 1996). Eldeki bu bilgiler antioksidanlarin NF-kB aktivasyonu
tizerindeki etkilerinin, wuyartya ve  hiicreye 0Ozgii nitelikleri  oldugunu

diistindiirmektedir.

NF-xB’nin en bilinen inhibitorlerinden biri PDTC’dir. Bir ditiyokarbamat
olarak PDTC, hem metal selatorii, hem de antioksidan 6zelliklere sahiptir ve stabil
bir ditiyokarbamattir (Sunderman, 1991; Topping ve Jones, 1988). PDTC, hiicrelere
kolaylikla penetre oldugundan hiicre kiiltiirii caligmalarinda da yaygin olarak
kullanilmaktadir. PDTC’nin insan lenfositik hiicrelerinde ve fare fibroblastlarinda
IL-1, TNF, PMA, LPS ve H,O, tarafindan yapilan NF-kB aktivasyonunu inhibe
ettigi gosterilmistir (Schreck ve ark., 1992). Bu inhibe edici etkinligin metal selatorii
olmasindan kaynaklandigmi sodyleyen gozlemler de bulunmaktadir. Giintimiizde
PDTC, NF-kB i¢in spesifik bir inhibitor olarak kabul edilmektedir (Schreck ve ark.,
1992).

2.3.4. Antioksidanlarin NF-kB inhibitorii olarak terapotik degeri

Fagositik 10kositlerin serbest radikal iiretiyor olmasi, eflamatuvar siireglerin
onemli 6zelliklerinden biri olarak degerlendirilmektedir. Bu anlamda; olusan oksidan
maddeler, mikroorganizmalara kars1 ilk savunma hattin1 olusturmaktadirlar (Hensley
ve ark., 2000) Bu ozellikleriyle serbest oksijen radikalleri, genel sitotoksisiteyi
desteklemenin yanisira, NF-xkB’yi de aktive ederek proinflamatuvar gen
ekspresyonunu artirabilirler (Schoonbroodt ve Piette, 2000). Serbest radikallerin
NFk-B aktivasyonundaki rolleri kosullara gore degisebilir. Bununla birlikte deneysel
caligmalar antioksidan molekiillerin, enflamatuvar uyaranlara bagli olusan NF-xB

aktivasyonunu inhibe edebildiklerine iligkin kanitlar ortaya koymaktadir.

Antioksidanlarin, NF-xB inhibitorii olarak potansiyel terapotik degeri, deney
hayvanlarinda olusturulan enflamatuvar hastalik modellerinde gosterilmistir
(Kovacich ve ark., 1999; D’ Acquisto ve ark., 1999). Ornegin giiclii bir antioksidan
olan PDTC’nin, sicanlarda omurilikte NF-kB aktivasyonunu inhibe ederek deneysel

alerjik ensefalomiyelitin klinik semptomlarim hafiflettigi gosterilmistir (Pahan ve
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Scmid, 2000). Benzer sekilde NAC de, LPS (Lipopolisakkarit) aracili NF-kB
aktivasyonunun s6z konusu oldugu notrofilik akciger enflamasyonunu
baskilayabilmektedir (Blackwell ve ark., 1996). Giiniimiizde dogal antioksidanlar
olarak popiilarite kazanan yesil cay polifenolleri, resveratrol gibi maddelerin de
antienflamatuvar etkilerinde, NF-kB inhibisyonunun rolii oldugu anlagilmaktadir. Bu

maddelerden yesil cay polifenollerinin IkK aktivitesini bloke ettigi anlasilmistir

(D’ Acquisto ve ark., 2002).

Enflamasyon, oksidatif stres ve NF-xkB aktivasyonuna iligkin literatiirdeki
bilgiler, NF-xB inhibitorlerinin terapotik degeri agisindan heniiz yeterli degildir.
Ayrica daha 6nce de belirtildigi gibi arastirmalar oksidatif stres-NF-xB aktivasyonu
arasindaki iligkinin hiicreye 0zgii niteligi iizerinde de durmaktadir. Bununla birlikte,
bu konu hakkindaki caligmalar, gelecekte enflamatuvar hastaliklarin tedavisine yeni

yaklagimlar getirecektir.
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3. ARAC GERECLER VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan

Aragtrmamz  Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
laboratuvarindan saglanan erkek, saglikli, eriskin, 200-300 gr arasinda olan Wistar-
Albino cinsi sicanlar kullanilarak gerceklestirilmistir. Sicanlar kafeslerde 12 saat
gece 12 saat giindiiz sirkadiyen ritimde, ortam sicakligi 20-26°C olacak sekilde
tutulmuslardir. Beslenmeleri standart sican yemi ve suyla yapilmis, yiyecek ve su ile
ilgili herhangi bir kisitlama getirilmemistir. Arastirma protokolii ve deneysel
yontemimiz Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Arastirmalar1 Etik Kurulu’nun

onay1 alinarak baslatilmistir.

3.2. Kullanilan Malzemeler ve Kimyasal Maddeler

. Santriftij (Niive NF 1215, Tiirkiye)

. Derin dondurucu (Angelantoni Platinium 300V-plus, Italya)

. Hassas terazi (Presica XB220A, Isvicre)

. Vorteks karistiric1 (MS1 MINISHAKER, ThermoFisher Scientific, ABD)

1

2

3

4

5. Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya)

6. Spektrofotometre (StatFax 1904, Awareness Technology, ABD)

7. pH metre (Mettler, Seven Easy pH Meter, Cin)

8. Manyetik karistirict (Heidolph DIAX 900 homogenizer, Fisher Scientific,
Malezya)

9. Homojenizator (Ultra-Turrax T25, IKA; Werke 24,000 r.p.m.j. Almanya)

10. ELIZA cihaz1 (Bio-Tek ELx808, Ultra Microplate Reader, Ingiltere)

11. 37°C’yi saglayabilmek igin inkiibasyon cemberi (Niive EN-055, Indem, Tiirkiye)
12. Hemo-counter (Cell-Dyn 1700, Abbott Diagnostics, ABD).

13. Isik Mikroskobu (Nikon UFX-IIA, Japonya)
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1.

Monocrotaline (MCT) (Sigma-Aldrich; Isvicre), 0.1 N HCL’de c¢oziildii ve

pH~7’ye gelecek sekilde, 0.1 N NaOH ile notralize edildi. (Swamidas ve ark., 1999)

2.

Pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) (Sigma-Aldrich; Isvigre), %0.9’luk (a/h)

NaCl’de ¢oziildii.

3. Sodyum Azit (Merck, Almanya)

4. n-Butanol (Merck, Almanya)

5. 1,1,3,3-tetraetoksipropan (Sigma-Aldrich; Isvigre)
6.
7
8
9

Formol (Merck, Almanya)

. Tiyobarbitiirik asit (TBA) (Merck, Almanya)
. Hemotoksilen Eozin (Bioptica, italya)

. Mason Trikrom boyas1 (Bioptica, italya)

10. Van Gieson boyas1 (Bioptica, Italya)

11. Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) tayini icin kullanilan Elisa kiti (ImAnox
ELISA kiti, Almanya)

Kit icerigi :

1- 2 parca Microplate

2- 3 adet kalibrator (0,5,10,20,40,100 U/ml) (liyofilize)
3- 3’er adet Kontrol ( Kontrol 1 ve Kontrol 2) (liyofilize)
4- 1 adet 0.25 ml Peroksit ¢ozeltisi

5- 1 adet 1.5 ml Reaksiyon tamponu A

6- 1 adet 1.5 ml Reaksiyon tamponu B

7- 1 adet 35 pl Enzim ¢ozeltisi

8- 1 adet 11 ml STOP soliisyonu

9- 1 adet 5 ml Rekonstitiisyon soliisyonu

3.3. Deney Gruplar

Calismalarda kullanilan deney hayvanlar1 3 gruba ayrilmistir. Bu gruplar ve

yapilan ila¢ uygulamalar1 asagidaki tabloda yer almaktadir.
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Tablo 3.1. Deney gruplarina gore ila¢ uygulamasi

Deney Grubu n Uygulama
I (Kontrol) 6 | Serum fizyolojik (intraperitoneal (i.p) ): Deneyler
siiresince her giin
II (MCT) 6 | 60 mg/kg MCT (i.p) (Baybutt ve Molteni, 1999)

III MCT+PDTC) |6 |60 mg/kg MCT (i.p): Deneylerin birinci giinii, tek
uygulama

100 mg/kg PDTC (i.p) : 3. ve 28. giinler arasinda her giin,
giinde bir kez, tedavi amagl (Sawada ve ark., 2007)

3.4. Orneklerin ahmmasi

3.4.1. Histopatolojik inceleme icin 6rnek hazirlanmasi

Sicanlar sakrifiye edilerek, kalp, sag akciger ve pulmoner arter doku drnekleri
izole edilmistir. Sag akciger ve pulmoner arter doku Ornekleri serum fizyolojik ile
yikandiktan sonra, histopatolojik inceleme icin % 10’luk formalin tampon ¢ozeltisine
alinmis ve tespit edilmigtir. Kalpler ise sag ventrikiil hipertrofisinin degerlendirilmesi
icin ayrilmisg; sag ventrikiiliin, sol ventrikiil ve septal duvardan diizgiin bicimde

ayrilmasi saglanmigtir. Daha sonra her iki parga ayr1 ayr1 tartilmigtir.

3.4.2. Biyokimyasal analizler icin 6rnek hazirlanmasi

Biyokimyasal analizler i¢in siganlar sakrifiye edilirken daha 6nceden EDTA
ile yikanmis enjektorlerle kan ornekleri de alinmis ve  EDTA’l tiiplere konmustur.
ETDA’ll kanlar 3000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildikten sonra, plazmalar1
ayrilarak ependorf tiiplerine alinmis ve daha sonra yapilacak analizler icin —80
°C’deki derin dondurucuda saklanmuglardir. Akcigerlerden alinan doku orneklerinin
bir kismi1 da soguk serum fizyolojik ile yikandiktan sonra, aluminyum folyoya
sartlarak sivi azotta dondurulmus ve biyokimyasal ¢aligmalar yapilana kadar —80

°C’de saklanmustir.
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3.5. Biyokimyasal Cahismalar

3.5.1. Akciger dokusunda MDA ve TAK tayini

Bu grup deneylerin yapilabilmesi ic¢in sicanlardan aliman akciger Ornekleri
tartilmis ve daha sonra 1:10 (a/h) oraninda, pH 7.4’deki % 0.05 sodyum azit iceren
100 mmol/L fosfat tamponunda homojenize edilmistir. islem sonunda elde edilen
homojenatlar 4000 rpm’de, 10 dk siireyle santrifiij edilerek siipernatantlar elde
edilmistir. Siipernatantlar daha sonra MDA ve TAK diizeylerinin 6l¢iimii icin

kullanilmastir.

MDA tayini:

Akciger dokusundaki lipit peroksidasyonu, MDA olusumunu &lcen
Tiyobarbitiirat (TBA) Reaksiyonu ile belirlenmistir (Ohkawa ve ark., 1979). Bu
yontem, MDA’ ’nm asidik ortamda tiyobarbitiirik asit ile olusturdugu pembe rengin

optik dansitesinin 535 nm’de Ol¢iilmesi prensibine dayanmaktadir.

Deneylerde, akciger dokusundan elde edilen homojenatlarin 0.5 ml’si, 10
ml’lik kapakli cam deney tiiplerine konularak iizerlerine 3 mL %1’ lik(h/h) fosforik
asit ve 1 mL %0.6’lik (a/h) TBA soliisyonu eklenmistir. Ornekler karistirma
isleminden sonra 45 dakika kaynar su banyosunda bekletilmistir. Sogutmadan sonra
iizerlerine 4 ml n-Butanol eklenerek karistirilmistir. Ornekler 3000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra, siipernatant Olciimler icin ayrilmistir. siipernatantin
absorbansi, 535 nm dalga boyunda, spektrofotometrede, suya karsi (kor)
okutulmustur. Standart olarak kullamilan 1,1,3,3-tetractoksipropan, 5-20 nmol/ml
aras1 konsantrasyonlarda hazirlanmis ve cizilen kalibrasyon grafiginden, numunedeki
MDA miktar1 nmol/ml olarak hesaplanmistir. Sonuglar pumol/mg protein doku olarak

verilmistir.

Toplam Antioksidan Kapasite tayini:

Toplam Antioksidan Kapasite’yi belirlemek i¢in ImAnOx ticari Kkiti

kullanilmigtir.  ImAnOx ticari kiti, in-vitro calismalarda kullanilabilen, Toplam
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Antioksidan Kapasite’nin (TAK) kantitatif tayininde kullanilmak iizere tasarlanmis
bir fotometrik test sistemidir. Bu sistemde antioksidan kapasitenin tayin edilmesi,
numunedeki antioksidanlarn, belirli miktardaki ekzojen hidrojen peroksit ile
reaksiyon vermesi esasmna dayanmaktadir. Numunedeki antioksidanlar, saglanan
hidrojen peroksitin belirli bir miktarin1 elimine etmektedir. Kalan hidrojen peroksit,
TMB (kromojen)’nin renkli bir iirline doniisiimiinii iceren enzimatik bir reaksiyonla,
fotometrik olarak tayin edilebilmektedir. Bu yontemde belirli bir zaman araliginda,
uygulanan ve Olgiilen peroksit konsantrasyonlar1 arasindaki fark, Ornekteki

antioksidanlarin reaktivitesi (antioksidan kapasite) ile orantilidir.

Reaktiflerin hazirlanmasi ve saklanmasi:

Tiim reaktifler, 2-8°C’de, kalibrator (CAL) ve kontroller (CTRL1 ve
CTRL2) ise -20°C’de saklanmiglar ve ImAnOx kiti kullanim kilavuzunda belirtilen
sekilde calisma i¢in hazirlanmislardir. Daha sonra numunelerdeki Olciim yine
ImAnOx kit kullanim kilavuzunda belirtilen yonteme uygun olarak asagidaki gibi
yapilmistir:

1. 10’ar pl numune, kalibrator (CAL) ya da kontrol (CTRL 1, CTRL 2); uygun
kuyucuklara pipetlenmistir (Ornekler ve kalibrator 4 kuyucuga pipetlenmistir.
2 kuyucuk enzimli 6l¢iim, 2 kuyucuk enzimsiz dl¢iim i¢in).

100 pl Reaktif 1 eklenmistir.

37°C’de, 10 dakika boyunca enkiibe edilmistir.

100’er ul Reaktif 2a ve Reaktif 2b, sirayla eklenmistir.
Oda sicakliginda, 5 dakika boyunca enkiibe edilmistir.
50 pl Stop soliisyonu (STOP) eklenmistir.

A R o

Stop soliisyonu eklenmesinin hemen ardindan, 450 nm de ELiZA okuyucuda

optik dansiteleri 6l¢tilmiistiir.

Sonuclarin degerlendirilmesi:

Enzimli ve enzimsiz Olgiilen numune degerleri arasindaki fark (AOD),

Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) ile ters orantilidir. AOD degerini bulmak i¢in,
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numunelerin enzimli Ol¢iilmiis OD degerlerinden, enzimsiz Sl¢iilmiis OD degerleri

cikartilmigtir. Daha sonra TAK, asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

TAK (umol/1)=392-(392-Kalibrator Konsantrasyonu)* AODnumune
AODxalibrater

3.5.2. Kanda hematokrit tayini

Kan ornekleri heparinli tiiplere alinmis ve bir siire calkalanmistir. Ardindan
hemen santrifiijlenerek (10 dk, 3000 rpm), elde edilen plazma ependorf tiiplerine
alimmistir. Daha sonra sogutucu tasiyicilarla laboratuvara getirilerek, hematokrit
Olciimleri i¢in kullanilmistir. Hematokrit degerleri, hemo-counter kullanilarak

gergeklestirilmigtir.

3.6. Histopatolojik Cahismalar

3.6.1. Sag ventrikiil hipertrofisinin degerlendirilmesi

Kalpte, sag ventrikiil agirligmin, sol ventrikiil ve septal duvarin toplam
agirligina orani, sag ventrikiil hipertrofisinin degerlendirilmesi i¢in bir 6l¢ii olarak
kullanilmistir. Arastrmamizda sag ventrikiil hipertrofisinin gelismis olmast,

pulmoner hipertansiyonun gostergesi olarak kabul edilmistir.

3.6.2. Akciger doku orneklerinin histopatolojik olarak incelenmesi

1 hafta boyunca, %10’luk formalin c¢ozeltisi ile tespit edilen doku
orneklerinin tiimii takibe almarak parafin bloklar hazirlanmigtir. Bu parafin
bloklardan her doku 6rnegi icin 4 pm kalinliginda seri kesitler hazirlanmistir. Daha
sonra kesitlerin, 151k mikroskobunda incelenmesi icin rutin protokol kullanilarak,
Hemotoksilen Eozin (HE) boyasi ile boyanmistir (Allen, 1992). Yine standart
protokoller uygulanarak, bazi kesitler, kolajen lifler i¢cin, Mason Trikrom boyasi;
elastin i¢cin Van Gieson boyasi ile boyanmistir (McElroy, 1992a, b). Hazirlanan

ornekler, gruplara kor olan bir patolog tarafindan, 151k mikroskobunda incelenmistir.
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Akcigerlerdeki patolojik degisikliklerin derecesini ifade edebilmek icin,
yapilan semikantitatif degerlendirmede, hasar skor puanlar1 hesaplanmistir (Molteni
ve ark, 1985, 1986; Baybutt ve Molteni, 1999). Her bir akciger icin, septal ve intra-
alveolar kanama (hemoraj) ve konjesyon, enflamasyon ve intraalveolar septa ve
damar duvarlarinda kolajen birikiminin varligi ve derecesi belirlenmisir. Bu hasarlar1
skorlayabilmek i¢in kulllandigimiz yontemde, + (belirgin hasar gostergesi) ile + +
+ + (cok ciddi ve genis capta hasar, parenkimanin biiyiik bir boliimiiniin yok olmasi)
arasinda degisecek sekilde bir degerlendirme yapilmistir. Ayrica + sembolii, bazi
bolgelerin hasarli (art1 igareti), bazi bolgelerin hasarsiz (eksi isareti) oldugunu
belirtmek i¢in kullanilmigtir. Daha sonra ‘0’ sembolii, normal doku goriiniimii olarak
degerlendirilmis ve isaretlere sayisal degerler atanmistir: bir + sembolii 10 puan, bir
+ sembolii 5 puan ve bir ‘0’ sembolii O puan olarak kabul edilmistir. Bulgular

kisminda degerlendirmeler sayisal olarak ifade edilmistir.

3.7. Bulgularin Degerlendirilmesi

Deneylerde elde edilen sonuglar, ortalama # standart hata olarak ifade
edilmistir. Gruplar arasindaki farkin saptanmasi i¢in tek yoOnlii varyans analizi
(ANOVA) vyapilmig, anlamliik saptanmigsa post test olarak Tukey testi
kullanilmistir (p<0.05).
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4. BULGULAR

4.1. Sag Ventrikiil Hipertrofisi

Arastirmamizda siganlarda pulmoner hipertansiyon olusturmak amaciyla
kullandigimiz MCT (60 mg/kg i.p) enjeksiyonuna bagh olarak, sag ventrikiil
hipertrofisinin olustugu saptandi. Tablo 4.1.’de goriildiigii gibi, kontrol grubundaki
sicanlarin ortalama Sag Ventrikiil/Sol Ventrikiil+Septum orani (Sag V/Sol V+5) 0,24
+ 0,01 iken, MCT grubundakiler i¢in bu deger 0,33 + 0,01 bulunmustur. iki grup
arasindaki fark, istatiktiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Buna karsihk MCT
enjeksiyonuna bagli olarak olusan sag ventrikiil hipertrofisinin, 100 mg/kg/giin
PDTC (i.p) ile tedavi edilen sicanlarda anlamli bir sekilde azaldigi saptanmistir. Bu
grupta Sag V/Sol V+S oran1 0,26 + 0,01 olarak belirlenmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. (Sag Ventrikiil) / (Sol Ventrikiil+Septum) oran

Deney Grubu n Sag V/Sol V+S
Kontrol 6 0,24 £ 0,01
MCT 6 0,33+0,01°
MCT+PDTC 6 0,26 + 0,02

#p<0.05, Kontrol ve MCT gruplar1 arasindaki farkin anlamlihgi, *p<0.05, MCT ve
MCT+PDTC gruplari arasindaki farkin anlamliligi.

4.2. Hematokrit

Kontrol grubunda ortalama 39,7 + 1,3 olan hematokrit degerinin, pulmoner
hipertansiyon olusturulan grupta ortalama 50,3 * 0,7 diizeyine kadar yiikseldigi
gozlenmistir (Tablo 4.2). Bu iki grubun hematokrit degerleri arasindaki fark,
istatiktiksel olarak anlamli bulunmustur. PDTC tedavisi ile hematokrit degerlerinde

anlaml bir diisiis olustugu anlasilmistir (40,2 £1,7).

Tablo 4.2. Hematokrit degerleri

Deney Grubu n Hematokrit
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Kontrol 6 39,7+1,3

MCT 6 50,3+0,7

MCT+PDTC 6 40,2 £1,7°

#p<0.05, Kontrol ve MCT gruplar1 arasindaki farkin anlamlihgi, *p<0.05, MCT ve
MCT+PDTC gruplari arasindaki farkin anlamliligi.

4. 3. Toplam Antioksidan Kapasite (TAK)

Deneylerimizde kontrol grubu ve MCT uygulamas: yapilan gruplarda TAK
diizeyleri acisindan 6nemli bir degisiklik belirlenememistir (0,78 + 0,06 umol/mg
protein’den 0,80 = 0,03 pmol/mg protein’e ¢ikt1). Ancak PDTC ile tedavi edilen
sicanlarda, TAK diizeylerinde istatiktiksel olarak anlamli bir artis gdzlenmistir (0,91
1 0,06 umol/mg protein) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. TAK degerleri

Deney Grubu n TAK (umol/mg protein)
Kontrol 6 0,78 = 0,06
MCT 6 0,80 £ 0,03
MCT+PDTC 6 0,91 £0,06™

#p<0.05, Kontrol ve MCT+PDTC gruplar1 arasindaki farkin anlamliligi, p<0.03,
MCT ve MCT+PDTC gruplar: arasindaki farki anlamlilig:.

4.4. Doku MDA

MCT enjeksiyonu yoluyla pulmoner hipertansiyon olusturulmus si¢canlarda,
kontrol grubuna gore doku MDA diizeyinin belirgin sekilde yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Tablo 4.4’de goriildiigii gibi, kontrol grubundaki siganlarin ortalama
MDA diizeyi 0,022 £ 0,001 umol/mg protein iken, MCT grubundakilerin ortalama
MDA diizeyi 0,031 £ 0,001 umol/mg protein olarak belirlenmistir. PDTC ile tedavi
ise bu artis1 anlaml bir sekilde inhibe etmistir (0,026 £ 0,001 umol/mg) (Tablo 4.4).
Tablo 4.4. Doku MDA degerleri
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Deney Grubu n MDA (umol/mg protein)
Kontrol 6 0,022 £ 0,001
MCT 6 0,031 +0,001"
MCT+PDTC 6 0,026 +0,002*

#p<0.05, Kontrol ve MCT gruplar1 arasindaki farkin anlamlihgi, *p<0.05, MCT ve
MCT+PDTC gruplari arasindaki farkin anlamliligi.

4.5. Histopatolojik bulgular

Arastirmamizda akcigerlerdeki morfolojik degisiklikler hemoraji, konjesyon,

enflamasyon,

septa

ve damarlarda

kollajen birikim diizeyleri

acisindan

degerlendirilmistir. Bu degisikliklerin semikantitatif degerlendirilmesi Tablo 4.5°de

ve Sekil 4.1, 4.2, 43 ve 4.4’de verilmistir. Buna gore MCT ile pulmoner

hipertansiyon olusturulmus grupta, tiim degerlendirme kriterlerimiz agisindan

kontrole gore anlaml artiglar saptanmistir. Diger taraftan MCT+PDTC grubunda

hemoraji/konjesyon ve enflamasyonda anlamli bir azalma belirlenmis, kollajen

birikimi gézlenmemistir (Tablo 4.5, Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4).

Tablo 4.5. Akcigerlerdeki morfolojik degisikliklerin semikantitatif degerlendirilmesi

Deney Grubu n | Hemoraji/Konjesyon | Enflamasyon | Kollajen Depolanmasi
Kontrol 6 2,5%+1,1 0,0+0,0 0+0

MCT 6 2042,6° 23,344,9" 10+2,2°
MCT+PDTC 6 5,0+1,3% 6,7+1,17 0£0

#p<0.05, Kontrol ve MCT gruplar1 arasindaki farkin anlamlihgi, *p<0.05, MCT ve
MCT+PDTC gruplari arasindaki farkin anlamliligi.
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Sekil 4.1. Normal Akciger Dokusu (H&Ex100)
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Sekil 4.2. (A) MCT’ye bagli yogun hemoraji gelismis akciger dokusu
(H&Ex400) (B) MCT ile pulmoner hipertansiyon olusturulup PDTC ile tedavi
edilen sicanlarin akcigerinde hemoraji (H&Ex400).
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Sekil 4.3. (A) MCT’ye bagli yogun enflamasyon gelismis akciger dokusu
(H&Ex400), (B) MCT ile pulmoner hipertansiyon olusturulup PDTC ile tedavi
edilen sicanlarin akcigerinde hafif enflamasyon (H&Ex400)
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Sekil 4.4. (A) MCT’ye bagl kollajen depolanmasi (H&Ex400), (B) MCT ile
pulmoner hipertansiyon olusturulup PDTC ile tedavi edilen sicanlarin akcigerinde
kollajen depolanmas1 (H&Ex400)
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S. TARTISMA

PH, klinik olarak pulmoner arter basmcinin yiiksekligi ile; histopatolojik
olarak da vaskiiler proliferasyon, fibrozis ve yeniden yapilanma siireci ile
karakterize, karmasik bir hastaliktir. Giiniimiizde etkin ve kesin bir tedavisi olmayan
bu hastalik i¢cin ortalama yasam siiresinin ii¢ yildan kisa oldugu bilinmektedir.
Arastirmalar, PH patogenezinde pulmoner damarlarda endotel fonksiyonlarinda
bozulma, vazokonstriktor maddelerin sentez ve saliverilmesinde artma yaninda
enflamasyon ve ona baglh degisiklikler iizerinde durmaktadir. Bunlarin yanm sira

oksidatif stresin de bu patogeneze katildig1 anlasilmstir.

Son yillarda, enflamatuvar bir siire¢ olarak degerlendirilen PH’de NF-xB’nin
roliine iliskin arastirmalar dikkati cekmektedir (Sawada ve ark., 2007, Huang ve ark.,
2008). Bu nedenle biz de calismamizda MCT bagimli PH’de oksidatif stres,
enflamasyon ve bagl siirecler agisindan NF-kB inhibitorii PDTC’nin etkinligini
degerlendirmeyi amagcladik. Sonug¢larimiz PDTC uygulamasina bagh olarak;
1.Hematokrit degerlerinin normallestigini ve sag ventrikiil hipertrofisinin onlendigini
2. Lipit peroksidasyonunun inhibe edildigini, 3. Akcigerlerde enflamasyon, hemoraji,
konjesyonun azaldigmi ve kollajen depolanmasinin engellendigini ortaya

cikartmustir.

Bu arastirmada, sicanlarda PH olusturmak icin tek doz MCT (60mg/kg)
uygulamasi yontemi tercih edilmistir. Giiniimiizde PH’ nin patogenezini anlamak ve
yeni tedavi stratejileri gelistirebilmek amaciyla kullanilan deneysel modeller arasinda
MCT uygulamasi en ¢ok tercih edilen iki yontemden biri olarak dikkat cekmektedir
(Campian ve ark., 2006). Makrosiklik yapida bir pirolizidin alkaloidi olan MCT,
akcigerlere selektif bir etki gostermektedir. Onceleri bu etki intrinsik toksisite olarak
aciklanmistir. Ancak bugiin MCT enjeksiyonuna bagli pnomotoksisitenin akcigere
tasinan pirol metabolitleri ile iligkili oldugu anlagilmistir (Wilson ve ark., 1992). Bu

reaktif metabolitlerin ilk hedefinin de pulmoner damar endoteli oldugu gosterilmistir.
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Damar endotel hiicrelerinin fonksiyonlarinda bozulma, insanda PH gelisiminde de
cok Onemli bir durumdur (Loscalzo, 1992; Tuder ve ark., 1994). Arastirmalar
MCT’ye bagh PH’de, ET-1 gibi vazokonstriktor maddeler, NO ve PGI, gibi
vazodilator maddeler ve sitokinlerin roliine de dikkat ¢ekmektedir (Tanino, 2001).
Diger taraftan sicanlarda MCT’ye bagli olarak mediyal hipertrofi, enflamatuvar
adventisyal yeniden yapilanma, pulmoner ©6dem ve endotelial apopitoz da
gelismektedir (Naeije ve Dewachter, 2007). MCT bagimli PH’de (insandaki PH’ye
gore) tipik pleksiform lezyon bulgular1 agisindan farklar olsa bile PH’nin
patofizyolojisini anlamak acisindan bu yontem kolay uygulanabilir, elverisli bir

model olarak degerlendirilebilir.

Arastirmamizda MCT’ye bagli PH gelisiminin gostergesi olarak siganlarda
sag ventikiil hipertrofisi olusmasi degerlendirilmistir. Buna gore MCT’ye bagl
olusan sag ventrikiil hipertrofisi (0,2410,01 ve 0,3320,01, n=6) PDTC tedavisi alan
grupta anlamli bir sekilde engellenmistir (0,26 10,02, n=6). Bu bulgumuz daha 6nce
yapilan arastirmalarin sonucuyla benzerlik gostermektedir (Sawada ve ark., 2007,
Huang ve ark., 2008). Spesifik bir NF-kB inhibitorii olan PDTC nin ayn1 zamanda
antioksidan ozellikleri de gosterilmistir (Sunderman, 1991; Topping ve Jones, 1988).
Antioksidanlarm, PH modellerinde sag ventrikiil hipertrofisini engelleyebildikleri
amimsandiginda (Langleben ve ark., 1989, Baybutt ve Molteni, 1999), elde ettigimiz
sonug¢ sasirtict degildir. Bu bulgularla uyumlu olarak calismamizda PH’ye bagh
olarak yiikselen hematokrit degerlerinin (39,7 = 1,3 ve 50,3 = 0,7, n=6) PDTC

tedavisi sonucu normallestigini de belirledik(40,2 £1,7, n=6).

MCT bagimli PH modelinde gii¢lii bir enflamatuvar yanit ve (Cowan ve ark.,
2000) oksidatif stresten kaynaklanan hasarin s6z konusu oldugu gosterilmistir (Aziz
ve ark., 1997). Hem MCT’ ye bagh olarak hem de baska deneysel PH modellerinde
lipid peroksidasyonunda artis gelismesi pek c¢ok arastirma grubunun bulgulari
arasinda yer almaktadir (Uzun ve ark., 2006, Jin ve ark., 2008, Cui ve ark., 2009).
Bizim bulgularimiz da bu yOndedir. Deneylerimizin sonucuna gore akciger
dokusunda, MCT enjeksiyonuna bagl olarak MDA diizeyleri 0,022+0,001 pmol/mg
protein’den 0,031£0,001 umol/mg protein’e (n=6) cikmustir. Bu artis MCT
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uygulamasindan sonra PDTC ile tedavi ettigimiz siganlarda 0,026%0,002 pmol/mg
protein diizeyine gerilemistir. PDTC’ nin lipid peroksidasyonunun bir gostergesi
olarak MDA diizeylerindeki artis1 inhibe edebildigini gdsteren baska arastirmalar da
vardir (Tian ve ark., 2006; Kabay ve ark., 2007). Bu arastirmalar bizim deneysel
modelimizle birebir Ortiisen caligmalar degildir. Bununla birlikte elde edilen veriler
PDTC’nin antioksidan o0zelliklerini desteklemektedir. Deneylerimizde TAK
diizeyleri agisindan da bir degerlendirme yapilmis, kontrol ve MCT uygulamasi
yapilan gruplar arasinda anlamli bir fark belirlenemezken (0,78 + 0,06 umol/mg
protein’den 0,80 + 0,03 pmol/mg protein’e ¢ikt1); PDTC ile tedavi edilen siganlarda,
TAK diizeylerinde istatiktiksel olarak anlamli bir artis saptanmustir (0,91 = 0,06
umol/mg protein). Sonug¢ olarak, deneylerimizin bu asamasit MCT bagimli PH-

oksidatif stres iligkisini ve PDTC’ nin antioksidan 6zelliklerini dogrulamaktadir.

Calismamizin bulgulari, akcigerlerde olusan patolojik degisimler agisindan
degerlendirildiginde; MCT ile olusturdugumuz PH’de akcigerlerde enflamasyon,
hemoraji, konjesyonun olustugu ve kollajen depolanmasinin arttig1 sonucu ortaya
cikmistir. Hem MCT hem de hipoksiye bagli olarak olusturulan deneysel PH
modelleri ile birlikte degerlendirildiginde; bulgularimizin daha 6nceki arastirmalarin
sonuclart ile benzer oldugu anlasilmaktadir (Baybutt ve Molteni, 1999; Uzun ve ark.,
2006). Deneylerimizin bu boliimiinde yukarida sozii edilen MCT ye bagh patolojik
degisikliklerin PDTC ile onlenebilecegi anlasilmistir. PDTC’nin antienflamatuvar
olarak etkisi iki ac¢idan tartigilabilir. Bunlardan birt PDTC’nin antioksidan ozelligi
digeri de PDTC’nin spesifik ve potent bir NF-kB inhibitorii olmasidir.

PDTC hem bir metal selatorii, hem de antioksidan o6zelliklere sahip bir
ditiyokarbamattir (Sunderman, 1991; Topping ve Jones, 1988). Tiyol gruplarinin
genellikle HOCI siipiiriiciisii oldugu dikkate alindiginda stabil bir ditiyokarbamat
olarak PDTC’nin de antioksidan etkilerini kismen HOCI siipiiriiciisii olarak
gosterdigi diisiiniilebilir (Zhu ve ark., 2002). Antioksidanlarin PH’ye bagli yukarida
sayilan patolojileri olumlu yonde degistirebilecegine iliskin bilgiler hem MCT hem
de PH’nin baska deneysel modellerinde daha once de gosterilmistir (Baybutt ve

Molteni, 1999; Uzun ve ark., 2006).
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PDTC’nin PH’de enflamasyona karsi koruyucu bir madde olmasi, sadece
antioksidan 6zelligi ile ac¢iklanamaz. Ciinkii PDTC ayni zamanda potent bir NF-kB
inhibitoriildiir. PDTC’nin IL-1, TNF, PMA ve LPS tarafindan yapilan NF-xB
aktivasyonunu inhibe ettigini gosteren arastirmalar da bulunmaktadir (Schreck ve
ark., 1992). Bir NF-kB inhibitorii olarak PDTC’nin antienflamatuvar etkileri de
degisik caligmalarla ortaya konmustur (Blackwell ve ark., 1996; D’ Acquisto ve ark.,
2002; Kwak ve ark., 2008). Bu bilgilere dayanarak enflamatuvar bir siire¢ olarak
degerlendirilebilecek PH’nin de, enflamasyona ait bulgular1 inhibe etmesi

beklenebilir. Nitekim bizim bulgularimiz da bu yondedir.

PH’ye bagh akciger patolojisinde pulmoner damarlarda yapisal ve
fonksiyonel degisiklikler, anormal bag doku depozisyonu, akcigerde asir1 kollajen
olusumu ve elastin sentezi s6z konusudur (Kerr ve ark., 1987; Botney ve ark., 1993).
Arastirmamizda, MCT ile olusturdugumuz PH modelinde, daha onceki gozlemlere
benzer sekilde biz de kollajen depolanmasi olustugunu goézlemledik. Ancak bu
durum PDTC ile tedavi ettigimiz sicanlarda Onlenmistir. PH’de artan lipit
peroksidasyonu, fibrojenik sitokinlerin ve buna bagh olarak da kollajen sentezinin
artisina neden olmaktadir. Antioksidanlar bu siireci engelleyebilirler (Poli and Parola,
1997; Uzun ve ark., 2006). Bizim calismamizda da PDTC etkinligi bu kapsamda

degerlendirilebilir.

Sonug olarak; calismamizda MCT ile olusturulan PH’de akciger hasarinin
nedenlerinden biri olarak goriilen lipit peroksidasyonundaki artisimn, PDTC ile
engellenebildigi; TAK degerlerinin ise yiikseldigi gosterilmistir. PDTC, PH’nin bir
sonucu olarak sag ventrikiil hipertrofisi gelismesini de onlemektedir. Potent bir NF-
kB inhibitorii olan PDTC, akcigerlerde MCT’ye bagli olarak gelisen enflamasyonu
belirgin sekilde azaltmakta ve kollajen depolanmasini da inhibe etmektedir.
Bulgularimiza dayanarak, PDTC’nin, PH’nin olas1 tedavi secenekleri iginde

arastirmaya ve gelistirmeye deger bir molekiil oldugu sonucuna varabiliriz.
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6. SONUC

Arastirmamizda, monokrotalinle olusturulmus deneysel PH modelinde NF-

kB inhibitorii PDTC’nin tedavi edici etkinliginin degerlendirilmesi amag¢lanmustir.

Bu amacla, oncelikle, PDTC nin etkinligi doku diizeyinde, lipit peroksidasyonu ve

Toplam antioksidan durum agisindan degerlendirilmistir. Ikinci asamada ise PDTC

tedavisinin akciger dokusunda PH’ye bagh patolojiyi etkileyip etkilemedigi

arastirilmistir. Sonug¢larimiz monokrotalinle olusturulmus deneysel PH modelinde

PDTC tedavisinin;

1.

A

Hematokrit degerlerini normallestirdigini ve sag ventrikiil hipertrofisini
onledigini,

Lipit peroksidasyonunu inhibe ettigini,

Akcigerlerde hemoraji ve konjesyonu azalttigini,

Enflamasyonu azalttigini,

Kollajen depolanmasini engelledigini gdstermektedir.

Arastirmamizin  bulgulari, NF-kappa B - oksidatif stres iliskisinin

degerlendirilmesi acisindan, bundan sonraki calismalara ve PH tedavisine yeni

yaklagimlar getirmesi bakimindan degerli olacaktir.
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