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OZET

FAREDE BLEOMISIN iLE OLUSTURULAN DENEYSEL AKCiGER
FIBROZIS MODELINE KARSI 3,4-LAKTO SIKLOASTRAGENOL
MOLEKULUNUN ETKIiSiNIN DEGERLENDIRILMESI

DAYIOGLU, Biisra

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Aylin SENDEMIR
Ikinci Tez Danigmant: Prof. Dr. Yigit UYANIKGIL

Ocak 2021, 139 sayfa

Idiyopatik akciger fibrozis (IAF) patogenezi belirsiz, etkin tedavisi olmayan ve
yaslanma ile iliskilendirilen kronik akciger hastaligidir. Hiicre yaslanmasinda tetikleyici
faktorlerden biri oksidatif strestir ve IAF’de roli oldugu bilinmektedir. Bu tez
caligmasinda, bleomisin (BLM) ile indiiklenen fare akciger fibrozis modelinde E-CG-01
(3,4-lakto-sikloastragenol) molekiiliiniin protektif etkisi antioksidan 6zelligi agisindan
incelendi. Akciger fibrozisi, Hematoksilen-Eozin, Masson Trikrom boyama ve
immunohistokimyasal boyamalar (TGF-betal, Tip | kollajen, Ki-67, gama-H2AX
belirtegleri i¢in) ile degerlendirildi. Ayrica katalaz ve SOD enzimlerinin aktivite
analizleri, total oksidan seviyesi (TOS), total GSH ve MDA seviyelerinin ¢lgtimleri ve
niikkleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktor 2 (Nrf2) igin western blot analizi yapild.
Sonugta, histoloji analizlerinde molekiiliin ti¢ farkli dozunun da BLM kontrol grubuna
kiyasla fibrozisin ilerlemesine karsi proflaktik etki sagladigi belirlendi. Ancak sadece
yiiksek dozda uygulanan molekiiliin Nrf2 niikleer translokasyonunu arttirdigi ve TOS u

azalttig1 gorildi.

Anahtar Kelimeler: Akciger Fibrozis, Sikloastragenol, C57BL/6, Bleomisin,
Oksidatif Stres






ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECT OF 3,4-LACTO
CYCLOASTRAGENOL MOLECULE AGAINST BLEOMYCIN
INDUCED EXPERIMENTAL PULMONARY FIBROSIS MODEL IN
MICE

DAYIOGLU, Biisra

M.Sc. in Bioengineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Aylin SENDEMIR
2" Supervisor: Prof. Dr. Yigit UYANIKGIL

January 2021, 139 pages

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is an aging-related, chronic lung disease, with
unclear pathogenesis and no effective treatment. One of the triggering factors in cell aging
is oxidative stress and it is known to have a role in IPF. In this thesis, the protective effect
of E-CG-01 (3,4-lacto-cycloastragenol) molecule in terms of its antioxidant properties
was evaluated in bleomycin (BLM) induced mice lung fibrosis model. Fibrosis was
examined by Hematoxylin-Eosin, Masson Trichrome and immunohistochemical staining
for TGF-betal, Type | collagen, Ki-67, gama-H2AX markers. Activity analysis of
catalase and SOD enzymes, measurement of total oxidant (TOS), total GSH and MDA
levels and western blot analysis for Nrf2 were performed. In histology analysis, it was
determined that all three different doses of the molecule provided prophylactic effect
against the progression of fibrosis compared to the BLM control group. However, it was
observed that only the molecule applied in the high dose increased Nrf2 nuclear

translocation and decreased TOS.

Keywords: Lung Fibrosis, Cycloastragenol, C57BL/6, Bleomycin, Oxidative

Stress
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ONSOZ

Bu c¢alismada heniiz etkin bir tedavisi bulunamamuis, 6limcil bir hastalik olan
idiyopatik akciger fibrozisi hastaligi ele alindi. Bu tez ¢aligmasi ile amacim, bu hastaligin
patogenezi ile ilgili mevcut hipotezlerden yola ¢ikarak bu hastalifa karsi proflaktik etki
gosterme potansiyeli oldugu diisiiniilen, Prof. Dr. Erdal Bedir ve ekibi tarafindan ulusal
ve uluslararasi patent basvurular1 gergeklestirilmis E-CG-01 molekiilii ile ilgili olarak

literatiire katki saglayabilmek olmustur.

Biisra DAYIOGLU
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1.GIRIS

Kriptojenik fibrozis olusturan alveolit olarak da bilinen “idiyopatik akciger
fibrozisi” (IAF) kotii prognoz ve sinirl tedavi secenekleri ile taniy1 takiben 2-5 yillik
ortalama sagkalim siiresi olan, cogunlukla yaslilar1 etkileyen kronik, ilerleyici bir akciger
hastaligidir. “Idiyopatik” ifadesinin ima ettigi gibi IAF'nin dogal seyri tam olarak
bilinmemektedir (Carrington et al., 2018; Mouratis and Aidinis, 2011). IAF egzersize
bagli nefes darligi, kalict kuru ksiiriik ve dispne ile kendini gosterir ve radyolojik olarak
belirgin bir bal petegi ve normal interstisyel pndmoninin histolojik modeli ile karakterize
edilir (Mouratis and Aidinis, 2011).

IAF'nin sebebi tam olarak bilinmemektedir. Yaslanma ile birlikte, sigara kullanima,
cevresel maruziyetler (silika, metal tozlar1 vd.), mikrobiyal patojenler, Epstein-Barr gibi
baz1 viriisler ve genetik faktorlerin IAF gelisiminde rol alan potansiyel riskler oldugu
belirtilmektedir. {AF'nin patogenezi ile ilgili arastirmalara ve hipotez gelistirilmeye
devam edilmektedir (Glassberg, 2019).

IAF’nin diinya genelinde her 100.000 insandan 13-20 kiside gériildiigii ve 3 milyon
kisiyi etkiledigi tahmin edilmektedir. IAF interstisyel akciger hastaliklarmmn %55’ini
olusturmaktadir. Hastaligin sporadik formu ailevi akciger fibrozisine gore daha sik

goriilmektedir (Genetics Home Reference, 2019; Glassberg, 2019).

IAF’nin heniiz tedavisi bulunamanustir ancak, antifibrotik ajanlar olan Nintedanip
ve Pirferidon’un hastaligin erken evrelerinde hastaligin ilerlemesini yavaslattigi
gosterilmistir. Ancak hastaligin ileriki seviyelerinde heniiz tek secenek akciger naklidir
(Glassberg, 2019). Oliimciil saglik sorunlarindan biri olan IAF’nin sebebini olusturan
mekanizmalarin, IAF hastalik modelleri iizerinden aydinlatilmasi ve tedavi yontemlerinin

incelenmesi gliniimiizde olduk¢a dnem tagimaktadir.

Lenfomalar, bag-boyun skuamoz hiicreli karsinomlar, testis karsinomu, yumurtalik
kanseri ve malign plevral eflizyonlar gibi gesitli neoplastik hastaliklari tedavi etmek i¢in

kullanilan bir kemoterapdtik ajan olan bleomisinin (BLM) insanlarda akciger fibrozisine



yol acabileceginin onaylanmasi, deneysel modellerde kullanilmasina neden olmustur ve
kirk yildir, BLM-indiiklii modeller en sik uygulanan deneysel akciger fibrozisi modelleri
olmustur. BLM uygulamasi, DNA sarmal kiriklari, oksidatif stresin indiiklenmesi ve
serbest radikallerin olusumu sonucu dogrudan hiicre hasari ile sonuglanir. Hiicre nekrozu
ve/veya apoptozu sonrasi iltihaplanma ve fibrozis gelisimi meydana gelir (Della Latta et
al., 2015; Moore et al., 2013).

Klinik 6ncesi calismalar agisindan klinik olarak IAF’ye en yakin modelin yash
fareler oldugu belirtilmistir ve bugiine kadar model olarak kolay kontrol edilebilir olmas1
sebebiyle 6zellikle fareler olmak iizere siklikla kemirgenler kullanilmistir. BLM ye kars1
gergeklesen yanit farenin tiiriine bagli olarak degisiklik gostermektedir. Balb/c irk1 fareler
belomisine kars1 direcli iken C57BL/6 k1 fareler BLM’ye daha fazla duyarlilik gosterir.
Bu sebeple akciger fibrozisi modelinde genellikle C57BL/6 1rk1 fareler kullanilmaktadir
(Moore et al., 2013; Tashiro et al., 2017).

Bu tez calismasinda C57BL/6 ki farelerde IAF BLM’nin ile indiiklenmistir.
Olusturulan IAF hastalik modelinde, telomeraz aktivatorii ve antioksidan dzelligi oldugu
bilinen sikloastragenol molekiiliiniin fibrozis olusumuna etkisi incelenmistir. Bu ¢alisma
sonucunda elde edilen veriler, IAF’in oksidatif stres ve telomeraz aktivitesiyle iliskisi ve

hastaligin olusum sebeplerinin aydinlatilmasi ag¢isindan yol gosterici olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Solunum Sisteminin Embriyolojisi

Zigot uterus tiipiinden uterusa dogru ilerlerken ‘yariklanma (cleavage)’ ad1 verilen
bir seri mitoz bdliinme gegirir. Zona pellucida ile ¢evrili olan bu embriyonda total hacim
sabit kalacak sekilde bolinme gergeklestigi icin olusan hiicrelerin boyutu giderek
kii¢iilmektedir ve bu hiicrelere blastomer ad1 verilmektedir. Yaklasik 16 blastomeri iceren
dut goriiniimlii yapiya morula adi verilmektedir. Morula uterusa girdikten sonra
(fertilizasyondan 4 giin sonra) gerceklesen blastogenez evresinde ise morulanin merkezi
yerlesimli i¢ hiicre kiimesinin (embriyoblast) en disindaki hiicre tabakasindan (trofoblast)
ayrilmasi i¢in kompaksiyon olay1 gergeklesir. Embriyoblastlar, i¢i sivi dolu blastosist
boslugunu (blastosdl) olusturacak sekilde iyice kompakt hale gelerek bir tarafta
toplanmaktadir. Bu evrede zona pellusida pargalanip yok olmaya baslar. Uterus
boslugundaki sivi par¢alanmaya baslayan zona pellusidadan gecerek bu boslugun igine
dolar. Olusan bu yapiya blastosist adi1 verilmektedir. Zona pellusidanin pargalanmasi
blastosistin biiyiimesine ve endometriyuma implantasyonuna imkan verir. Yaklasik
birinci haftanin sonunda blastosist i¢ hiicre kiimesinin oldugu taraftan endometriyum
epiteline tutunur. Bu tutunmadan sonra trofoblastlar hizla c¢ogalip iki tabakaya
farklilasmaya baslar. I¢ tabakada tek cekirdekli sitotrofoblastlar bulunur. Dis katmanda
ise ¢ok cekirdekli sinsityotrofoblastlar olusur. Sinsityotrofoblastlar parmak seklinde
uzantilar olusturup endometriyum epitelinden gegerek salgiladigi proteolitik enzimler ile
blastosiste yer ag¢ip implantasyonu gerceklestirir. Embriyoblastlar da iki katmana
farklilagir. Blastosdle komsu olan tabaka hipoblast; olusacak amniyotik bosluga komsu
olan tabaka ise epiblast olarak adlandirilir. Bu iki tabakaya ise ‘bilaminar germ disk’ ad1
verilir. Epiblast igerisinde de bir bosluk olusmaya baslar. Bu amniyotik boslugu olusturur.
Sitotrofoblastlara komsu olan epiblastlar amnioblastlar1 olusturur ve diger epiblastlarla
birlikte amniyotik boglugun ¢evresinde uzanirlar. Hipoblasttan kaynaklanan hiicreler ince
bir membran olusturup sitotrofoblastlarin yiizeyini Orterek ekzosdlomik boslugu
olustururlar. Boylece primer vitellus kesesi meydana gelir. Bu durumda embriyonik disk;
amniyotik bosluk ve vitellus kesesi arasinda uzanir (Moore et al., 2016; Sadler, 2019;
Sirmali, 2015).



Vitellus kesesi endodermindeki hiicrelerden tiirevlenen, sitotrofoblastlarin ig
yiizeyi ile ekzosdlomik boslugun (vitellus kesesi) ise dis yiizeyi arasinda yeni bir hiicre
populasyonu olusur. Ekstraembriyonik mezoderm adi verilen bu gevsek bag dokusu
amniyon ve vitellus kesesini sarar. Amniyonu ve trofoblasti ¢evreleyene
ekstraembriyonik somatik mezoderm; vitellus kesesini sarana ise ekstraembriyonik
splanknik mezoderm adi verilir. Ekstraembriyonik mezoderm i¢inde zamanla koryonik
bosluk ya da ekstraembriyonik bosluk (s6lom) olarak bilinen biiyiik bosluklar olusur.
Ekstraembriyonik mezoderm ve trofoblast tabakalar1 ‘koryon’u olusturur. Yaklasik 13.
giinde hipoblasttan (ekstraembriyonik endodermal hiicrelerden) c¢ogalan hiicreler
ekzosdlomik boslugun (primer vitellus kesesi) icine dogru go¢ ederek yeni bir bosluk
olusturur ve buna kalic1 sekonder vitellus kesesi ad1 verilir. Bu, primer vitellus kesesinden
cok daha Kkiicliktiir. Primer vitellus kesesinin biiylik bir boliimii bogumlanir ve

ekzosolomik kist adini alir (Moore et al., 2016; Sadler, 2019).

Geligimin {igiincli haftasinin baslangicinda ‘gastrulasyon’ yani {li¢ tabakali germ
diski olusumu meydana gelir. Epiblast tabakasinin ylizeyinin orta boliimiinde -median
diizleminde- primitif ¢izgi (dar bir oluk) olusumu ile baslar. Bu, epiblast hiicrelerinin
cogalip asag1 dogru go¢ etmesi ile olusur ve buna invajinasyon adi verilir. Kaudal uca
hiicrelerin eklenmesi ile primitif olugun boyu uzar ve kraniyal ucunda da pirimitif cukur
olusur. Boylece primitif ¢izgi ortaya ¢ikar ¢ikmaz, embriyonun kraniyokaudal eksenini,
dorsal-ventral yiizeylerini, sag ve sol tarafini tanimlamak miimkiin hale gelir. G6¢ eden
bu hiicreler epiblast ve hipoblast tabakalari arasindaki intraecmbriyonik mezoderm
tabakasint olusturur. Primitif ¢izgiden gbd¢ eden hiicrelerin bazilar1 ise hipoblast
tabakasindaki hiicrelerin arasina girerek embriyonik endoderm tabakasini olusturur.
Epiblast tabakasinda kalan hiicreler ise embriyonik ektoderm tabakasini olusturur.
Dolayisiyla embriyonun -tim doku ve organlarm primordiyumu olan- endoderm,
ektoderm ve mezoderm ad1 verilen {i¢ germ tabakasi epiblasttan koken alir. Dordiincii
haftadan sonra primitif ¢izgi ortadan kalkar (Eroglu, 2010; Moore et al., 2016; Sadler,
2019; Sirmali, 2015).



Norulasyon evresinde primitif cukurdan kraniyal yonde go¢ eden kimi mezenkimal
hiicreler notokord ad1 verilen orta hatta bir kordon olusturur ve hemen sonra bu kordonun
ortasinda liimen olusur. Notokordal uzant1 endoderm ve ektoderm arasinda prekordal
plak’a kadar uzar. Eksenel iskelet olarak gorev alir. Prekordal mezoderm ve notokord,
iizerindeki ektodermden noral plak olusumunu indiiklerler. Noral plagin (ndroektoderm)
yiikselerek katlanmasi sonucunda noral tiip meydana gelir. Noral tiip yiizey
ektoderminden ayrildiktan sonra kalan ektodermin serbest kenarlar1 birlesir ve sonrasinda
epidermise farklanirlar. Noral tiip ise beyin ve omuriligi olusturur. Noral tiipiin yiizey
ektoderminden ayrildig1 tepe kismindan epitel ve komsu hiicrelerle baglantisini
kaybetmis noral krest hiicreleri agiga c¢ikar ve ndral tiipiin her iki yanma go¢ ederler.
Norulasyon, noral tiipiin bas ve kuyruk bolgesindeki ndroporlarin kapanmasi ile sonlanir
(Bobrysheva and Kachshenko, 2011; Eroglu, 2010; Moore et al., 2016; Sadler, 2019;
Sirmali, 2015).

Notokord ve noral tiipiin olusmasiyla bunlarin her iki yaninda bulunan
intraembriyonik mezoderm, paraksiyal mezoderm adini alir. Bu mezoderm uzun ve kalin
bir kolon olusturacak sekilde ¢cogalir. Noral tiipiin her iki yaninda bulunan bu kolonlarin
yanmnda intermedier mezoderm yer alir. Intermedier mezoderm giderek incelerek lateral
mezodermi olusturur. Lateral mezoderm ise vitellus kesesi ve amniyonu c¢evreleyen
ekstraembriyonik mezoderm ile devam eder. Ugiincii haftanin sonuna dogru paraksiyal
mezoderm faklilagarak somit denilen ¢iftler halinde yapilar1 olusturur. Somitler aksiyal
iskeletin bliyiik bir boliimiinii ve bunlara baglh kaslar1 ayrica komsu derinin dermisini
olusturmaktadir. Intermedier mezoderm {iriner ve genital sistem yapisina katilir, lateral

mezoderm ise ekstremite ve viicut kaslar1 olarak adlandirilir (Moore et al., 2016; Sirmali,

2015).

Noral tiip olusumunun gergeklestigi nérulasyon evresi ile neredeyse ayni zamanda,
ventral katman olan endoderm de katlanarak silindirik yapidaki 6n bagirsag: (ilk sindirim
kanalini) olusturur. Orta tabakada bulunan mezoderm bu iki tiipii bir arada tutar (Sadler,
2019).



Noral tiiplin gelisimi esnasinda embriyonik disk de lateral ve kraniyokaudal yonde
kivrilarak silindirik form alir ve kivrilarak embriyo seklini kazanir. Embriyo boyuna
kivrilirken vitellus kesesinin endoderminin bir kismi 6n bagirsak olarak embriyonun

icinde kalir (Eroglu, 2010; Sirmali, 2015).

Insan embriyosunda solunum taslagi ilk kez dordiincii haftada, ilkel farinksin
ventral duvarinin kaudal ucunda laringotrakeal bir yarik olarak goriiliir. Dordiincii
haftanin sonuna dogru laringotrakeal yarik 6n barsagm ventral duvarindan bir ¢ikinti
seklinde solunum divertikiiliinii olusturur. Solunum divertikiilii 6ne ve asagiya dogru
uzarken splanknik mezodermle ¢evrilir. Uzayan divertikiilin distal ucu genisleyip
yuvarlaklasarak akciger tomurcugunu olusturur. Solunum divertikiilii kisa siire igerisinde
ilkel farinksten ayrilir. Longitiidinal olarak trakeodzofageal katlantilar gelisir,
trakeodzofageal septum denilen bir bolmeyi olusturmak i¢in birbirlerine yaklasirlar. Bu
septumun olusmasiyla 6n bagirsak ventral ve dorsal pargalara ayrilir. On bagirsak ile
solunum divertikiiliiniin ¢evresindeki mezensim bu iki yapiy1 birbirinden aymrmak icin
her iki yandan igeriye dogru kalinlasarak girinti yapar ve karsilikli gelen uglarin
birlesmesiyle solunum divertikiiliinii 6n barsaktan ayirir, ancak laringotrakeal tiiplin
farinkse acilan deligi larinks girisini olusturur ve ilkel farinkse bagl kalir. Dorsal
parcadan ise 6zofagus primordiyumu olusur, ventraldeki solunum divertikiiliinden olusan
laringotrakeal tiip ise kaudal yonde uzamaya devam eder. Trakeanin epitel ve bezleri
laringotrakeal tiiptin endoderminden; kikirdak, kas, bag dokusu, damarlar da splanknik
mezodermden gelisir. Distalde orta ¢izgi tizerinde trakea iki dala ayrilir ve bronsiyal
tomurcuklar meydana gelir. Bronsiyal tomurcuklar genisleyerek sag ve sol primer (ana)
bronglar1 olustururlar. Bunlarin da dallanmasiyla insanda sag ana bronstan {ig, sol ana
bronstan da iki adet sekonder brons olusur. Her bir sekonder brons tekrar progresif
dallanmaya gider. Her bir dal tekrarlayan dallanmalara ugrar. Bu dallanmalar ile birlikte
etrafindaki mezensimal doku da boliiniir. Bronglar gelisirken kikirdak tabaka da etrafini
saran mezengimden gelisir. Bu splanknik mezensim bronsiyal diiz kas, pulmoner bag
dokusu ile kapillerin gelismesini de saglar. Akcigerlerin parankimi gelisirken ayni
zamanda akcigerler splanknik mezodermden koken alan visseral (splanknik) plevra
tabakasi ile distan sarilir. Visseral plevra tabakasi disinda torasik viicut duvarinin ig¢

yiizlinli doseyen somatik mezoderm tabakasindan da pariyetal (somatik) plevra tabakasi



olusur. Gelisen akcigerler biiylirken bilateral plevral bosluklar1 doldurmaya baglar.
Akcigerlerin olgunlagsmasi 4 evrede incelenir (Bobrysheva and Kachshenko, 2011;
Carlson, 2014; Eroglu, 2010; Moore et al., 2016):

1) Psodoglandiiler Evre (5-17. hafta): Gaz degisimi ile ilgili solunum bilesenleri
harig, akcigerin hava iletici sistemi gelisir. Bronkopulmoner segmentlerdeki kanal
sistemlerinin major olusumu ve biiylimesi donemidir. Solunum kismi hentiz gelismedigi
icin bu dénemde dogan fetiis ve embriyolar yasayamamaktadir. Bu evrede belirleyici
olarak akcigerlerin histolojik yapis1 bezi andirmaktadir. Epitel hiicreleri endodermden,
bag dokusu ve kas tabakasi mezensimden gelismeye devam eder. Ana bronslarda,
segmental bronglarda kikirdak geligir. 13. haftadan itibaren bronslarin duvarinda bezler
(gland) goriiliir. Trakeada 14. haftada mukus mevcuttur (Carlson, 2014; Eroglu, 2010;
Moore et al., 2016).

2) Kanalikiiler Evre (16-25. hafta): Akcigerlerin gelismesinde en 6nemli evredir. Bu
evrede akciger morfolojisi ¢cok hizli gelisir. Terminal bronsiyollerin limenleri genisler ve
akciger dokusu cok daha vaskiiler hale gelir. Her bir terminal bronsiyol iki veya daha
fazla respiratuar bronsiyol verir. Bunlardan her biri daha sonra 3-6 alveoler kanala ayrilir
(Carlson, 2014; Eroglu, 2010; Moore et al., 2016).

3) Terminal Kese Evresi (24. hafta-geg fetal donem): Terminal kese evresinde olusan
terminal hava keseleri (ilkel alveol), kanalikiiler evre sirasinda biiyiik Ol¢iide olusan
respiratuvar bronsiyollerden tomurcuklanir. Ilkel alveolde ilk olarak kiiboidal tip 2
alveolar epitel hiicrelerinin (tip 2 AEC) olustugu gosterilmistir. Proliferasyondan sonra,
bazi tip 2 AEC’ler diizlesip, karakteristik salgi fonksiyonlarini kaybederek tip 1 alveolar
epitel hiicrelere (tip 1 AEC) farklhilasirlar. Diger tip 1 AEC’ler, epitelyal prekiirsor hiicre
havuzundan dogrudan farklilagabilir. Terminal keseler, esas olarak, gaz degisiminin
meydana geldigi endodermal kokenli, yassi tip 1 AEC’ler ile kaphdir. Kiiboidal tip 2
AEC’ler ise yassi epitel hiicreleri arasinda dagilmis halde bulunur. Bu hiicreler yiizey
gerilimini azaltmak ve alveollerin solunum sirasinda genislemesini kolaylastirmak i¢in
alveollerin yiizeyine yayilan pulmoner siirfaktan salgilar. Bu asamada gergeklesen diger
onemli olay ise kan damarlariin artis1 ve bu kilcal damarlarin solunum bronsgiyollerinin
duvarlartyla yakin temas: sonucu hava-kan bariyeri olusumudur. Keseler arasinda

interstisyum dokusu ve fibroblastlar gelisir. Kapiller ag, gelisen alveoller etrafindaki



mezensim icerisinde hizla ¢ogalarak interstisyum i¢inde yayilir (Carlson, 2014; Eroglu,
2010; Moore et al., 2016).

4) Alveolar Evre (Geg¢ fetal donem-postnatal donem): Doguma yakin prenatal
hayatta baglayan akcigerin gelisme evresi, postnatal hayatin en az iki y1il1 boyunca devam
eder. Alveolar kanal ve keselerin, interstisyumun, gaz degisim bolgesinin ve vaskiiler
agimn gelisimi devam eder. Alveolleri kaplayan epitel, gaz degisiminin kolaylagsmasi i¢in
asir1 ince hale gelerek karakteristik pulmoner alveolii olusur. Alveolar-kapiller membran
hayat boyu gelismeye devam eder. 3-8 yillik zaman diliminde olusan olgun insan
akcigerinde bulunan yaklasik 300 milyon alveoliin yaklasik % 901 veya daha fazlasi
dogumdan sonra olusur. Alveollerin sayisin artiran ana mekanizma, mevcut primordial
alveolleri alt gruplara ayiran ikincil bag dokusu septasinin olusumudur. Baglangigta, septa
nispeten kalindir, ancak sonrasinda gaz aligverisi yapabilen olgun ince septaya
dontistiriliirler. Akciger hacmi, Tip 2 AEC yapimi ve siirfaktan sentezi artar (Carlson,
2014; Eroglu, 2010; Moore et al., 2016).

2.2. Solunum Sisteminin Histolojisi

Solunum sisteminin iletim boliimiiniin biiyiik kismin1 olusturan trakea, dallanarak
sag ve sol olmak lizere iki primer bronsa ayrilir. Akciger parankimasina giren sekonder
bronslar (intrapulmoner sekonder bronslar) akcigerleri loblara ayirir; insanda bu bronslar
ile sol akciger iki loba sag akciger ise ii¢ loba ayrilirken (Khan and Lynch, 2019;
Kierszenbaum, 2006); kemirgenlerde ise sag akciger kraniyal, orta, kaudal ve aksesuar
olmak {izere dort loba ayrilmistir; sol akciger ise tek lobludur (Meyerholz et al., 2018).
Sekonder bronglardan sonraki boliinmelerin akciger loblarinda olusturdugu bdlmelere
bronkopulmoner segment adi verilir. Bu segmenti olusturan bronslar ise segmental
tersiyer bronsglardir. Devam eden bronsiyal dallanmalar bu anatomik birimlerin alt
segmentlerini olusturur. Terminal bronsiyol ve sonraki boliimler ‘pulmoner lopguk’
olarak adlandirilir. Pulmoner lopgugun alt birimi iiziim salkimi goriinimiinden dolay1
‘pulmoner asinus’ olarak adlandirilmistir. Akcigerin solunum islevinin baslangici olan
pulmoner asinus; terminal brongiyollerden dallanan respiratuvar bronsiyoller ve onlarin
desteklemis oldugu alveolar keseler ve alveollerden olusmaktadir (Khan and Lynch,
2019; Kierszenbaum, 2006).
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Sekil 2.1 Solunum agacinin sematik gosterimi (Resim biorender.com ile olusturuldu.)

Solunum sisteminde dort ana histolojik katman vardir: epitel ve destekleyici lamina
propriyay1 igeren solunum mukozasi, submukoza, kikirdak ve/veya kas katmani ve
adventisya. Trake ve ana bronglarin bazal membranlari tizerinde bulunan, bariyer gérevi
goren epiteller yalanci ok kath silindirik yapidadir. Epitel poptilasyonun baskin hiicreleri
olan silli prizmatik hiicreler disinda; sili olmayan mukus salgilayan goblet hiicreleri ve
liimene uzanmayan bazal hiicreler olmak {izere cesitli hiicre tipleri bulunmaktadir.
Lamina propriyada diiz kas, submukozada serémukoz bezler bulunur. Trakede, havanin
gecisini kolaylastiran, C seklinde hiyalin kikirdak halkalar1 bulunurken bronslarda
diizensiz sekilli kikirdak plaklar bulunmaktadir. Kiigiik bronslarda ise bu kikirdak plaklar
kiigiilmektedir (Kia’i and Bajaj, 2019; Kierszenbaum, 2006). Trakeye benzer yapidaki
primer bronglar uglara dogru epitel boyunda azalma ile birlikte kademeli olarak

basitlesmektedir (Isisag Ugiincii et al., 2009).

Bronsiyoller ise kikirdak plak ve serdmukoz bez bulundurmaz. Goblet hiicre sayis1
az bulunur. Silindirik ortii epiteller terminal bronsiyollerde silli kiibik epitel seklini
almakta, yiiksekligi azalmaktadir. Bu kisimda silsiz Clara hiicreleri yer almaktadir. Bu
hiicreler surfaktan madde salgilar. Bronsiyoliin lamina propriyasinda diiz kaslar ve elastik

lifler bulunur (isisag Ugiincii et al., 2009; Kia’i and Bajaj, 2019; Kierszenbaum, 2006).

Terminal brongiyoller respiratuvar bronsiyollere dallanir. Bu dallanma ile birlikte
akcigerde iletim boliimiinden gaz degisiminin gergeklestigi solunum kismina gegis

gerceklesir (Isisag Uciincii et al., 2009; Kierszenbaum, 2006). Respiratuvar
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bronsiyollerde birkag silli ve silsiz kiibik epitel ile pulsu yapida tip 1 AEC yer almaktadir.
Goblet hiicreleri, kikirdak ve bezler bulunmaz (Kierszenbaum, 2006).

1 Trake / Brong

2 Bronsiyol - Terminal brongiyol -
Respiratuvar brongiyol

3 Alveol

Pulmoner

‘ noroendokrin

hicreler

l Silli hiicreler -

. Clara hiicresi

' Goblet hiicresi

& Tiplalveolar
? epitel hucresi

Tip 1l alveolar
& Basalnicre W epitel hiicresi

Sekil 2.2 Solunum sistemi epitel katmanlarmin sematik gosterimi (Resim biorender.com ile

olusturuldu).

Respiratuvar bronsiyollerin dallanmasi ile alveolar kanallar olugsmaktadir. Diiz kas
yumrular1 respiratuvar bronsiyoliin ve alveolar kanallarinin limenine dogru siskinlik
yapmaktadir. Tip 1 AEC ile sarili bu kas demetlerinin etrafinda alveolar kapillerler
bulunur. Distal ugta bu diiz kas demetleri yoktur yalnizca epitel bulunur (Kierszenbaum,
2006).

Alveolar kanallar dallanarak alveolar keselere agilir. Alveolar kanal ile alveolar
kesenin birlestigi yere atrium adi verilir. Alveolar keseye birgok alveol agilir (Isisag

Ugiincii et al., 2009; Kierszenbaum, 2006).
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Alveollerin gap1 yaklasik 0.2 mm’dir (Isisag Uciincii et al., 2009). Alveoller akciger
asinusun islevsel birimidir. Gaz aligverisi icin 75 m?’lik yiizey alani saglar. Alveoller iki
tip epitel hiicresi igerir; yassi tip 1 AEC ve poligonal sekilli tip 2 AEC’ler. Alveol
ylizeyinin yaklasik %90-95’ini kaplayan tip 1 AEC’ler toplam epitel hiicrelerinin %40’ n1
olustururken; tip 2 AEC’ler yiizeyin geri kalan %5-10’luk kismin1 kaplar ancak sayica tip
1 AEC’lerden fazla olup yaklasik %60 oraninda bulunmaktadir. Tip 1 AEC’lerin temel
fonksiyonlar1 gaz degisimidir. Tip 2 AEC’ler ise surfaktan salgilar. Bu surfaktan
sayesinde hava ile s1vi arasindaki sinirda yiizey gerilimi azaltilir. Boylece soluk verme
sirasinda alveoliin sonmesi engellenir. Tip 2 AEC’lerin bir diger dnemli islevi ise
progenitor hiicreler olarak bir hasar durumunda sayica artip, tip 1 AEC’lere farklilagarak
epitel biitiinliiglin korunmasidir (Chuquimia et al, 2013; Kia’t and Bajaj, 2019;
Kierszenbaum, 2006).

Alveolleri ¢evreleyip birbirinden ayiran, kapillerlerin de bulundugu bag dokusuna
‘alveolar septum (alveolar duvar)’ adi verilir. Komsu iki alveol arasindaki ortak duvar
olan bu bolge kan- hava bariyerini olusturur. Alveolar septum baslica, AEC’leri,
kapillerlerin endotel hiicrelerini ve interstisyumu kapsar. AEC’lerin ve endotel
hiicrelerinin bazal membranlar1 alveolar septumun minimal bilesenidir. Bu hiicrelerin
bazal laminalar1 yer yer kaynasmaktadir. Gaz degisiminin kolay olmasi agisindan bu
arayiiziin ince yapida olmasi Onemlidir. Alveolar septumun kalin kisimlarindaki
interstisyumda -bazal membranlara ilaveten- iki bazal lamina arasinda bag doku hiicreleri
(interstisyel fibroblastlar veya septal hiicreler) ve agsi yapida fibrilleri (kolajen ve elastik
lifler) yer almaktadir (Isisag Uciincii et al., 2009; Kierszenbaum, 2006; Mercer et al.,
1994; Uyanikgil et al., 2018).

2.3. Normal Yara Iyilesmesi ve Fibrozis

Doku hasar1; enfeksiyonlar, otoimmiin reaksiyonlar ve mekanik yaralanmalar dahil
olmak tizere c¢esitli akut veya kronik uyaranlardan kaynaklanabilir. Hasar gormiis
dokularm onarimi, inflamatuar bir cevap sirasinda 6lii veya hasarli hiicrelerin diizenli bir
sekilde uzaklastirildig1 ve rejenerasyona olanak saglayan temel ve hayati bir biyolojik
stirectir (Wynn, 2004).
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Tiim organ sistemlerinde normal yara-iyilesme prosesi; homeostazi, inflamasyon,
proliferasyon ve dokunun yeniden sekillenmesi fazlarmi kapsar. Bu fazlar ve
biyofizyolojik islevleri; dogru sirada, belirli bir zamanda ger¢eklesmeli ve optimum

yogunlukta belirli bir siire devam etmelidir (Guo and Dipietro, 2010).
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Sekil 2.3 Yara iyilesmesi sirasinda olusturulan gegici matris (Resim biorender.com ile olusturuldu).

Doku hasar1 swrasinda damarlarda olusan tahribat sonrasi kisa siire icerisinde
trombositler damar endotelleri altindaki kollajen fibrillerine temas ederek aktive olurlar.
Kollajene adezyonu ile aktive olan trombositler mikrofibrillerinin kasilmasi sonucu sekil
degistirir. Boylece trombosit tikact daha saglam hale gelir ve trombositin, i¢erisindeki
graniilleri salgilamasi kolaylagir. Salgilanan bu maddeler fibrinojen, fibronektin,
serotonin, PDGF (trombosit kaynakli biiyiime faktorii) ve trombosit agregasyonunu
baslatan maddeler gibi ¢esitli maddelerden olusur. Salman maddelerin etkisi ile
gergeklesen kan damarlarinin  biiziigmesi, trombosit agregasyonu ve sonrasinda
koagiilasyon kaskad1 sonucu piht1 olusumu ile hasarlanan bolgeden kan kaybi engellenir.

Fibrinojenin trombin enzimi ile fibrine doniismesi sonucu piht1 olusumu tamamlanir
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(Atamer, 2020). Boylelikle doku hasarindan hemen sonra epitel/endotel hiicrelerden
salinan inflamatuar mediatorlerin de destekledigi vaskiiler daralma ile ve infiltrasyon
hiicreleri igin gegici bir doku iskelesi haline gelen fibrin matriksin (Sekil 2.3) olusumu ile
homeostazi saglanir (Guo and Dipietro, 2010; Gurtner et al., 2008; Wynn, 2004). Kanama
kontrol edildikten sonra piht1 ve etrafindaki yara dokusu tarafindan salinan TGF-p,
PDGF, FGF ve EGF gibi proinflamatuar sitokinlerin etkisiyle inflamatuar hiicreler hasarli
bolgeye kemotaksis ile go¢ eder (Guo and Dipietro, 2010). Bu hiicrelerden ilk olarak
notrofiller yara bolgesinde toplanir. 2-3 gilin sonra, yarada monositler goriiniir ve
makrofajlara farklilasir. Aktive olmus nétrofil ve makrofajlar yara bolgesindeki 6lii hiicre
ve debrisi ortadan kaldirirlar. (Gurtner et al., 2008; Wynn, 2004). Nétrofil ve makrofaj
sonrasinda lenfositlerin de sizmasiyla karakterize inflamatuar faz desteklenir (Guo and
Dipietro, 2010). Sonug olarak homeostazi fazi ile kan ve sivi kayiplar1 6nlendikten sonra
inflamatuar yolaklarin ve bagisiklik sisteminin bilesenlerinin devreye girmesiyle o6li

doku ve debris uzaklastirilir, enfeksiyonlar 6nlenir (Gurtner et al., 2008).

Inflamatuar faz sirasinda ve sonrasnda gerceklesen proliferatif fazda, bazal
katmana dogru yara bolgesinde olusturulan gegici matris tizerinde epitel proliferasyonu
ve gogi (reepitelizasyon) ile birlikte pihtinin graniilasyon dokusu ile degistirilme siireci
meydana gelir (Alhajj et al., 2020; Guo and Dipietro, 2010). Graniilasyon dokusunun
olusumu fibroblastlarin, epitel ve endotel hiicrelerinin proliferasyonu, anijogenez, kolajen
ve diger matriks bilesenlerinin birikmesi Ve enflamatuar hiicre infiltrasyonunun varhigi ile
karakterize edilen karmasik bir prosestir. Boylece hasarli dokunun yerinde graniilasyon
dokusu olugmaya baslar ve yaranin tabanindan biiyiiyiip herhangi bir boyuttaki yarayi
doldurabilir. Sitokinler ve biiyiime faktorleri, interlokinler ve anjiyogenez faktorleri bu
stire zarfinda aktiftir. Graniilasyon dokusu kilcal damarlarca zengindir. Fibroblastlarin
islevi kollajen ve ECM’nin sentezlenmesidir. Erken evrede ECM, hizli bir sekilde tiretilen
ve kollajenin zayif bir formu olan tip IIT kolajenden olusur (Alhajj et al., 2020). Yaranin
kenarindan veya kemik iliginden gelen fibroblastlar, makrofajlar tarafindan uyarilir ve
bazilar1 miyofibroblastlara farklilagir. Miyofibroblastlar zamanla bir yaranin kenarlarini
bir araya getiren kasilma hiicreleridir. Bu hiicrelerin kasilmasi ile yaranin biiziilerek
kiiciilmesi ve doku biitiinliigi saglanir (Gurtner et al., 2008). Miyofibroblastlar ayni

zamanda fibroblastlar gibi kollajen sentezlerler (Klinberg et al., 2013). Ayrica, yaranin
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merkezine dogru gog ettikce yeni ECM ve kan damarlar1 olusturan epitel ve endotel
hiicreleri i¢in mitojenik ve kemotaktik faktorler salgilarlar (Duffield et al., 2013).
Dolayisiyla proliferasyon evresinde yeni olusan graniilasyon dokusu ile es zamanli olarak
graniilasyon dokusu {lizerinden reepitelizasyon baslar (Alhajj et al., 2020). Epitel hiicreleri
ayni zamanda zengin bir yenilenebilir fibroblast kaynagi saglayan epitel-mezenkimal

gecise ugrayabilir (Wynn, 2004).

Basarili bir proliferasyon ve ECM sentezinin ardindan yara iyilesmesi yillarca
stirebilen yeniden sekillenme asamasima girer. Endotel hiicrelerinin, makrofajlarin ve
miyofibroblastlarin ¢ogu, birka¢ hiicre i¢eren ve ¢ogunlukla kollajen ve diger ECM
proteinlerinden olusan bir kiitle birakarak apoptoz gecirir veya yara bolgesinden
ayrilirlar. Bu asamada yeni olusan kilcal damarlarin ¢ogu yok olur, boylece yara
bolgesinde damar yogunlugu normale doner. EK olarak, 6-12 ay gibi bir siire boyunca,
cogunlukla tip III kolajenden olusan matris, agirlikli olarak daha sik1 yapida olan tip I
kollajenden olusacak sekilde yeniden sekillendirilir béylece onarilan doku gii¢lendirilir.
Matriksin yikimi fibroblastlar, makrofajlar ve endotel hiicreleri tarafindan salgilanan
matris metalloproteinazlar tarafindan gerceklestirilir (Gurtner et al., 2008). Yeniden
sekillenme evresinde kritik olan durum, normal dokuya yakm bir yapida ECM

olusumunun saglanmasi ve epitel bariyer biitlinliigiiniin saglanmasidir (Guo and Dipietro,
2010).

Normal parankimal dokunun yerini bag dokunun almis oldugu duruma fibrozis
denir. Fibrozis, genellikle bir tiir tekrarlanan yaralanmaya yanit olarak ve normal yara
iyilesmesinin diizensiz hale geldigi durumlarda ortaya ¢ikar. Farkli etiyolojik ve Klinik
ozelliklere sahip olmasina ragmen, cogu kronik fibrotik bozuklugun ortak noktasi, ECM
bilesenlerinin asir1 birikmesini (skar dokusu olusumunu) uyaran biiyiime faktorlerinin,
proteolitik enzimlerin, anjiyojenik faktorlerin ve fibrojenik sitokinlerin iiretimini
stirdiiren hasar olusumudur (Duffield et al., 2013). Cogu durumda zararli bir maddenin
neden oldugu hasar1 yavaslatmak veya sonlandirmak i¢in gerekli olmaktadir. Ancak
fibrozis baslangicta faydali olmasina ragmen, kronik inflamasyon ve kontrolsiiz/anormal
onarim sonucu ECM bilesenlerinin asir1 birikimi ile kalic1 skar dokusu olusumuna yol

acarak patojenik hale gelebilir. Dolayisiyla fibrozis; myofibroblastlar ve fibroblastlar
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tarafindan saglanan yeni kolajenin sentezi bozunma hizin1 astiginda, toplam kollajen
miktarmim zamanla artmasi sebebiyle meydana gelir (Kendall and Feghali-Bostwick,
2014; Wynn, 2004, 2009).

Diyabet, hipertansiyon, viral ve viral olmayan hepatit, kalp yetmezligi ve
kardiyomiyopati, IAF, skleroderma ve kanser dahil olmak iizere ¢ok gesitli yaygim kronik
hastaliklar fibrozise yol acabilir. Bu ve diger hastaliklardan kaynaklanan fibroziste, agir1
biriken ECM parankimal dokuyu degistirip bozdugu i¢in akciger, karaciger, bobrek, kalp
veya diger hayati organlarda doku yapisinin bozulmasina ve organ fonksiyon kaybina yol
acabilmektedir (Adler et al., 2020; Jun and Lau, 2018). Sonug olarak, siddetli fibrozisin
gelismis diinyadaki tiim 6limlerin %45'ini olusturdugu tahmin edilmektedir. Fibrozis i¢in
mevcut tedaviler azdir ve etkinlikleri smirlidir. Bu nedenle, fibrozisin nasil
gerileyebilecegini ve potansiyel terapdtik yaklasimlar: tanimlamak i¢in yeni arastirmalara

acil ihtiyag vardir (Jun and Lau, 2018).
2.4. IAF’nin Patogenezi

IAF, “interstisyel akciger hastaliklar1” olarak bilinen bir akciger hastaliklar ailesine
aittir. Bu genis diffiiz akciger hastaliklar1 kategorisinde IAF, idiyopatik interstisyel
pndmoni (1IP) olarak bilinen alt gruba aittir. IiP'nin en yaygin gériileni IAF’dir. Usual
interstisyel pndmoni (UIP) olarak bilinen patolojik paternle iliskili olmas1 sebebiyle IAF,
IAF/UIP olarak adlandirilabilmektedir (Meltzer and Noble, 2008; Spagnolo et al., 2012).

IAF kétii prognoz ve smirl tedavi segenekleri ile dliimeiil, kronik bir interstisyel
akciger hastaligidir. Bu hastaligin patogenezi belirsiz ve tartismalidir (Carrington et al.,
2018; Mora et al., 2017). interstisyel akciger hastaliklarinin ¢ogunda inflamasyon &nemli
bir role sahiptir. Ancak IAF anti-inflamatuar tedaviye zayif bir tepki gdstermektedir.
Daha &nce kronik inflamasyonun bir sonucu olarak kabul edilen IAF'nin patogenezi igin
mevcut hipotez, genetik agidan duyarl bireylerde tekrarlanan AEC mikro-yaralanmasina

yanit olarak gelisen anormal yara iyilesmesidir (King Jr et al., 2011; Kolb et al., 2017).
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Serbest radikallerin potansiyel olarak hem dogrudan hem de dolayli mekanizmalar
yoluyla IAF patogenezinde dnemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. IAF'de, antioksidan
mekanizmalarin bozulmasi sebebiyle olusan oksidatif stresin epitel hasarma ve
apoptozuna katkida bulundugu da beliritilmistir. Dolayisiyla bu yeniden tanimlama ile
IAF epitel-bagimli fibroblast aktivasyonu ile gelisen bir hastalik olmasi ile UIP’den
ayrilmaktadir. Bununla birlikte IAF’li hastalarm alt gruplarinda inflamasyon hastaligin
baglamasinda ve ilerlemesinde rol alabilecegi i¢in epitel-yolak ile birlikte inflamatuar-
yolagin da akciger fibrozise neden olabilecegi belirtilmektedir (King Jr et al., 2011,
Kliment and Oury, 2010; Kolb et al., 2017; Maher, 2012).

Normal akcigerde yaralanmadan sonra, koagiilasyon kaskadi, fibroblastlarin gogii
ve miyofibroblastlara farklilasmasi, yeni damar olusumu ve epitel rejenerasyonu igin
bazal membran agmi1 olusturmak iizere ECM birikimi gibi birka¢ mekanizma gerceklesir
(Keane et al., 2018; Sgalla et al., 2018). Bunun sonunda miyofibroblastlar apoptoza ugrar,
ECM rezorpsiyonu olur (Kolb et al., 2017; Sgalla et al., 2018). Alveolar biitiinliik ise,
yaralanma ile gerceklesen tip 1 AEC kayb1 sonrasi gergeklesen fakiiltatif progenitorler
olan tip 2 AEC'lerin kendini yenilemeleri ve tip 1 AEC’ye farklilagsmalar1 ile geri
kazandirilir. Akciger homeostazisinde merkezi rolii olan tip 2 AEC’lerin, islevsizligi
sebebiyle, mikro yaralanmalara maruz kalan hasarli epitel hiicrelerini yeniden olusturup
onarin saglayamamasi IAF patogenezinin kritik anin1 olusturmaktadir (Borensztajn et
al., 2013; Sgalla et al., 2018). Yaralanma devam ederse/onarim kabiliyeti bozulursa, yara
iyilesme siireci, ‘kronik eksik rejenerasyona’ sebep olan biyokimyasal bir ¢evre yaratan
inflamatuar bir asamadan gececektir. Bu siirecte anormal epitel-mezenkimal iletigimi,
profibrotik-antifibrotik mediatorler arasinda dengesizligin olusmasi, fibroblast ve
miyofibroblastlarin asir1  aktivitesini destekleyen ortamin korunmasi durumlari
gerceklesir (Sgalla et al., 2018). Fibroblastlar ve miyofibroblastlar apoptoza direng
gosterir ve aktif fibrozis bdlgelerinde birikirler (Kolb et al., 2017). Ozellikle vaskiiler
endotel ve alveoler epitel arasinda fibroblast ve miyofibroblast birikimi olan bdlgeler,

akcigerin yapisini bozarak “bal petegi” goriiniimii vermektedir (Wilson and Wynn, 2009).
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Sekil 2.4 TAF’de anormal yara iyilesmesi sonucu meydana gelen fibrosis olusumunun 6zet halindeki

sematik gosterimi (Resim biorender.com ile olusturuldu).

Sonug olarak anormal bir yara iyilesme siireci, masif ECM birikimi ve fibroblast
hiperplazisi ile akciger dokusunun skarlagmasma neden olmaktadir. Gaz degisiminin
gerceklestigi vaskiiler endotel ile alveoler epitel arasini kapsayan interstisyel bolgede yer
alan bu skar olusumu (Sekil 2.4) sonucunda, solunum fonksiyonu bozulur, akciger
elastikiyeti ve alveolar yiizey alani kaybedilir (Carrington et al., 2018; Kolb et al., 2017;
Moore and Hogaboam, 2008).

Akcigerlerin farkli boliimleri hastalik siirecinin farkli asamalarina ulasir, bu da daha
az etkilenen ve hatta saglikli doku alanlarinin yaninda fibrozis bolgelerinin meydana

geldigi yamali bir goriiniime yol acar (Kolb et al., 2017).

IAF patogenezinde yer alan farkl1 hiicre tipleri ve mediatdrler asagida incelenmistir.
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2.4.1. Tip 2 AEC: anormal onarim siirecinin baslamasi

IAF hastaligmin, AEC fonksiyon bozuklugu ve yaralanmalara kars1 anormal tepki
ile sonuglanan, AEC'de ifade edilen birka¢ geni etkileyen mutasyonlar ile iliskili
olabilecegi diistiniilmektedir (Grimminger et al., 2015; Sgalla et al., 2018; Snetselaar et
al., 2017; Zhang et al., 2019). IAF ile iliskilendirilen bu mutasyonlar son zamanlarda
telomer uzunlugunun korunmasinda rol oynayan TERT, TERC, PARN, RTEL genlerini;
sirfaktan proteini C (SPC) ve siirfaktan proteini A2’yi (SPA2) kodlayan genleri
kapsamaktadir (Grimminger et al., 2015; Mcdonough et al., 2018; Snetselaar et al., 2017,
Zhang et al., 2019).

Progresif telomer kisalmasi, dzellikle ITAF'nin patobiyolojisinin temelini olusturan
alveoler epitel hiicrelerinin hizlandirilmis hiicre dongiisiine, erken hiicresel yaglanmasina,
rejeneratif kapasitesinde diislise neden olarak yara onarim siirecini etkilemektedir (Kong

et al., 2013).

Tip 2 AEC'ler tarafindan ifade edilen protein yapidaki onemli surfaktan maddeler
olan SPC ve SPA2’de meydana gelen mutasyonlar, endoplazmik retikulumda (ER)
biriken ve ER stresine neden olan anormal protein Onciileri ile sonuglanir (Sgalla et al.,

2018; Spagnolo et al., 2015).

ER stresi sonucunda katlanmamis protein yaniti olusur bunun sonucunda
normalligi saglamak tizere proteinlerin translasyonu inhibe edilir ve degredasyona hedef
haline getirilirler. Katlanmamis protein yanitmin aktivasyonu, hiicresel davranislar
tizerinde gesitli olumsuz sonuglara yol acar; AEC’de apoptotik yolaklarin aktivasyonunu;
ayrica, TGF-B1, PDGF, CXCL12, CCL2 gibi profibrotik mediatorlerin iiretimini; EMT
araciligiyla AEC’nin fibrotik fenotip kazanmasimi tesvik edebilir. Degisen genetik
ekspresyon ile meydana gelen bu anormal protein iiretimi hiicresel ¢evreye zarar verebilir,
hiicresel davranigi degistirebilir ve hiicresel yaslanmayr hizlandiran etkilere neden
olabilir. Sonugta tip 1 AEC’lerin hasarlanmasi sonucunda tip 2 AEC’lerin hasara kars1
cevap verme yeteneginde azalma meydana gelir, alveolar epitel biitiinliiglin onarimi

efektif sekilde saglanamaz (Sgalla et al., 2018; Spagnolo et al., 2015; Wuyts et al., 2013).
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2.4.1.1. TGF-p1

TGF-B1 muhtemelen IAF patogenezinde rol oynayan en dnemli mediatdrdiir. Tip 2
AEC'ler bu mediatori, avB6 integrin aktivasyonu yoluyla, katlanmamis protein yaniti
tarafindan indiiklenen aktin/miyosin aracili hiicre iskeleti kasilmasmin bir sonucu olarak
tiretebilir. avpo6 integrin/TGF-B1 yolagi temel bir biyolojik siiregtir: Molekiiller yapisal
olarak baglanir ve bu, Sistemin zararli uyaranlari tespit etmek i¢in hazirlandigini
diistindiirmektedir. TGF-B1 fibrozisi destekleyen giiclii mediatordiir: epitel hiicre
apoptozunu, EMT, epitel hiicre gociinii, diger profibrotik mediatorlerin {iretimini,
dolagimdaki fibrositlerin gociinii; fibroblastlarin aktivasyonunu, proliferasyonunu ve
miyofibroblastlara farklilagsmasini ve boylece asir1 kolajen birikimini; VEGF, CTGF gibi
pro-anjiojenik mediatorleri ve diger birkag yolagi destekler (Fernandez and Eickelberg,
2012; Sgalla et al., 2018; Wuyts et al., 2013). EMT ve fibrogenezde yer alan, ayni
zamanda TGF-B1 tarafindan aktive edilen diger 6nemli yolaklar; Wnt-B-katenin
sinyalleri, Sonic Hedgehog (Shh), gremlin-1, fosfataz ve tensin homologu (PTEN) gibi
kisitlamalar1 kaldirilmis embriyolojik programlarin bir grubudur. Bu yolaklarin
kisitlamalarinin kaldirilmasi hiicrelerin apoptoza diren¢ kazanmasini ve proliferasyonunu

saglar (Sgalla et al., 2018).

Akcigerlerde TGF-B, aktive edilmis AEC’ler disinda; alveoler makrofajlar,
notrofiller, endotel hiicreleri, fibroblastlar ve miyofibroblastlar dahil olmak iizere ¢ok

cesitli hiicre tipleri tarafindan tiretilebilmektedir (Fernandez and Eickelberg, 2012).

24.1.2. EMT

EMT,; epitel yaralanma, yaslanma ile iligkili mekanizmalar ve katlanmamis protein
yanit1 tarafindan indiiklenebilen; profibrotik mediatorler ve yolaklar tarafindan
gelistirilen, tip 2 AEC'lerin molekiiler yeniden programlanmasi ile mezenkimal
fibroblastlara doniistimiidiir. Epitel hiicreler, mezenkimal hiicre ile iligkili genleri
eksprese eder, bazal membrandan ayrilir, gé¢ eder ve karakteristik belirteclerini (6rnegin
E-kaderin) azaltarak diizenler. Bu gecis hiicrelerinin en karakteristik belirtegleri

miyofibroblastlara 6zgii olan a-SMA’dir. Son bulgular tip 2 AEC’lerinin EMT
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sonrasinda, parakrin sinyalleri yoluyla lokal fibroblastlari aktive eden pro-fibrotik ortami
destekledigini gostermektedir. Siirekli EMT’yi indiikleyen sinyaller ECM birikimine
sebep olur ancak eriskin patolojik durumlardaki kesin rolii hala belirsizdir (Hill et al.,
2019; Salton et al., 2019; Sgalla et al., 2018).

2.4.2. Endotelyum ve koagiilasyon kaskadinin rolii

Alveoler yapidaki hasar ve AEC'lerin kaybi, bazal membranin bozulmasi ile
birlikte, alveoler damarlarinin gecirgenliginin artmasi ile sonuglanir. Sonug olarak, yeni
damarlar olusturulmali ve endotel progenitér hiicreleri igceren endotel hiicreleri
cogalmalidir. Ancak IAF hastalarinda bu hiicrelerin énemli dlgiide azalmis oldugu
gosterilmistir. Bunun 6nemli bir sonucu olarak yeniden endotelizasyon gerceklesemeyip,
islevsiz alveol-kapiller bariyeri olusabilir. Bu ise fibrotik siireci ve damar
fonksiyonlarindaki anormallikleri uyaran profibrotik yaniti1 indiikleyebilir. Ayrica,

endotel hiicreleri, EMT’ye maruz kalabilir (Sgalla et al., 2018).

Endotel ve epitel hasari, yaranin iyilesme siirecinin erken evrelerinde
homeostazinin saglanmasi i¢in koagiilasyon kaskadinin aktiflesmesine yol agar.
Koagiilasyon kaskadinin profibrotik etkileri bulunmaktadir. Fibrin ve fibronektinden
olusan ge¢ici matris TGF-f3 yoklugunda dahi EMT yi indiiklemektedir. Bu gegici matrisin
bozunmasi alveolar fibrinolizin eksik fonksiyonu sebebiyle ger¢eklesmemektedir ve
fibrotik akciger yanitin1 yonlendirmede onemli bir role sahiptir. Ayrica koagiilasyonu
destekleyen ortam fibroblastlarin miyofibroblastlara farklilasmasmma neden olur.
Dolayisiyla  koagiilasyonu  destekleyen —sinyallerin IAF’de aktive edildigi
diistiniilmektedir (King Jr et al., 2011).

2.4.3. Mezenkimal hiicreler ve ECM: Hastaligin ilerlemesi

Mezenkimal hiicre tiplerini; dolasimdaki fibrositler, pulmoner fibroblastlar ve
miyofibroblastlar olusturmaktadir. Bu hiicreler, aktive edilmis epitel ve endotel hiicreler
tarafindan olusturulan anormal biyokimyasal ortam tarafindan gog ettirilir, aktive edilir;

¢ogalmasi, farklilasmasi, transdiferansiyasyonu icin indiiklenir. Ilk tetikleyici ve
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mezenkimal hiicre artisinin kaynagi hala bilinmemektedir, ancak mevcut literatiir
fibroblastlar: ve miyofibroblastlar1 IAF patogenezinin Kilit hiicreleri olarak tanimlamay1
kabul etmektedir (Sgalla et al., 2018). EMT ’ye ugramis ve a-SMA ifade eden AEC'lerin
miyofibroblastlar olarak kabul edilip edilemeyecegi hala tartisilmaktadir (Hill et al.,
2019; Sgalla et al., 2018).

Fibrositler, genellikle CD45, CD34 ve tip I/tip 111 kollajen gibi fibroblast belirtegleri
ile tanimlanan, dolagimdaki kemik iligi kaynakli mezenkimal progenitdr hiicrelerdir
(Keeley et al., 2011; Maharaj et al., 2013). Patolojik siireglerde lokal mezenkimal hiicreler
onemli Olciide azaldiginda hasarli dokular tarafindan fibrositler bolgeye cagirilabilirler.
Aktif epiteller, CXCL12, CCL2’yi ve giigli bir fibrosit aktivatorii olan TGF-B1°i
salgilayarak fibrositleri hasarli bolgeye cagirir (Sgalla et al., 2018). Hasarli akcigerde,
fibrositler, fibroblastlara ve miyofibroblastlara farklilasip ECM iiretimi yoluyla ve
profibrotik sitokinleri salgilayarak fibrozisi destekler (Maharaj et al., 2013; Sgalla et al.,
2018).

Fibroblastlar, yara onarim siirecinde, normal ve iyi yapilandirilmis bir ECM'yi
yeniden olusturan doku mezenkimal hiicreleridir. IAF patogenezi sirasinda, fibrositler
gibi akciger tiirevli fibroblastlar da miyofibroblastlara farklilasmaya ve ECM iiretimine
yol agan profibrotik mediatorler ile uyarilirlar. Bu transdiferansiyasyon i¢in en énemli

uyarici faktor TGF-B1'dir (Kendall and Feghali-Bostwick, 2014; Sgalla et al., 2018).

Myofibroblastlar IAF’nin kilit efektor hiicreleridir. Fibroblastlardan daha fazla
ECM sentezlemektedirler. Myofibroblastlarin iirettigi matris kotii organize edilmis
sekilde ve ¢cok yogundur. Miyofibroblastlar a-SMA nedeniyle diiz kas hiicrelerine benzer
sekilde kasilma Ozelliklerine sahiptirler ancak, diiz kaslardan farkli olarak geri
doniisiimsiiz olarak kasilmaktadirlar. Miyofibroblastlar kolajen fibrilleri daha sert bir
ECM  olusturacak  sekilde  diizenlerler.  ECM'nin  mekanik  ozellikleri
fibroblastlarin/miyofibroblast aktivitesinin diizenlenmesinde en Onemli faktordiir.
Miyofibroblastlarin, daha sert bir ECM ile temas ettiklerinde pozitif geri besleme
dongiisii ile ECM sentez aktiviteleri gelismektedir (Sgalla et al., 2018; Upagupta et al.,
2018). Dolayistyla asir1 ECM birikimi gergeklesir. Oysaki saglikli, yumusak ECM yapisi,
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miyofibroblastlar1 gii¢lii bir sekilde inhibe edip sayilarinin azalmasina yol agmaktadir. Bu
acidan normal yara iyilesmesinde goriilen ECM bozunmasinin gerceklesmemesi sonucu
olusan kollajenin birikimi ve bozunmas1 arasindaki dengesizlik, miyofibroblastlarin agir1
faaliyet gostermesi yoluyla fibrozise katki saglamaktadir (Sgalla et al., 2018). Ayrica bu
ECM'nin asir1 birikmesi, akciger hacmini azaltan skarlasma sonucu olusan mekanik
sertligin klinik oncesi IAF modellerinde, TGF-B1 aktivasyonu Yoluyla akciger
fibrozisinin gelisimine katkida buludugu belirtilmistir (Kolb et al., 2017).

Aktif miyofibroblastlar tarafindan iiretilen yiiksek konsantrasyondaki ekstraseliiler
reaktif oksijen tiirleri (ROS), komsu epitel hiicrelerin apoptozunu/yaralanmasini

indiikleyerek ilave fibrojenik etkilere aracilik edebilir (Thannickal and Horowitz, 2006).

[AF nin tipik bir belirleyicisi olan ‘fibroblastik odaklar’ tip 2 AEC'ler ile buna
yakin bolgede yer alan mezenkimal hiicreler arasindaki anormal iliskiden kaynaklanan-
hiperplastik tip 2 AEC'lerin ¢ok yakininda goriilen miyofibroblastlarin biriktigi bolgeleri
ifade etmektedir (Sgalla et al., 2018).

2.4.4. inflamasyon ve bagisikhk

IAF'nin patolojik belirleyicisi olan fibroblastik odaktaki inflamatuar hiicrelerin
nispi azlig1 ve IAF'nin tedavisinde anti-inflamatuar stratejilerin basarisizhig1 nedeniyle
inflamasyonun IAF patogenezindeki rolii tartismalidir (Bringardner et al., 2008; Coward
et al., 2010). Anormal epitel-mezenkimal iletisimin neden oldugu diisiiniilen IAF'nin
patobiyolojisinde, inflamasyonun ikincil bir rol oynadigi diisiiniilmektedir (Bringardner
et al., 2008; Sgalla et al., 2018). Dolayisiyla inflamasyonun fibrozisin bir sebebi degil

sonucu oldugu diisliniilmektedir.

Inflamatuar hiicreler normal yara iyilesmesinin erken fazlarindan itibaren yer
alirlar. Koagiilasyon kaskadi ve hasarl epitellerden salgilanan mediatdrler aracilifiyla
notrofiller ve monositler boélgede toplanir. Yara onarimmin gergeklesememesi
durumunda, nétrofiller ve makrofajlar yeterince hizli bir sekilde yok edilmez ve bu

inflamatuar hiicrelerin varligs, iiretmis olduklar1 ROS ile epitel hasarin1 arttirarak fibrotik
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kaskad1 daha da siddetlendirebilir (Camelo et al., 2014; Koh and DiPietro, 2011) ve
makrofajlar, giiglii mediator ile dogrudan profibrotik etkilere sahip olabilir (Sgalla et al.,
2018).

Lenfositlerin IAF’ndeki rolii hala tartisgilmaktadir. Bazi lenfositik sitokinlerin,
fibroblast ve miyofibroblast aktivitelerine profibrotik olarak dogrudan etki ettigi kabul
edilir. Th-1, Th-2 ve Th-17 alt tiplerinin, IAF patogenezinde rol alabilecegine dair kanitlar
vardir (Camelo et al., 2014). Thl alt kiimesi, nihai bir profibrotik etki ile IL-1a, TNF-a,
PDGF ve TGF-B1 iiretir, ancak Th2 ve Th17 yamtlar1 IAF patogenezinde daha 6nemli
gibi goriinmektedir. Th2 alt kiimesi i¢in tipik interlokin, IL-4'tiir. Bu interlokin, IL-5, IL-
13 ve TGF-B1 seviyelerini indiikler ve dogrudan fibroblast aktivasyonunda kullanilir.
Ayrica, IAF hastalarindan izole edilen fibroblastlar, IL-13'e asi1 duyarlilik
gostermektedir; Bu interlokin, epitel hiicre apoptozu ve ECM iiretimini artiran
fibroblastlarin etkinligi lizerinde etkiye sahiptir. Th17 alt kiimesi TGF-B1 seviyelerini
artrrarak dolayl olarak fibrozisi destekler. Pozitif bir geri besleme dongiisii yaratarak
TGF-B1 tarafindan pozitif olarak diizenlenir. Bununla birlikte, hastaligin erken
evrelerinin ve ilerleyis mekanizmalarmin netlesmesi agisindan, inflamasyonun IAF
patobiyolojisindeki rolii iizerine yeni ¢aligsmalara ihtiyag oldugu belirtilmektedir (Camelo
et al., 2014; Sgalla et al., 2018).

2.5. IAF Epidemiyolojisi

Insterstisyel akciger hastaliklarinin insidansi/prevalansi, global dagilima ragmen iyi
tanimlanamamistir. Bu durum, etiyolojinin heterojen dogasi, teshisin karmasikligi,
tiniform tan1 kriterlerinin heniiz son zamanlarda tanimlanmis olmasi ve tani1 konan hasta
sayisinin azligi ile ilgili olabilir (Meltzer and Noble, 2008; Olson et al., 2018). Hastaligin
sporadik formu ailevi akciger fibrozisine gore daha sik goriilmektedir (Genetics Home
Reference, 2019).

[AF'nin diinya capinda en az 5 milyon kisiyi etkiledigi tahmin edilmektedir
(Meltzer and Noble, 2008). Nadir goriilen bir hastalik olarak kabul edilir, ancak son

zamanlarda prevalans ve insidansi, muhtemelen farkindaligin artmasi, popiilasyonun
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yaslanmas1 veya diger faktorler nedeniyle artmaktadir (Sauleda et al., 2018). IAF diinya
genelinde tahmini yillik insidansi 4.6-16.3/100.000, prevalansi 13-20/100.000 ‘dir
(Genetics Home Reference, 2019; King Jr et al., 2011).

Tiirkiye’de interstisyel akciger hastaliginin insidanst 25,8/100,000 olarak
hesaplanmustir. IAF orani ise, 2245 interstisyel akciger hastasmin degerlendirildigi bir
calismada % 19.9 olarak belirlenmistir (Musellim et al., 2014). Ayrica IAF goriilme
siklig1 yasla birlikte artmaktadir. 50 yasin altindaki bireylerde olduk¢a nadir
goriilmektedir. IAF hastalarinin ortalama yas1 66 iken erkeklerde kadinlardan daha sik
(1.5-1.7:1) goriilmektedir (King Jr et al., 2011; Meltzer and Noble, 2008; Richeldi et al.,
2017). Hastaligin seyri oldukca degiskendir. Bazilar1 birka¢ ay icinde ciddi sekilde
hastalanirken, digerleri on y1l veya daha uzun siire hastalikla yasayabilir. Ancak ¢ogu IAF
hastasi, tan1 konduktan sonra 3-5 yil kadar hayatta kalabilmektedir (Genetics Home
Reference, 2019).

2.6. Risk Faktorleri

IAF gelisiminde igsel risk faktorlerinin, ek hastaliklarm ve dissal risk faktorlerinin
roliinii destekleyecek veriler artmaktadir. Sigara, gastrik asit aspirasyonu, herpes viriisii
enfeksiyonu, belli genlerde meydana gelen mutasyonlar gibi genetik ve c¢evresel
etkilesimler; telomer kisalmasi, epigenetik degisiklikler, artan oksidatif stres gibi
yaslanma ile birlikte meydana gelen faktorlerin IAF ile iliskili oldugu belirtilmektedir
(King Jr et al., 2011; Kolb et al., 2017; Mouratis and Aidinis, 2011; Zaman and Lee,
2018). Bu risk faktorleri bagimsiz olarak IAF'ye olan duyarliligi artirabilir, hastalik

gelisimi riskinin artmasinda sinerjik bir sekilde etki edebilir (Zaman and Lee, 2018).

2.6.1 Oksidatif stres

Oksidasyon, elektronu bir maddeden oksitleyici bir maddeye aktaran kimyasal bir
reaksiyondur. Oksidasyon reaksiyonlari, dokulara/hiicrelere zarar veren zincir
reaksiyonlar1 baslatan serbest radikaller dahil toksik metabolit olusturabilir.

Antioksidanlar, serbest radikal ara maddelerini/tiirevlerini ortadan kaldrarak bu zincir
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reaksiyonlar1 sonlandirir ve kendileri oksitlenerek diger oksidasyon reaksiyonlarini
inhibe ederler. Bu antioksidanlarin diisiik seviyeleri veya antioksidan enzimlerin
inhibisyonu oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres genel olarak ROS ve reaktif
nitrojen tiirleri (RNS) gibi yiiksek derecede reaktif molekiillerin fazla olusumu ve/veya
yetersiz uzaklastirilmasi olarak tanimlanir. ROS, siiperoksit, hidroksil, peroksil,
hidroperoksil gibi serbest radikallerin yani sira hidrojen peroksit (H202) ve hipokloréz
asit gibi radikal olmayan tiirleri de igerir. ROS fizyolojik kosullar altinda iiretilir ve
fagositoz, notrofil fonksiyonu ve vazorelaksasyonda goriildiigii gibi bir dereceye kadar
sinyal molekiilleri ve savunma mekanizmalarinda yer alirken, yiiksek diizeyde oksidatif
stres proteinlere, lipidlere ve DNA'ya zarar vererek enzim aktivitelerinde degisiklik,
membran lipid peroksidasyonu gibi etkilerle patolojik sonuglara sebep olmaktadir. Son
yillarda, oksidatif stres ile baglantili hastaliklarin tedavisinde antioksidanlarin terapdtik

kullanimna olan ilgi artmstir (Bajpai et al., 2016).

Aktif oksijen tiirlerinin olusumunda ilk adim olarak, hiicre icerisinde, enzimatik
olmayan mitokondriyal elektron transport sisteminde ya da ksantin oksidaz gibi enzimler
aracigiligiyla olusabilen siliperoksit anyonunun iiretimi oldugu belirtilmistir. Siiperoksit
anyonundan ise kendiliginden ya da enzimatik olarak H>O> olusumu meydana
gelmektedir. Bunun disinda H2O2,  Oz’nin  iki  elektron  indirgenmesi ile de
olusabilmektedir. H2Oz’ten ise Fe(ll) gibi geg¢is metal katyonlar: ile katalizi sonucunda
olduk¢a reaktif, hiicrelere ¢ok daha fazla zarar veren hidroksil radikali meydana
gelmektedir. Akcigeri siklikla oksidatif stresten koruyan antioksidan enzim ailesi katalaz,
GSH peroksidaz, SOD’u igerir. SOD siiperoksit anyonunu H2O2’¢ doniistiiriir. H202’i

detoksifiye edip hiroksil radikali olusumu Onleyen enzimler ise katalaz ve GSH
peroksidazdir. Bu sayede bu enzim ailesi, toksik bir aktif oksijen tiiriinii toksik olmayan
yan {rilinlere doniistiirmek igin sirali bir sekilde hareket edebilir (Quinlan et al., 1994).
Bunlar diginda bazi vitaminler, mineraller, peptidler (GSH), fenolik asitleri, nitrojen
bilesikleri (iirik asit) gibi enzimatik olmayan antioksidanlar da bulunmaktadir (Bajpai et
al., 2016; Lushchak, 2014).
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Sekil 2.5 ROS olusumu ve katabolizmalarinda yer alan antioksidan enzimler.

Oksidatif stres, akcigerler de dahil olmak {izere ¢esitli organlarda fibrozisin altinda
yatan 6nemli bir molekiiler mekanizma olarak ifade edilmektedir (Kliment and Oury,
2010). Siirekli ve kronik oksidatif stresin yaslanmanin ve/veya yaslanma ile iligkili
hastaliklarin ilerlemesine katkida bulunmas1 muhtemeldir. IAF'de yaslanmanin rolii tam
olarak anlasilmamistir ancak akcigerlerin gesitli endojen ve eksojen oksidanlara maruz
kalmasi sonucu inflamatuar ve fibrotik yanitlarin ortaya ¢ikmasi ve antioksidan
kapasitenin bozulmasiyla iliskili olabilecegi belirtilmektedir (Swamy et al., 2016).
Oksidatif stres, IAF'deki ana patojenik yolaklardan biridir ve yaslanma ile birlikte artan
ROS, IAF riskini artirmaktadir (Fois et al., 2018; Hemmati et al., 2019; Kurundkar and
Thannickal, 2016; Swamy et al., 2016; Yan et al., 2017; Zhang, Zhihui et al., 2018).
[AF'de, ROS ve oksidatif stres belirtegleri belirgindir ve antioksidan savunma sisteminin
bozulmasmin epitel hiicrelerinin apoptozuna katkida bulundugu bildirilmistir. Oksidatif
stresin IAF'de dnemli bir rol oynadigina dair artan kanitlar var (Fois et al., 2018; Kliment
and Oury, 2010; Maher, 2012). Yaslanma disinda sigara dumani, mineral tozu, radyasyon
gibi endojen ve eksojen oksidanlara maruz kaldiklarinda alveolar, bronsiyal ve endotel
hiicreleri ve fagositler tarafindan akcigerde biiyiik miktarda ROS ve RNS f{iretilir ve bu
da IAFnin ve diger diffiiz akciger hastaliklarinmn ilerlemesinden sorumlu redoks
dengesizligine neden olur (Qazi and Molvi, 2018). Normal akciger homeostazisi, hiicre
ici ve hiicre dis1 oksidanlar ve antioksidanlar arasinda uygun bir denge gerektirir.
Fibrozise aracilik eden ROS iiretimindeki dengesizligin fibrozisli hastalarda en iyi nasil

hedeflenecegi kesin olarak tespit edilememistir (Cheresh et al., 2013).

Nrf2 niikleer seviyede, antioksidan yanit elemanina (ARE) veya elektrofil yanit

elemanma baglanarak detoksifikasyon, antioksidan ya da antiinflamatuar genlerin ya da
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hasarli proteinlerin temizlenmesinde rol oynayan genlerin transkripsiyonel
aktivasyonunu saglayan bir transkripsiyon faktoriidiir. 500’den fazla genin ekspresyonu
Nrf2/ARE yolagi ile regiile edilir. Hiicre i¢i antioksidan savunma yanitinin ana
diizenleyicisidir (Chen et al., 2016; Silva, et al., 2018; Smith, et al., 2016). IAF gibi
yaslanmayla iligkili fibrotik hastaliklarda Nrf2 sinyalinde diizensizlikler gorildiigii
belirtilmistir. Bu sebeple yeni terapétik stratejilerinden biri Nrf2 ekspresyonunun ve/veya
aktivasyonunun arttirilmasidir. Bu yaklasimin IAF'de etkisiz oldugu gosterilen N-
Asetilsistein (NAC) takviyesi ile GSH seviyelerinin arttirilmasi gibi tek bir antioksidan
yolagi igeren stratejiden daha fazla koruma saglayacagi diisiiniilmektedir. Son yillarda,
ilag sirketleri de akciger fibrozisi dahil ¢esitli kronik hastaliklar1 tedavi etmek i¢in yeni
Nrf2 aktivatorlerinin gelistirilmesine odaklanmistir (Liu, Q. et al., 2019; Swamy et al.,
2016).

2.6.2. Yaslanma, telomer kisalmasi ve genetik etkiler

Telomerler Okaryotik kromozomlarmn wuglarin1 orten ve koruyan genetik
elementlerdir. Telomeraz, ¢gogalan hiicrelerde telomerleri uzatmaya yarayan 6zel bir ters
transkriptazdir. Yetigkin insanlardaki ¢ogu somatik hiicre, yeterli seviyede telomeraz
icermez ve telomer bolgelerinin hiicre boliinmesiyle birlikte yavas yavas kisalmasi
sebebiyle, genomdaki tiim telomerik DNA'min toplam miktar1 olan telomer rezervi
yaslanma sirasinda yavas yavas tiikenir (Le Saux et al., 2013; Victorelli and Passos,
2017). Kisa telomerlerin kromozom instabilitesine ve telomer fonksiyon bozukluguna yol
actig1 belirlenmistir (Thomas et al., 2000). Biyolojik yaslanma siirecinin bir sonucu olan
telomer kisalmasi en sonunda hiicre 6liimii veya kalict hiicre dongiisiiniin durmasina yol
acan bir DNA hasar yanitin1 aktive eder. Sonu¢ olarak dejeneratif, yas ile iliskili
hastaliklarda telomer kisalmasi oldugu goriilmektedir (Thomas et al., 2000). Yas,
idiyopatik interstisyel pndmonilerin gelisimi i¢in en bliylik risk faktoriidir. Kisa

telomerler akcigerde doku yenileme kapasitesini sinirlamaktadir (Alder et al., 2008).
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Sekil 2.6 Telomer kisalmasinin sematik gosterimi (Resim biorender.com ile olusturuldu).

Telomerazin temel bilesenlerinden -hTERT, hTR, TERC’in- herhangi birinde
meydana gelen mutasyonlar, hizlandirilmis telomer kisalmasina ve sonugta organ
yetmezligine sebep olur. TERC ve TERT genlerindeki mutasyonlar, ailesel IAF
vakalarinin yaklasik %15'inde ve sporadik (daha énce ailesinde IAF hastas1 bulunmayan)
IAF vakalarinin daha kiigiik bir yiizdesinde bulunmustur (Alder et al., 2008; Armanios,
2012; Genetics Home Reference, 2019).
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Sekil 2.7 Sporadik IAF gelisimine yatkinlik saglayan genetik mutasyonlarm tahmini prevalansi

(Wolters et al., 2014).

Telomeraz bilesenlerinde mutasyon bulundurmayan sporadik IAF hastalarindaki
AEC hiicrelerinin de kisa telomerlere sahip oldugu belirtilmektedir (Alder et al., 2008;
Armanios, 2012; Koziel et al., 2011). IAF nin %2-20’sinin ailesel formda oldugu tahmin
edilmektedir (Moore et al., 2013). Dolayisiyla sporadik formun, ailesel IAF’ye gore daha
yaygin oldugu (Genetics Home Reference, 2019) da g6z oniinde bulunduruldugunda,
telomer ile ilgili mutasyonlardan ziyade, kisa telomer IAF icin daha iyi bir belirtegtir.
Boylece kisa telomerler IAF'nin bir isareti olarak kabul edilmektedir ve yasla ilgili
baglangicinda muhtemelen rol oynamaktadir (Alder et al., 2008; Hecker, 2018; Koziel et
al., 2011). Yaslanan tip 2 AEC’lerin fibrozis bolgelerinde birikmis oldugu gosterilmistir
(Naikawadi et al., 2016). Kisa telomerlerin epitel hiicrelerinde apoptotik yolaklari
indiikledigi bilinmektedir (Sauler et al., 2019). Bu sebeple telomerler, yeni tedaviler i¢in

umut verici hedefler olarak tanimlanmistir (Povedano et al., 2015, 2018).

Telomerazin, insan hiicrelerinde yeniden aktive edilmesi; hiicrelerde telomerik
rezerv kaybini ve hiicre yaglanmasii onleyebilir (Le Saux et al., 2013). Telomeraz
aktivasyonu, telomer kisalmasi ile iliskili hastaliklarin tedavisi adma biiylik onem

tagimaktadir. Ancak kansere yol agabilecegi diisiincesiyle bu alanda yapilmasi gereken
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calismalar gecikmistir. 2002 yilinda Prof. Harley’in kanser ve telomeraz arasindaki iliski
iizerine 86 yayimni degerlendirerek hazirladigi derleme makalesinde, telomerazin kansere
sebep olan bir onkogen olmadig1 ve hiicrelerin biiylime kontroliinii kaybederek kanserli
olmasina sebebiyet vermedigi sonucuna ulagsmustir (Harley, 2002). Bununla birlikte

telomeraz aktivasyonuna yonelik ¢aligmalar hiz kazanmaistir.

Sporadik IAF ile tutarl bir sekilde iliskili hi¢bir genetik faktdr yoktur. Katlanmamis
protein yanitindaki degisiklikler; sadece tip 2 AEC’de ifade edilen bir hidrofobik protein
olan SPC mutasyonlarma sahip bazi ailevi IAF vakalarinda meydana gelmistir. Bu
mutasyon epitel hiicre hasarina neden olabilen yanlis katlanmis proteinin iiretilmesine
neden olur (King Jr et al., 2011). Bunun disinda bronsiyal epitelleri tarafindan iiretilen
MUCSB geni, havayolu temizligi i¢in gerekli olan bir glikoprotein olan mucin 5B'yi
kodlar. Bakterilere kars1 dogal bagisiklik tepkisi olmasi agisindan dnemlidir. MUC5B'nin
promotdr bolgesinde tek niikleotid polimorfizminin (RS35705950), IAF’de rolii
bulunmaktadir. RS35705950 mindr alel, kii¢iik hava yolu epitel hiicrelerinde jel
olusturucu miisin 5B'nin asir1 ekspresyonuna yol acar. Mucin 5B asir1 ekspresyonu ile
IAF riski arasindaki iliskiyi ortaya koyan mekanizma belirsizdir. Baz1 arastirmacilar
bunun akciger mikrobiyomunda degisikliklere yol agabilecegini ve IAF'yi destekleyen
dogal immiin yanitlarin ortaya ¢ikabilecegini varsaymislardir (King Jr et al., 2011;
Lederer and Martinez, 2018).

2.6.3. Cevresel riskler

Mevcut gdzlemsel ¢alismalardan elde edilen sonuglar IAF riskinin, bir dizi ¢cevresel
ve mesleki maruziyetler ile tutarli bir sekilde arttigini gostermektedir. Meta analizi
sonuclarma bakildiginda, istatistiksel olarak anlamli sekilde IAF patogenezine katkida
bulunan; sigara kullanim1 diginda organik tozlar (hayvancilik/tarim/giftgilik), ahsap tozu,
metal tozu ve silikaya maruziyet gibi riskler bulunmaktadir (Taskar and Coultas, 2006;
Trethewey and Walters, 2018).

Sigara igme/sigara dumanma maruz kalmanin IAF i¢in 6énemli dlgiide bir risk

faktorii oldugu bulunmustur. Calismalarda kullanilan vaka tanimma bagli olarak, IAF
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hastalarinda tiitin kullanimmin yayginligi %41 ile %83 arasinda degismektedir (Oh et
al., 2012; Silva, D. R. et al., 2008). Sigara igmenin IAF gelisimi i¢in potansiyel bir risk
faktorii oldugu tespit edilmistir. IAF gelisimi ile sigara igilmesi arasinda giiclii bir iliski
oldugunu &ne siiren calismalara ragmen, Sigara igmenin IAF patogenezine katkida
bulunabilecegi mekanizma bilinmemektedir (Margaritopoulos et al., 2015; Oh et al.,
2012).

IAF yaslilik hastalig1 olarak kabul edildigi igin, sigaranin IAF gelisimine yaslanma
ile iliskili sekilde katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Sigara dumani, partikiil
halinde madde ve ayrica yiiksek derecede toksik reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini igeren
cok sayida kimyasal madde igerir. Bu sebeple sigara igenlerde oksidan/antioksidan
dengenin degismesi sonucu oksidatif stresin artmasmnin hastaligin ilerlemesini
artirabilecegi yoniinde bir oneri vardir (Donohue, 2006; Kurundkar and Thannickal,
2016; Oh et al., 2012).

2.6.4. Mikrobiyal ajanlar

Enfeksiydz ajanlarin IAF’de olas rolii olabilecegi belirtilmistir. Ancak hayvan
modelleri kullanilarak gerceklestirilen bazi ¢alismalar, IAF'nin indiiklenmesinde ve
siddetlenmesinde enfeksiydz ajanlarm varligin1 belirlerken, hastalarda IAF'nin
mikrobiyal indiiksiyonuna iliskin literatiir bilgisi yetersizdir (Chioma and Drake, 2017).
Viriislerin (Hepatit C, insan Herpes viriisleri) IAF'deki roliinii destekleyen kanitlar
yetersiz olmakla birlikte siklikla ¢eliskilidir (Molyneaux and Maher, 2013; Spagnolo et
al., 2019). Bakterilerin IAF patogenezinde oynadigi rol daha az belirgindir (Molyneaux
and Maher, 2013). Ayrica, dzellikle IAF hastalarmin bakteriyel pndmoni gelistirmeye
duyarli olmalar1 sebebiyle, bakteriyel enfeksiyonun IAF’nin dogrudan nedeni mi yoksa

sadece hastalig1 siddetlendiren bir ajan m1 oldugu belirsizdir (Chioma and Drake, 2017).

2.6.5. Es zamanh hastahiklar

IAF'li hastalar siklikla pulmoner enfeksiyon, amfizem, pulmoner hipertansiyon,

akciger kanseri, gastrodzofageal reflii, kardiyovaskiiler hastalik, diabetes mellitus,
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obstriiktif uyku apnesi gibi ¢esitli hastaliklar1 da es zamanl olarak yasarlar (King and
Nathan, 2017; Suzuki and Kondoh, 2017). Belirlenen IAF ile iliskili komorbidite
prevalansi, ¢alisilan popiilasyona ve uygulanan tani Olgiitlerine gore biiylik Olciide
degismektedir. Bir ¢alismada IAF'li 272 hastanin analizi sonucunda, yalnizca %12'sinde
komorbidite olmadigi belirtilirken; hastalarin %58'inde 1-3 komorbid durumu, %30'unda
ise 4-7 komorbidite oldugu belirtilmistir. Artan komorbidite prevalansinin birlestirici bir
nedeni tespit edilememistir ancak, akcigerde yukar1 regiile edilmis mediatorlerin
potansiyel sistemik rolii hakkinda bir¢ok teori vardir. Diger bir dnemli olasilik ise, IAF
riskini arttirdig1 bilinen ve yasla ilgili komorbiditelerin de gelisme riskini arttirabilecek

yaglanma olgusu olan telomer kisalmasidir (King and Nathan, 2017).

2.7. Teshis

IAF hastalarma baslanigta, diger akciger hastaliklarma benzer belirtiler gdsterdigi
yanlis teshis konmaktadir. IAF tanis1, diger interstisyel akciger hastaliklarmin bilinen
nedenlerinin hastada mevcut olmamasini ve akcigerlerin yiiksek ¢6ztiniirliiklii bilgisayarli
tomografisinde (HRCT) veya cerrahi akciger biyopsisinde bir UIP paterninin (fibrozis
nedeniyle akciger parankiminde yamali goriiniim/yapisal bozukluk, fibroblastik odaklar,
bal petegi goriiniimii, retikiiler anormallik) bulunmasini gerektirir. UIP paternini
belirlemek de zor olabilmektedir; bu teknik sebeplerden ya da hastaligin tipik olmayan
belirtilerinden kaynakl1 olabilir. Her hastanm akciger HRCT sonucunda UIP paterni
goriilmeyebilir bu durumda cerrahi akciger biyopsisi gerekli olmaktadir. Ancak hastanin
sahip oldugu komorbitelerden, ciddi fizyolojik bozukluklardan dolayr biyopsi riskli
olabilir ya da yanlis bolgelerden alman biyopsi sonucunda normal akciger dokusu
goriiniimii sebebiyle IAF teshisi konamayabilir (Raghu and Richeldi, 2017; Spagnolo et
al., 2012). Ayrica, genellikle egzersiz sonrasi nefes darligi ve kuru 6ksiiriik olarak ortaya
cikan hastaligin ilk belirtileri ile hastaligin dogru teshisi arasinda dnemli bir gecikme s6z
konusudur. Erken teshis zamaninda akciger naklinin gergeklestirilmesi ve uygun olmayan
ilaclarin verilmesini 6nlemek (steroid ve bagisiklik baskilayici gibi) agisindan fayda
saglamaktadir (Spagnolo et al., 2012). IAF hastalarinim, teshisten sonra ortalama hayatta
kalma siiresi 2-5 yildir (Carrington et al., 2018).
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2.8. Tedaviye Yonelik En Onemli Mevcut Uygulamalar
2.8.1. Farmakolojik uygulamalar

[AF'ye tedavi yaklasimi son yirmi yilda énemli dlciide gelismistir. 2000 yilinda
goriilen tipik uygulama, prednizon ve azatiyoprin ile bagisiklik sistemini baskilamaya
dayanmaktaydi. 2005 yilinda yaymlanan IFIGENIA c¢alismasi, bu kombinasyona
antioksidan bir bilesik olan NAC ilavesinin akciger fonksiyonunun korunmasina
yardimct olacagini ileri siirmistiir. Bununla birlikte, Prednizon, azatiyoprin ve NAC:
PANTHER-IAF ¢alismas1 sonucunda, bu ii¢lii kombinasyon tedavisini alan hastalarin,
yalnizca plasebo alan hastalara gore 6liim ve hastanede yatma risklerinde artis gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica, NAC tek basma verildiginde, IAF'li hastalarda zorlu vital
kapasitenin (Forced Vital Capacity-FVC) korunmasinda/akciger fonksiyonlarmin
iyilestirilmesinde plaseboyla kiyaslandiginda 6nemli bir fayda saglamamustir. Elde edilen
bu sonuglar tedavide, immun baskilayicilarin kronik kullanimindan ve NAC'dan
uzaklasmaya neden olmustur (Barratt et al., 2018; Pleasants and Tighe, 2019; The
Idiopathic Pulmonary Fibrosis Clinical Research Network, 2012). 2011'deki
ATS/ERS/JRS/ALAT ifadesinde, net ve tatmin edici sonuglar veren herhangi bir
farmakolojik tedavi olmadigi belirtilmistir. 2015 yilinda bu rehber giincellenmistir.
Giincellenen rehberde, bazi ilaglarmn, klinik ¢aligmalara dayanan fayda ve dezavantajlari
hakkindaki kosullu 6nerileri tanimlamistir. Ayrica 2015 rehberindeki tedavi Onerileri

tamamen farmakoterapi odakli olmustur (Fujimoto et al., 2015; Martinez et al., 2017).

Preklinik ¢alismalarda IAF nin 6nlenmesi amaciyla veya terapotik amagla pek ¢ok
ila¢ denenmistir. Bunlar genellikle anti-inflamatuar, antioksidan, antibiyotik smifindaki
bilesikler olmustur (Carrington et al., 2018; Fujita et al., 2006; Oku et al., 2008; Yildirim
et al., 2006). Bunun diginda antikoagiilantlar, anjiyogenez inhibitorleri ve mukolitik
smiflar1 gibi diger bilesik smiflari, pre-klinik modellerde benzer etkinlik gdstermistir
(Boyaci et al., 2006; Carrington et al., 2018; Scotton et al., 2009; Wan et al., 2013). Yillar
boyunca denenen bu kii¢iik molekiiller, BLM tarafindan indiiklenen iltihab1 azaltmada
etkili olmasina ragmen fibrozisi dnlemede etkili olmadigindan klinik caligmalarda

basarisiz olmustur (Carrington et al., 2018; Le Saux et al., 2013). Bunlar disinda ototaksin
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inhibitori olan GLPG1690, preklinik ¢aligmalarda olumlu sonuglar gostermistir ve bu
molekiiliin klinik ¢alismalar1 devam etmektedir (Carrington et al., 2018; Maher et al.,
2018). Ayrica bir telomeraz aktivatorii olan GRNS510 ile, mTERT heterozigot fare
fibrozis modelinde gergeklestirilen bir ¢alismada umut verici sonuglar elde edilmistir (Le
Saux et al., 2013).

2.8.1.1. Pirfenidon ve Nintedanib

IAF icin ilag gelistirmede, fibrozisin temel yollarimi hedefledigine inanilan
bilesiklere odaklanilmistir. Son 5 yil icerisinde, bircok IAF hastasi icin tedavi segenegi
sunan iki yeni antifibrotik tedavi; pirfenidon (Esbriet®; Roche/Genentech USA) ve
nintedanib (Ofev®; Boehringer Ingelheim) gelistirilmistir (Barratt et al., 2018). Bu iki
ilacin akciger fonksiyonlarmdaki diislisii yavaslattig1 gosterilmis ve 2014 yilinda FDA
tarafindan onaylanmistir (Pleasants and Tighe, 2019). 2015 yilinda giincellenen rehberde
bu iki ilacin kullanimi, bazi hastalar i¢in farkli tedavi segeneklerinin daha uygun
olabilecegini kabul ederken, hastalarin ¢ogunlugu i¢cin uygun bir se¢cim olacagmni
belirtecek sekilde kosullu olarak onerilmistir (Fujimoto et al., 2015; Pleasants and Tighe,
2019).

IAF hastalarinda pirfenidon kullanimi igin sartli oneri, pirfenidonun IAF’de
etkinligini ve giivenligini degerlendirmek i¢in yapilan faz III ¢alismalarmm (ASCEND
ve CAPACITY) sonuglarma dayandirilmistir (Barratt et al., 2018; Pleasants and Tighe,
2019; Raghu and Richeldi, 2017). Pirfenidon’un kesin etki mekanizmasi bilinmemekle
birlikte yiiksek dozlarda anti-inflamatuar, antioksidan ve antifibrotik etkilere sahip
oldugu gosterilmistir; TGF- ve TNF-o (Lederer and Martinez, 2018) iiretimini inhibe
etmistir, oksidatif stres belirteglerini azaltmistir. TGF-p indiiklii sinyal yolaklarmi
zayiflatmasiyla akciger fibroblastlarmin proliferasyonunu  ve miyofibroblastlara
farklilagsmasimni azaltmistir. Prokollajenin iglenmesi/salgilanmasinda yer alan TGF-B-
indiikli a-SMA ve Kkollajenin ekspresyonunu azaltmistir. Pirfenidon, FVC’deki disiisii
azaltarak hastaligin ilerlemesini yavaslatmaktadir (Kolb et al., 2017; Pleasants and Tighe,
2019; Richeldi et al., 2017). Goézlemsel bir ¢calisma pirfenidonun, IAF semptomlarmdan

olan 6ksiiriigii azaltabilecegini 6ne siirmektedir (Lederer and Martinez, 2018).
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Pifenidonun yan etkileri arasinda iist gastrointestinal semptomlar, 1s18a duyarlilik,
deri dokiintiisii, anoreksi ve karaciger toksisitesi bulunmaktadir. Bu yan etkiler Klinik
arastrmalara katilan hastalarda, ozellikle pirfenidon dozu azaltildiginda iyi tolere
edilmistir. Tedavi sirasinda periyodik olarak karaciger fonksiyonlarinin izlenmesi

onerilmektedir (Lederer and Martinez, 2018; Martinez et al., 2017).

Nintedanibin, bir faz II ¢ahsmasinda (TOMORROW) IAF hastalarinda akciger
fonksiyonlarmdaki diisiisii yavaslattigi ve akut alevlenme riskini diisiirdiigli bulunmustur.
Ayrica, nintedanib tedavisinin etkinligini ve giivenligini degerlendirmek i¢in iki faz III
tekrarlanabilirlik ¢alismasi (INPULSIS-1 ve -2) yapilmistir. Akut alevlenmeler
iizerindeki etki agisindan iki calisma arasinda sonuglar tutarsiz olmustur. Ancak bu
calismalarin sonuglar1 kabul edilebilir olarak kabul edildip, FDA tarafindan IAF tedavisi
i¢in pirfenidonun onaylandigi tarihte nintedanib de onaylanmistir (Fujimoto et al., 2015;
Kolb et al.,, 2017; Martinez et al., 2017). TOMORROW c¢alismas1 ve INPULSIS
denemeleri sonucunda nintedanib’in mortalite ag¢isindan faydasi goriilmemistir (Barratt

et al., 2018).

Baslangigta anti-tiimor ajani1 olarak gelistirilen bir intraseliiler tirozin kinaz
inhibitorii olan nintedanibin, VEGF ve PDGF, FGF, TGF-f gibi diger profibrotik
mediatorlerin reseptorlerinin inhibisyonu yoluyla fibrozise karsi etkinligi oldugu
belirtildi (Barratt et al., 2018; Kolb et al., 2017). Nintedanibin insan akciger
fibroblastlarinda, fibroblast proliferasyonunu (ayrica fibrositlerin gocii ve fibrosit
kaynakli fibroblast proliferasyonunu), biiyiime faktorii ile uyarilmis fibroblast
gociinii/kasilmasint ve TGF-B indiikli fibroblasttan miyofibroblasta transformasyonu
inhibe ettigi belirtilmistir. EK olarak, TGF-f 'min indiikledigi kollajen birikimini
azaltmustir ve pro-matriks metalloproteinaz 2 salgilanmasini yukari regiile ederken onun
inhibitoriini asag1 dogru regiile ederek ECM'nin bozunmasini desteklemistir. Anti-
fibrotik etkilerinin yani sira hayvan modellerinde anti-inflamatuar etki gosterdigi de

belirtilmistir (Kolb et al., 2017; Pleasants and Tighe, 2019).

Nintedanib genellikle gastrointestinal (diyare ve bulant) yan etkilere sebep

olmaktadir. Pirfenidon tedavisinde oldugu gibi karaciger fonksiyonlarinin diizenli
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izlenmesi tavsiye edilmistir. Nintedanib, anti-VEGF reseptor aktivitesi nedeniyle kanama
riskinde kiigiik bir artisla iligkili oldugu i¢in, bu ajan, tam doz antikoagiilant tedavisi alan
hastalarda kesinlikle c¢ok dikkatli kullanilmas1 gerektigi belirtilmistir. Ayrica
kardiyovaskiiler hastaliklar1 olan kisileri tedavi ederken dikkatli olunmasi1 onerilmistir

(Lederer and Martinez, 2018; Richeldi et al., 2017).

Birebir karsilastirma ¢aligmasi yapilmadigi i¢in bu iki ilagtan birinin digerine gore
daha tstiin oldugunu soylemek zordur. Bir network meta-analizi ile pirfenidon ve
nintedanib'in benzer faydalar sagladigi sonucuna varilmistir (Lederer and Martinez,
2018). Nintedanib’in INPULSIS-ON ve Pirfenidon’un RECAP g¢alismasindan elde edilen
veriler, bu tedavilerin etkinlik ve giivenliginin ciddi akciger fonksiyon bozuklugu olan
hastalarda, hastaligi daha az ilerlemis olan hastalardakine benzer oldugunu

gostermektedir (Pleasants and Tighe, 2019).

[laglarm sirayla veya kombinasyon halinde kullanilip kullanilamayacagi hala agik
degildir (Martinez et al., 2017). Bu farmakolojik tedaviler i¢in baslama zamani, bir
cevabin nasil tanimlanmasi gerektigi ve tedavinin ne zaman sonlandirilmasi gerektigi
konusunda klinisyenlere rehberlik edecek herhangi bir veri bulunmamaktadir (Lederer
and Martinez, 2018). Ayrica pirfenidon ve nintedanib tedavi se¢imi igin yan etkilere
tolerans gibi ¢esitli faktorler goz Oniine alinip, hastaya 6zel yapilmahdir (Barratt et al.,
2018; Fujimoto et al.,, 2015; Molina-Molina et al., 2017). Hastaligin ilerlemesini
yavaslatan bu ila¢ tedavilerine ragmen, IAF &liimciil bir hastalik olmaya devam

etmektedir (Molina-Molina et al., 2017; Pleasants and Tighe, 2019).

2.8.2. Farmakolojik olmayan uygulamalar

2.8.2.1. Oksijen terapisi

IAF hastalarinda fiziksel efor sirasinda belirgin hipoksi, karakteristik bir bulgudur.
IAF'li hastalarda uzun siireli oksijen tedavisinin kullanimu ile ilgili veri bulunmamaktadir

ancak, ATS/ERS/JRS/ALAT tarafindan uluslararast klinik uygulama rehberlerinde
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siddetle tavsiye edilmistir. Oksijen uygulamasi, efor dispnesini azaltir ve egzersiz

toleransini arttirmaktadir (Fujimoto et al., 2015; Lederer and Martinez, 2018).

2.8.2.2. Pulmoner rehabilitasyon

Bir egzersiz programi olan pulmoner rehabilitasyon ATS/ERS/JRS/ALAT'in
uluslararasi rehberlerinde zayif sekilde onerilmektedir. Clinkii pulmoner rehabilitasyonun
uzun vadeli yarar1 belirsizligini korumaktadir ve azinlhikta uygun olmayabilir. Ancak,
egzersiz kapasitesi, dispne ve yasam kalitesinde iyilesmeler dahil olmak iizere kisa siireli

faydasi oldugu gosterilmistir (Fujimoto et al., 2015; Raghu and Richeldi, 2017).

2.8.2.3. Akciger nakli

[AF'nin progresif ve tedavi edilemez dogas1 géz dniine alindiginda, akciger nakli
orta veya siddetli IAF hastalarinda yaygm olarak dikkate alimmaktadir (Martinez et al.,
2017). Baz1 IAF hastalarinda, akciger transplantasyonu, yasam Kkalitesini artirabilir ve
hayatta kalma siiresini uzatabilir. Ancak gergeklestirilen nakillerin yaklasik %50°sinde 5
yillik bir hayatta kalma orani s6z konusudur (Lederer and Martinez, 2018; Richeldi et al.,
2017). Ayrica cerrahi ve cerrahi sonrasi tedavinin karmasikligi ve sinirli sayida donér
organ temini nedeniyle sadece birka¢ hasta akciger nakli olabilmektedir. IAF seyrinin
heterojenligi goz Oniine alindiginda, akciger nakli degerlendirmesi igin en uygun
zamanlama belirsizdir ve bir¢ok hasta i¢in ge¢ kalinmaktadir (Richeldi et al., 2017).
Bunun disinda, primer greft fonksiyon bozuklugu, allogreft reddi, enfeksiyonlar ve kanser
gibi komplikasyonlar sik goriilmektedir (Lederer and Martinez, 2018). En 6nemlisi, IAF
hastalarinin tiimii nakil i¢in uygun degildir. 65 yildan fazla yasin, akciger nakli i¢in
goreceli bir kontrendikasyon olmasi, IAF’nin siklikla yash bireylerde goriilmesi

nedeniyle nakli sinirlandirabilir (Fujimoto et al., 2015).

2.9. Sikloastragenol

Dogadaki birgok bitki sekonder metabolitleri glikozitler halinde bulunur.

Glikozitler, kimyasal ve islevsel olarak bagimsiz iki kisimdan olusur: aglikon (genin) ve
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glikon (sakkarit). Bir glikozitte seker, seker olmayan molekiile (aglikona) asagida
gorildigi gibi glikozidik bag ile baglanir. Bu reaksiyon tersine ¢evrilebilirdir; bitkilerde
glikozitler hem sentezlenmekte hem de hidrolize edilmektedir (Bartnik and Facey, 2017;
Evans and Evans, 2009).

Seker-OH + Aglikon-OH = Seker-O-Aglikon+H,O

Glikozidik bag cogunlukla kararsizdir ve seyreltilmis asitler veya enzimler
tarafindan hidroliz edilebilirler. Buna gore, glikosidik bag oksijen yoluyla olusuyorsa
glikozidik baglanti tiiri O-glikozit, bir karbon yoluyla baglaniyorsa C-glikozit, bir kiikiirt
yoluyla baglaniyorsa S-glikozit, bir nitrojen yoluyla baglaniyorsa N-glikozit olmaktadir.
Bitkilerde en sik bulunan formu O-glikozitlerdir (Bartnik and Facey, 2017; Evans and
Evans, 2009).

Glikozit terimi ¢ok sayida ve ¢esitli seker ve aglikon kombinasyonlarini kapsayan
cok genel bir terimdir. Belirli siniflar1 tanimlamak i¢in daha kesin terimler mevcuttur.
Glikozitler glikozit bagmna, glikona, aglikona veya iyi tanimlanmis fiziksel ya da
farmakolojik 6zelliklerine gore siniflandirilabilmektedir. Glikozitlerin genel etkisi, iki
bilesenine baglidir; seker kismui suda ¢6ziiniirliigii, farmakokinetik ve farmakodinamik
Ozellikleri arttirirken aglikon kismi ise esas olarak terapotik yonii etkiler (Bartnik and
Facey, 2017; Evans and Evans, 2009). Bu sebeple farmakoloji agisindan en kullanigl

smiflandirma aglikonun kimyasal yapisina goére yapilan siniflandirmadir.

Aglikona gore yapilan siniflandrmada glikozitler aglikonun ismini almaktadir.
Ornegin aglikon alkol ise glikozit alkol glikozitleri, aglikon fenol ise fenol glikozitleri
olarak smiflandirilmaktadir (Evans and Evans, 2009). Aglikon yapisina gore
siniflandirilmig glikozitlerden biri olan saponozitlerin (=saponin) adi, yiizey aktif madde
ozelliklerini yansitan sabun anlamina gelen Latince "sapo" kelimesinden tiiremistir. Sulu
¢ozeltilerde kararli sabun benzeri kopiikler meydana getirirler (Bartnik and Facey, 2017;
Yiirtiker, 1989). Saponozitlerin seker kismi, uronik asit ve/veya glukoz gibi basit ozlardan
meydana gelmistir. Aglikonlar1 ise sapogeninlerden (=sapogenollerden) olusmaktadir. Bu

sapogenollerin kimyasal yapisina gore saponozitler; triterpenik ya da steroidal olarak
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smiflandirilir. ~ Steroidal saponozitlerin  sapogenolleri 27  karbonlu, triterpenik
saponozitlerin sapogenolleri ise 30 karbonludur (Bartnik and Facey, 2017; Yiirtiker,
1989).

Bilinen saponozitlerin cogu, hem yabani tip hem de kiiltiir bitkilerinin 100'den fazla
ailesinde bulunmaktadir (Bartnik and Facey, 2017). Triterpenik saponozitlerin bulundugu
bitki ailelerinden biri Leguminosae (Fabaceae=Baklagiller)'dir ve Leguminosae
ailesinin en biiylik cinsi olan Astragalus; diinya capmnda 2398, Tirkiye nin bitki
ortiistinde ise 425 farkli tiire sahiptir (Duman, 2019; Sevimli-Giir et al., 2011). Geleneksel
Cin tibbinda Astragalus tiirlerinin kokleri (Cin Geveni) 2000 yili agkin bir siiredir ilag
olarak kullanilmaktadir. Bagisiklik fonksiyonlarmi arttirdigi; karacigeri korudugu;
yaglanma karsiti, anti-stres, analjezik, anti-hipertansif, antibakteriyel, anti-viral,
immunstimiilan, diiiretik 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Kuban et al., 2010; Yu
et al.,, 2018). Halk arasinda “Geven” olarak bilinen, Tiirkiye'nin Giineydogu Anadolu
bolgesinde, geleneksel olarak 16semiye karsi ve yara iyilesmesi i¢in Astragalus koklerinin
ekstresi kullanilmaktadir (Sevimli-Giir et al., 2011). Astragalus tiirlerinden izole edilen
en yaygin sikloartan glikoziti olan Astragaloside IV *in, in vitro olarak anti-inflamatuar,
immiinoregiilator ve anti-fibrotik 6zellikte oldugu; kardiyovaskiiler hastaliklarda 6nemli
bir koruma roliine sahip oldugu; ayrica karaciger fibrozisinin olusumunu geciktirdigi

gosterilmistir (Duman, 2019).

Sadece fotosentetik Okaryotlar tarafindan tiretilen sikloartan tipi triterpenoidler ilk
olarak Astragalus bitkilerinde tanimlanmistir (Duman, 2019). Sikloartanlarin bir tiirevi
olan sikloartenollerin genis bir farmakolojik etki spektrumu oldugu bilinmektedir. Bu
sebeple Astragalus saponozitlerine olan ilgi, ¢ogu sikloartenol tiirevleri olan
sapogenollerden kaynaklanmaktadir (lonkova, 1995) ve Astragalus cinsi bitkiler
sikloartan tipi saponozitler yoniinden oldukga zengindir. Astragalus tiirlerinden elde
edilen sikloartan tipi saponozitler kimyasal yapilarina goére dort farkli yan zincir

tasimaktadir:

e Asiklik yan zincire sahip sikloartan tipi saponozitler

e 20,24-epoksi van zincire sahip sikloartan tipi saponozitler
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e 20,25-epoksi yan zincire sahip sikloartan tipi saponozitler

e 16p,23;160,24-diepoksi yan zincire sahip sikloartan tipi saponozitler

e Bunlar diginda bu smiflandirmaya dahil edilemeyen, az rastlanan sikloartan
tipi bilesikler de bulunmaktadir (Bedir, 1998).

Bu smiflandirmaya gore Astragalus tiirlerinden izole edilen sikloartan tipi
saponozitlerden en yaygin olarak goriilen 20,24-epoksi yan zincire sahip olanlar olup, bu
sikloartan tipi saponozitlerde 10 farkli sapogenol tipi tespit edilmistir. Bu sapogenoller
arasinda, (20R,24S)-epoksi-sikloartan-33-6a,16p,25-tetrol yapisindaki sikloastragenol
(cyclosieversigenin) ve onun glikozitleri %75-80 oraninda bulunarak en sik rastlanan
tiirevleri olusturmaktadir (Bedir, 1998). Dolayisiyla sikloastragenol, Astragalus cinsinde
bulunan bir¢ok sikloartan tipi glikozitin ana aglikonudur (Kuban et al., 2010).
Sikloastragenol bir triterpenoid sapogenoldiir (Yu et al., 2018).

Sikloastragenol

(20R,24S)-epoksisikloartan-303,60,16,25-tetrol

Bitki (kaynak)

A. membraneceus

Sekil 2.8 Sikloastragenoliin kaynagi ve kimyasal yapisi.

Astragaloside IV, Astragalus tiirlerinde bulunan ana bilesiklerdendir.
Sikloastragenol, Astragaloside IV hidroliz iirtinlerinden elde edilebilmektedir (Yu et al.,
2018).

Biyoaktivite agisindan, Astragalus calismalarindaki en Onemli gelisme, bir
telomeraz aktivatorii olarak, sikloastragenoliin kesfi olmustur (Duman, 2019).
Sikloastragenol, insanlarda telomerazi aktive ettigi bilinen tek bilesiktir ve bu sebeple
ticari olarak olduk¢a degerli bir molekiildiir (Yu et al., 2018). Bu bilesik, Geron

Biyoteknoloji sirketi tarafindan patentlenmis olup arastirmanin sponsoru olan T.A
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Sciences’a lisanslanmis ve T.A Sciences tarafindan TA-65 markasi altinda bir yaslanma
karsit1 {irlin olarak gida takviyesi pazarmna girmistir (Borrel, 2012; Harley, et al., 2010,
2011). Sikloastragenol telomeraz aktivasyonu ve telomer uzamasi disinda, anti-
inflamatuar, anti-oksidan, anti-viral, anti-bakteriyel, anti-akciger fibrozisi, anti-iskemik
ve anti-hipoksik yaralanma ve anti-lipit birikimi 6zellikleri dahil olmak iizere kapsamli
bir farmakolojik etkiye sahiptir (Wang et al., 2018; Yu et al., 2018)

Dogal iiriinlerden elde edilen biyolojik olarak aktif molekiillerden yeni ve daha
giclii molekiiller elde etmek iizere kimyasal modifikasyonlar gergeklestirilmektedir.
Mikrobiyal biyotransformasyon bu alanda enzimatik biyotransformasyona veya kimyasal
reaksiyonlara gore pek ¢ok avantaja sahiptir. Enzimlerin elde edilmesine ve
saflastirilmasma gerek duyulmaz, ayrica kompleks molekiillerin modifikasyonu ya da
kimyasal reaksiyonlarla gerceklestirilmesi zor modifikasyonlar i¢in nispeten kolay,
ekonomik ve ekolojik olmasi acisindan da olduk¢a ilgi g¢ekicidir. Yeni
saponozit/sapogenol tiirevlerini iiretmek ve biyoaktivitelerini, biyoyararlanimlarini
arttrmak  amaciyla  sikloastragenol gibi  kompleks molekiiller = mikrobiyal
transformasyonlara tabi tutulabilmektedir (Duman, 2019; Kuban et al., 2010).
Biyotransformasyon reaksiyonlar1 igin funguslar geleneksel olarak en ¢ok ¢alisilan tam
hiicre sistemlerinden biri olmustur. Bitkilerde fungus, nemli iklime sahip ortamlarda ve
dogal enfeksiyonla olusur. Bitkilerde bulunan 6zellikle endofitik funguslar kimyasal ve
ila¢ biyotransformasyon islemleri i¢in katalizor olarak 6nemli bir role sahiptir (Borges et
al., 2009). Bu tez ¢alismasinda kullanilan, IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry) ismi (5aR,6aS,8aR,9R,10S,11aS,13S)-10,13-dihidroksi-9-((2R,5S)-
5-(2-hidroksipropan-2-il)-2-metiltetrahidrofuran-2-il)-1,1,8a,11a-
tetrametiltetradekahidro-3H,6H-siklopenta[5,6]siklopropa[1,8a]nafto[2,1-c]oksepin-3-
on olan 3,4-lakto sikloastragenol olarak da bilinen E-CG-01 kodlu molekiil; Astragalus
bitkisinden elde edilen sikloastragenoliin, Astragalus angustiflorus yapragindan elde
edilen 1E4BL1 kodlu yeni kesfedilmis Camarosporium laburnicola fungal izolatindan
biyotransformasyon ile elde edilmistir. Sikloastragenole gore biyoaktivitesinin daha
yliksek oldugu, farkli dozlarinin stabil bir sekilde telomeraz aktivasyonunda 4.6-10 katlik
artig sagladigi belirlenmis ve Prof. Dr. Erdal Bedir ve ekibi tarafindan ulusal-uluslararasi

patent bagvurular1 gergeklestirilmistir.
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E-CG-01

Kimyasal Formiili : C30H430¢
Tam Kiitle Degeri : 504,3451
Molekiil Asirha : 504.7080

oH

Sekil 2.9. E-CG-01’in kimyasal yapisi ve formiilii

2.10. In Vivo Akciger Fibrozisi Modeli

Hayvanlarda akciger fibrozisi modeli olusturmak tizere farkli yontemler
kullanilmistir. Denenen in vivo modellerin hicbiri insan IAF’nin tiim &zelliklerini
sergileyememistir. IAF ve diger fibrotik interstisyel akciger hastaliklarinin belirgin
Ozelliklerini ele almak igin asbest tozlari, silika, FITC, TGF-B gibi sitokinlerin asir1
ekspresyonunu saglayan transgenik yaklasimlar, radyasyon ve BLM’nin gibi pek ¢ok
metot uygulanmustir (Liu, T. et al., 2017; Moore et al., 2013).

BLM, lenfomalar, bas-boyun skuamoz hiicreli karsinomlar, testis karsinomu,
yumurtalik kanseri ve malign plevral eflizyonlar gibi ¢esitli neoplastik hastaliklar1 tedavi
etmek igin kullanilan bir kemoterapotik ajandir. BLM, yaklasik 1500 Da'luk, suda
¢ozlinebilen bir glikopeptidik antibiyotiktir ve Streptomyces verticillus bakterisinden
izole edilen spesifik bir grup glikopeptid tiirevi dogal iiriin grubunun bir parcasidir.
Kanser tedavisinde, agirlikli olarak akciger, cilt ve mukoza zarlarinda BLM kaynakli
toksisite meydana gelir. Akcigerde BLM-hidrolaz enzimi ¢ok az seviyede eksprese
edildigi icin en ciddi yan etki, tedavi altindaki hastalarin % 46'sma kadar ortaya
cikabilecek akciger toksisitesidir (BLM akciger toksisitesi, BAT) (Della Latta et al.,
2015; Liu, T. et al., 2017). Bu nedenle BLM'nin insanlarda kanser dnleyici ajan olarak
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klinik kullanimi sinirhidir. BAT olusumu 70 yasindan biiylik hastalarda ve dnceden
akciger hastaligi veya bobrek yetmezligi olanlarda daha fazla goriilmektedir. BLM
tedavisi goren hastalarda akciger hacminde azalma ve interstisyel hasar
goriilebilmektedir. Genel olarak, HRCT gogiis taramalari, interstisyel akciger
hastaliklarin1 ve IiP alt grubunu karakterize eden; her iki akcigerde de retikiiler opasiteler
(genellikle bazal, subpleural ve periferik akciger seviyesinde diizensiz sekilde dagilmis)
olarak goriinen fibrotik degisiklikleri ve tipik bal petegi durumunu gostermektedir (Della
Latta et al., 2015). BLM’nin insanlarda akciger fibrozisine yol acabileceginin
onaylanmasi, deneysel modellerde kullanilmasin1 saglamistir. IAF'nin bir¢ok yoniinii
yeniden olusturma kabiliyeti, iyi tekrarlanabilirlik, indiiksiyon kolaylig1 gibi 6zellikleri
ve en iyi karakterize edilmis model olmasi nedeniyle en yaygin sekilde kullanilan akciger
fibrozisi modeli BLM modelidir (Liu, T. et al., 2017; Moore et al., 2013). Ayrica
pirfenidon ve nintedanibin preklinik ¢alismalar1 BLM modeli  kullanarak
gerceklestirilmistir (Liu, T. et al., 2017).

BLM ile olusturulan IAF hastalik modellerinde fareler, siganlar, kobaylar,
hamsterler, tavsanlar, kopekler ve primatlar dahil olmak iizere birgok hayvan
kullanilmistir, ancak patogenez calismalari igin en kolay kontrol edilebilir olmasi
sebebiyle en yaygin kullanilan1 kemirgenler; 6zellikle fareler olmustur. Ayrica preklinik
calismalar icin insan IAF ile klinik olarak en yakin modelin yash fareler oldugu

belirtilmistir (Moore et al., 2013; Tashiro et al., 2017).

BLM intratrakeal (i.t.), intraperitoneal (i.p.), subkutan, intraven6z ve inhalasyonal
olmak tizere birgok yontemle uygulanabilmektedir (Moore et al., 2013). Bu uygulama
yontemlerinin kendi gii¢lii ve zayif yonleri bulunmaktadir. BLM nin i.t. yolla verilmesi
en sik kullanilan uygulama yontemidir (Aguilar et al., 2009; Degryse et al., 2010; Izbicki
et al., 2002; Moore et al., 2013; Tashiro et al., 2017). intravendz veya i.p. enjeksiyonlar
subpleural skarlagmaya neden olurken; BLM'nin i.t. uygulanmasi, bronsiyosentrik
fibrotik degisiklikleri, akut interstisyel ve intraalveoler inflamasyonu, makrofaj
aktivasyonunu ve TNF-a, GM-CSF ve bazi interlokinlerin yukari regiilasyonunu belirler
(Della Latta et al., 2015). Hiicre nekrozu ve/veya apoptoz sonrast iltihaplanma ve fibrozis

gelisimi meydana gelir. Sistemik olarak verildiginde (intravendz, i.p. veya deri altindan),
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ilk yaralanma bolgesi pulmoner vaskiiler endotelyumdur ve ilag ancak daha sonra hasar1
indiiklemek i¢in alveoler epiteline erisebilir. Buna karsilik, akcigere spesifik uygulama
ile birlikte, istenildigi gibi, BLM kaynakli primer AEC hasar1 meydana getirilmektedir
(Liu, T.etal., 2017; Moore et al., 2013; Vandivort et al., 2016). Uygulama yolu ne olursa
olsun, BLM ile DNA tek/cift sarmalinin kopmasi, serbest radikallerin olusumu ve
oksidatif stresin indiiklenmesi sonucu dogrudan hiicre hasar1 meydana gelir. BLM Fe(ll)
ile kompleks olusturur ancak DNA hasar1 agisindan bakildiginda Fe(II)’nin mi BLM-
DNA kompleksine baglandig1 ya da Fe(II)-BLM kompleksinin mi DNA’ya baglandig1
bilinmemektedir. Baglanma mekanizmasindan bagimsiz olarak kompleks haldeki
Fe(I1)'nin oksidasyonu, biiyiik olasilikla siiperoksit ya da hidroksil radikali tarafindan
DNA hasar1 ile sonuglanmaktadir (Della Latta et al., 2015; Liu, et al., 2017; Moeller et
al., 2008b; Moore et al., 2013; Tashiro et al., 2017; Valko et al., 2005). BLM’nin
dogrudan hava yollara iletilmesi, cerrahi boyun kesilmesinden sonra i.t. enjeksiyon
veya cerrahi olmayan i.t. intiibasyon ile gergeklestirilmektedir (Liu, et al., 2017; Moore
etal., 2013; Vandivort et al., 2016). Sistemik olarak verildiginde yiiksek konsantrasyonda
ve tekrarli BLM uygulamasi gerekirken i.t. uygulamada daha az konsantrasyonda tek
dozda model daha ekonomik olusturulmaktadir (Liu, et al., 2017). BLM i.t. yolla
uygulandiginda nispeten kisa bir siirede (i.t. modelde 2-4 hafta, sistemik uygulama
modelinde ise 4-12 hafta) fibrozisi indiikleyebilir (Moore et al., 2013).

BLM’ye kars1 ger¢eklesen yanit farenin tiiriine baglhidir. Balb/c irki fareler BLM’ye
kars1 direcli iken C57BL/6 1rki fareler daha fazla duyarlilik gésterir. Bu sebeple akciger
fibrozisi modelinde genellikle C57BL/6 ki fareler kullanilmaktadir (Moore et al., 2013).

Yapilan ¢alismalar, yash farelerin BLM kaynakli yaralanmalara kars1 geng farelere
gore daha duyarli olduklarin1 gostermistir (Hecker et al., 2014; Moore et al., 2013;
Sueblinvong et al., 2012). Yaslanmaya egilimli farelerde, yagslanmaya direngli farelere
kiyasla daha siddetli fibrozis gelisimi goriilmiistiir (Xu et al., 2009). Fibroziste yer alan
birgok hiicresel siire¢ muhtemelen yasli ve geng akcigerlerde farkl sekilde islemektedir.

Bu sebeple, BLM dozu belirlenirken fare yas1 dikkate alimmalidir (Moore et al., 2013).
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IAF’de fibrozis ilerleyici iken BLM modelinde zaman igerisinde kendiliginden
fibrozis rezoliisyonu meydana gelebilmektedir. Ancak bu durumun BLM
konsantrasyonuna ve fare tiiriine gore degisebildigi belirtilmistir. BLM uygulamasindan
sonra kronik inflamasyon belirgindir ve fibrozis gelisimi igin 6nemlidir, ancak, IAF
akciger dokusunda inflamatur hiicreler oldukga az sayidadir ve hastalik anti-inflamatuar
tedavilere yanit vermemektedir. Bu smirlamalara ragmen BLM modeli in vivo
mekanizmalarin aydnlatilmasinda ve ilag kesiflerinde bir¢ok avantaji sebebiyle bu

konuda en uygun deneysel model olarak kalmaya devam etmektedir (Liu, et al., 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

Hayvan deneyleri icin Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan
2019-049 sayili etik kurul izni almmustir. C57BL6/kby 1rki, disi erkek esit sayida 64 fare,
Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuart San. Ve Tic. A.S.’den temin edildi. Farelerin
bakimi, Ege Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde
yapildi. Klimatize ve ortam 1sis1 uygun (20-22 °C, nispi nem oran1 % 30-45), 12 saat
aydinlik - 12 saat karanlik rejimine uygun bir ortam, ticari pelet yem ve ad-libitum su
saglandi. Uygun saklama kafesleri yine Ege Universitesi Laboratuvar Hayvanlari

Aragtirma ve Uygulama Merkezi’nden tahsis edildi.

Bu ¢alisma kapsaminda BLM ile olusturulan fare akciger fibrozisi modelinde etkisi
arastirilan, Prof. Dr. Erdal Bedir ve ekibi tarafindan ulusal ve uluslararasi patent
basvurular1 gergeklestirilmis E-CG-01 molekiilii ['YTE Biyomiihendislik Boliimii Dogal

Uriin Kimyas1 Laboratuvari’ndan temin edildi.

Otenaziden sonra elde edilen 6rneklerin histolojik analizleri Ege Universitesi T1p
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji AD Laboratuvari’nda, biyokimyasal analizler Ege
Universitesi T1p Fakiiltesi Fizyoloji AD Laboratuvari’nda, molekiiler biyoloji analizleri
ise Ege Universitesi Eczacihik Fakiiltesi Biyokimya AD Laboratuvari’nda

gergeklestirildi.
3.1. Calisma Tasarim

Calismada 13-14 haftalik C57BL6/kby ki1 disi erkek karisik toplamda 57 fare
kullanilds. 1.t. olarak sadece serum fizyolojik (SF) uygulanan ve i.t. olarak sadece BLM
uygulanan (fare akciger fibrozisi modeli) kontrol gruplari olusturuldu. Bu denekler BLM

ya da SF verildikten sonra 26. giinde sakrifiye edildi.

Diisiik, ara ve yiiksek dozda verilen molekiiliin ve DMSO’nun akciger tlizerindeki

etkisinin incelenmesi i¢in de kontrol gruplar1 olusturuldu. BLM verilmeyen bu gruptaki
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deneklere 14 giin boyunca molekiil ya da DMSO i.p. olarak uyguland: ve denekler 29.
giinde sakrifiye edildi.

3 farkli dozdaki molekiil, BLM verilmeden 3 giin 6nceden i.p. olarak uygulanmaya
bagland1 ve bu denekler i.t. BLM uygulandiktan sonra 26. giinde sakrifiye edildi.

Deney gruplar1 Tablo 3.1°de, ¢alisma plani ve yapilacak analizlerin 6zeti Sekil 3.2

ile sunuldu.

Tablo 3.1 Deney grubu plan1

Deney Gruplari
1. SF
2. BLM
3. DMSO

4. 2 mg/kg/giin Molekiil : Diisiik Doz E-CG-01 (D-Kontrol)

5. 6 mg/kg/giin Molekiil : Ara Doz E-CG-01 (A-Kontrol)

6. 10 mg/kg/giin Molekiil : Yiiksek Doz E-CG-01 (Y-Kontrol)

7. 2 mg/kg/giin Molekiil+BLM : Diisiik Doz E-CG-01 + BLM (D-BLM)

8. 6 mg/kg/giin Molekiil+BLM : Ara Doz E-CG-01 + BLM (A-BLM)

9. 10mg/kg/giin Molekiil+BLM : Yiiksek Doz E-CG-01 + BLM (Y-BLM)
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Sekil 3.1 Farelerin kafeslerde deney gruplarina gore ayrilmasi

3 giln

11gin

Sekil 3.2 Deneysel tasarimin sematik gosterimi

G

)
l

Histolojik analizler

H&E ve Masson trikrom
boyama;
TGF-B1, tip | Kollajen,
Ki-67 ve y-H2AX
belirtegleriicin IHC

Molekiiler biyoloji
analizi

Nrf-2 western blot
analizi

Biyokimyasal analizler

MDA, Total oksidan,
SOD aktivite, Katalaz
aktivite, Total GSH
analizleri
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3.2. Fare Akciger Fibrozis Modelinin Olusturulmasi

3.2.1. Geregler

e BLM (BioVision, 2246)
e SF

e PBS (Sigma, P4417)

e (Insiilin enjektorii

e Gavaj ignesi (Fine Scientific Tools 18061-50).

3.2.2. Yontem

BLM (BioVision, 2246-10), BSC-2 kabininde hazirlandi. 2,1 mg liyofilize BLM
stilfat 2,1 mL PBS i¢inde homojenize edilerek stok BLM ¢6zeltisi elde edildi (Vandivort
et al., 2016). Cozelti alikotlanarak -20 °C’de muhafaza edildi. Buz iizerinde 2 saat
oncesinden ¢ozdirildi ve instilasyondan dnce BLM ¢ozeltisi oda sicakligina getirildi
(Stevens et al., 2018). Farelere uygulamak iizere stok soliisyondan 2.5 U/kg viicut agirligi
biriminde (Chu et al., 2017; Désogeére et al., 2017b; Tashiro et al., 2017) olacak sekilde
seyreltme yapildi.

BLM igeren siringaya gavaj ignesi takildi. BLM farelere i.t. olarak gavaj ignesi
yardimiyla uygulandi. Akciger hasar1 BLM’nin tek dozu ile (2.5 U/kg) indiiklendi. Gavaj

ignesi ¢ikarildiktan sonra fare kafesine alindi ve hareket edene kadar gozlemlendi.

Sekil 3.3 Gavaj ignesi


https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/instilasyon
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>

Sekil 3.4 BLM ve SF’in gavaj ignesi yardimiyla farelere i.t. uygulanmasi

3.3. E-CG-01 Molekiiliiniin Uygulanmasi

IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) ismi
(5aR,6aS,8aR,9R,10S,11aS,13S)-10,13-dihidroksi-9-((2R,5S)-5-(2-hidroksipropan-2-
il)-2-metiltetrahidrofuran-2-il)-1,1,8a,11a-tetrametiltetradekahidro-3H,6H-
siklopenta[5,6]siklopropa[1,8a]nafto[2,1-c]oksepin-3-on olan E-CG-01 kodlu molekiil,
125 mg/mL konsantrasyonda DMSO i¢inde c¢oziindiiriilerek alikotlandi. -20 °C’de
saklandi. Salin ile elde edilen stok soliisyondan seyreltmeler yapilarak farelere 2
mg/kg/gilin, 6 mg/kg/giin ve 10 mg/kg/giin dozlarinda 14 giin boyunca 5 mL/kg viicut
agirligi hacminde i.p. olarak uygulandi. Kontrol grubu olarak %1,6 DMSO uygulandi.

3.4. Farelerin Gunlik Kilo Takibi

Farelerin saglik durumlar1 - kilo kaybi, tiiy gériiniimii, yiirime bozuklugu, vs.

acisindan - giinliik olarak takip edildi.
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Sekil 3.5 Farelerin tartimi.
3.5. Akciger Agirhklarinin incelenmesi

Torakotomi sonrasi akcigerler toplandi ve 1slak agirhigi belirlemek i¢in distile su ile
kandan arindirilip pegete iizerinde kurutulduktan sonra hemen tartildi. Kontrol gruplarina

gore karsilastirma yapilda.
3.6. Histolojik Takip ve Analizler
3.6.1. Akcigerlerin histolojik analizler icin toplanmasi

3.6.1.1 Gerecler

Pens, makas, distile su, %4 paraformaldehit (PFA) (6nerilen 15-20:1 hacim: doku

orani korumanacak hacimde kullanildi).

3.6.1.2. Yontem

%4’lik PFA hazirlamak igin 40 gr PFA (Merck, 1.04005.1000) 1 litre PBS
icerisinde, 55-60 °C’de, ¢eker ocakta karistirilarak ¢oziildii. 1N NaOH ile pH’1 7,0’ye
getirildi. Soguyan PFA filtre kagidi ile siiziildi.
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% 4 PFA igeren kaplar tiim tanimlama parametreleri (deney grubu, fare kimlik
numarasi, doku adi ve tarih) ile etiketlendi (Ornegin; SF, 1. Disi, Akciger, 01.09.2020).

Viicut agirliklart kaydedilen farelere ketamin/ksilazin derin anestezisi altinda
Otenazi yapildi. Daha sonra fareler dorsal yaslanma pozisyonunda disseksiyon yapilan
yere sabitlendi.

Sekil 3.6 Disseksiyon

Sternum {izerindeki cilt forseps ile tutuldu ve ventral orta hatta bir ilk insizyon
yapildi. insizyon ventral orta hat boyunca kranal ve kaudal olarak siirdiiriildii. Deri,
ventral torakstan karin bolgesine uzanan ventral orta hat insizyonunda bilateral olarak
hafifce acildi. Periton boslugunu ve ksifoid processi ortaya ¢ikarmak i¢in karmn igine
ventral bir orta hat kesisi yapildi. Ksifoid process forseps ile tutuldu. Makas ile gogiis
kafesi ortadan kesilip kranal olarak geri cekilip ¢ikarildi. Tiim goglis boslugu agiga

cikarildi. Kesim sirasinda akcigerlere hasar vermemeye dikkat edildi. Kalp ve diger organ
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dokular1 trake ve akcigerlerden ayrildi. Akcigerlerden kan distile su ile temizlendikten

sonra %4 PFA igeren etiketlenmis kaplara alind1.

3.6.2. Histolojik takip ve gomme

3.6.2.1. Gerecler

e PBS (Sigma, P4417)

e Etanol (Carlo Erba, 414609)
e Kasilol (Tekkim, TK090270.02500)
e Parafin (Tekkim, TK20066105004)

e Doku takip kasetleri, kursun kalem, pens

3.6.2.2. Yontem

5-6 giin PFA’da +4 °C’de bekletilen akcigerler 1 giin PBS’te, ertesi glin taze PBS’te

bekletilerek fiksatifin dokulardan uzaklasmasi saglandi Daha sonra akciger dokulari

asagida belirtilen rutin histolojik doku takibine alindi.

Tablo 3.2 Histolojik doku takibinde uygulanan islemler

© 00 N oo o A W DN B
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islem
% 80 etil alkol
% 95 etil alkol
% 100 etil alkol
% 100 etil alkol
% 100 etil alkol
Oda sicakliginda beklet
Ksilol
58-60°C’lik etiivde erimis parafin I

Parafin 1l (gomme kalibinda)

Oda sicakliginda beklet

+4°C

Siire
60 dk
60 dk
60 dk
60 dk
40 dk
Kuruyana kadar
Gozle takip
30 dk
30 dk

4 saat

Kesit alma islemine kadar

Amac

Dehidratasyon

Kurutma
Seffaflagtirma
Parafinizasyon
Bloklama

Sogutma

Saklama
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3.6.3. Kesit alma

Leica RM 2145 markali mikrotomda 5 p’luk kesitler alindi. Kesitlerin 37°C’lik su
banyosunda acilmasi saglandi. Parafin eriyip diizlesince, doku agilinca etiketlenmis
polilizinli lamlarin tizerine alindi. Suyu akitildi. Lamlar kurumaya birakildi. Dokunun
iyice yapismasini saglamak icin 60°C’lik etiivde 1 saat bekletildi. Sonrasinda oda
sicakliginda sogutuldu. Boyama islemine kadar oda sicakliginda muhafaza edildi.

Preparatlar boyama 6ncesinde 1 giin (24 saat) ksilol i¢inde bekletildi.

3.6.4. Histokimyasal boyama

3.6.4.1. H&E boyama icin kullanilan gerecler ve uygulanan vontem

e Asit alkol malzemeleri (100 mL%70’lik alkol, 10 mL HCI)
e Amonyakli su (1-2 mL NH3, 100 mL distile su)

e Harris Hematoksilen soliisyonu (Bio-optica, 0506002)

e Eozin (Bio-optica, 0510002)

e Entellan (Merck, M1079610500)

e Etanol

e Distile su

24 saat ksilol i¢inde bekletilip parafinden armdirilan preparatlar kuruduktan hemen

sonra Tablo 3.3’ te yer alan basamaklar takip edilerek boyandi.
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islem Siire
1 % 100 etil alkol 2 dk
2 % 100 etil alkol 2dk
3 % 95etil alkol 2 dk
4 % 80 etil alkol 2dk
5 Distile su 4 dk
6  Hematoksilen 3dk
7  Akarsu Daldirilip ¢ikarildi
8  Asitalkol Pembe rengini alana kadar

(mikroskobik goézlem)

9  Akarsu Daldirilip gikarild
10  Amonyakli su Mor renk olusana kadar
11  Akarsu Daldirilip ¢ikarildi
12  Distile su 1dk
13 Eozin 2,5 dk
14 % 95 etil alkol Daldirilip ¢ikarildi
15 9% 100 etil alkol Daldirilip gikarildt
16 9% 100 etil alkol Daldirilip gikartldt
17  Preparatlar iyice kurutuldu
18 Ksilol 15 dk

19 Ksilol ile muamele edildikten sonra boyali preparatlar entellan
damlatilarak kapatildi. Goriintiilemeye hazir hale getirildi.

3.6.4.2. Masson Trikrom boyamada kullanilan gerecler ve yontem

e Etil Alkol
e Distile su
e Ksilol

e Masson Trikrom boyama Kiti (Bio-Optica, 04-011802)

Ksilol igerisinde 1 giin boyunca parafinden armdirilan preparatlarin Masson
Trikrom boyama islemi i¢in Bio-Optica (BO 04-010802) kit protokolii (Tablo 3.4)

uygulanmigtir.
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Tablo 3.4 Masson trikrom boyamada uygulanan iglem basamaklari

10

11

12

13

18

19

20

21

22

islem Siire
%100 etil alkol 2 dk
%95 etil alkol 2 dk
%80 etil alkol 2 dk
A ve B reaktiflerinden (Weigert demir 10 dk
hematoksilen boyasi- 6’sar damla
Boya siiziildi
C reaktifinden (alkollii pikrik asit
. ) 4 dk
soliisyonu)- 10’ar damla
Distile su Daldir ¢ikar
D reaktifinden (Mallory'ye gore Ponceau 4 dk
asit fuksin)- 10’ar damla
Distile su Daldir ¢ikar
E reaktifinden (Fosfomolibdik asit 10 dk
¢ozeltisi)10’ar damla
Boya siiziildii
F reaktifinden (Masson aniline blue)
5 dk
10’ar damla
Distile su Daldir ¢ikar
%80 Alkol Daldir gikar
%95 Alkol Daldir gikar
%2100 Alkol 2 dk
Ksilol 20-40 dk

Ksilol ile muamele edildikten sonra boyali preparatlar entellan damlatilarak
kapatilarak goriintiilemeye hazir hale getirildi.



57

Sekil 3.7 Masson Trikrom boyama igin ¢aligma diizenegi

3.6.4.3. immunohistokimyasal boyamada kullamlan gerec ve vontemler

e Anti-TGF-B1 (Bioss, BS-0086R)

e Anti-y-H2AX (Bioss, BS-3185R)

e Anti-Ki-67 (Bioss, BS-2130R)

e SensiTek HRP Anti-Polyvalent Lab Pack (ScyTek, SHP125)
e Mayer's hematoksilen soliisyonu (Bio-Optica, 05-06002/L.)
e DAB (3,3-diaminobenzidine) substrat kiti (Abcam, ab64238)
e Pap-pen (Sigma, Z672548-1EA)

Parafinden armdirilan preparatlarin immiinohistokimyasal boyama islemi igin

Tablo 3.5’te belirtilen protokol uygulanmastir.
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Tablo 3.5 immunohistokimyasal boyamalarda uygulanan islem basamaklari

islem
%100 etil alkol
%100 etil alkol
%395 etil alkol
%80 etil alkol
Distile su
Sitrat tamponu (pH: 6.0) (90°C mikrodalga firinda)
Soguk su banyosu
Distile su
PBS ile hazirlanan %0.1°lik Triton X soliisyonu
Metanol ile hazirlanan %3’liik H202’de
PBS
Dokularin ¢evresi PAP pen ile sinirlandirildi.
Serum bloklama soliisyonu

Primer antikor (Anti- TGF-B1, tip I kollajen, y-
H2AX ve Ki-67 ile +4 °C’de)

PBS

Biyotinlenmis sekonder antikor (oda sicakliginda)
PBS

HRP streptoavidin

PBS

DAB (3,3-diaminobenzidine)
peroksidaz substrat soliisyonu
Distile su

Mayer’s Hematoksilen
Cesme suyu

Distile su

% 95 etil alkol

% 100 etil alkol

% 100 etil alkol

Ksilol (seffaflastirma)

Siire
2 dk
2 dk
2 dk
2 dk
3 dk
30 dk
20 dk (Preparatlar soguyana kadar)
5 dk
5 dk
10 dk
2 dk (Bu islem 3 kez tekrar edildi)

30 dk
Gece boyunca

2 dk (Bu islem 3 kez tekrar edildi)
30 dk
2 dk (Bu islem 3 kez tekrar edildi)
30 dk
2 dk (Bu islem 3 kez tekrar edildi)
5-10 dk (mikroskobik gézlem)

3dk
1dk
5 dk
1-2 kez daldirip ¢ikarma
1-2 kez daldirip ¢ikarma
1-2 kez daldirip ¢ikarma
1-2 kez daldirip ¢ikarma
2 dk (Bu islem 3 kez tekrar edildi.)

Ksilol ile muamele edildikten sonra boyali preparatlar entellan damlatilarak kapatildi.

Goriintiilemeye hazir hale getirildi.
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3.7. Doku Homojenizasyonu

3.7.1. Nrf2 western blot analizinde kullanilacak lizatlarin hazirlanmasi

Dokulardan ekstraklarin elde edilmesinde NE-PER Nuclear and Cytoplasmic

Extraction Reagents kiti (Thermo, 78835) kullanildi. Bu kitin talimatlarma goére

uygulanan igslemler asagida belirtilmistir.

10.

11.

Sitoplazmik ekstraksiyon ajani I (CER 1) ve niikleer ekstraksiyon ajanini (NER)
kullanmadan hemen Once igerisine proteaz inhibitdrii stok soliisyonundan (25x)
(Roche, 04693116001), talimata uygun sekilde bu ajanlar1 - konsantrasyonlar1
kritik oldugu i¢in - %5’ten fazla seyreltmeyecek sekilde eklendi.

Doku ornekleri PBS ile yikandi. 500 g’de 5 dk santrifiijlendi. PBS dokudan
uzaklastirildi

CER I uygun hacmi pellet tizerine ilave edildikten sonra problu sonikatorde
doku mekanik olarak pargalandi. Reaktiflerin hacimleri Tablo 3.6°da belirtilen
sekilde uygulandi.

Doku homejenat1 hazirlandiktan sonra sitoplazmik ve niikleer protein
ekstraksiyonunu gerceklestirmek {izere ilk olarak pelleti siispanse hale getirmek
i¢in, tlip 15 saniye boyunca en yiiksek ayarda vortekslendi. 10 dk boyunca buz
iizerinde inkiibe edildi.

Tip icerisine buz soguklugunda Sitoplazmik ekstraksiyon ajani II (CER II)
ilave edildi.

En yiiksek ayarda 5 saniye vortekslendi. Buz {izerinde 1 dk inkiibe edildi.

En yiiksek ayarda 5 saniye vortekslendi. Maksimum hizda 30 dk santrifiij edildi.
Siipernatant (sitoplazmik ekstrakt) yeni bir tiipe aktarildi ve -80 °C’ye
kaldirildi.

Elde edilen (nukleusu igeren) pellet NER igerisinde siispanse edildi.15 saniye
boyunca vortekslendi.

Ornekler buz iizerine yerlestirildi. Ornekler 40 dk boyunca her 10 dk’da bir 15
saniye vortekslendi.

Maksimum hizda 20 dk boyunca santrifiijlendi.
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12. Siipernatant (niikleer ekstrakt) hemen yeni bir tiipe aktarildi.

13. Ekstraktlar -80 °C’ye kaldirild1.

Tablo 3.6 Doku miktarina gore reaktif hacimleri.

Doku Agirhg:
(mg)
20 200 11 100

CER I (uL) CER I(pL) NER (uL)

3.7.2. Biyokimya analizlerinde kullanilacak lizatlarin hazirlanmasi

Total oksidan seviyesinin (TOS) él¢iimii ve siiperoksit dismutaz (SOD) analizi
icin homojenizasyon: Doku o6rnekleri 300 uL 1x PBS (Sigma, P5493) igerinde

homojenizator yardimiyla mekanik parcalama yoluyla homojenize edildi.

MDA analizi icin homojenizasyon: Doku 6rnekleri buz iizerinde 300 uL MDA
lizis tamponunda (3 pL BHT soliisyonu i¢eren) homojenizator yardimiyla homojenize

edildi. Coziinmeyen materyalleri uzaklastirmak i¢in 13000 g’de 10 dk santrifiijlendi.

GSH analizi icin doku homejenizasyonu: Dokular 300 uL GSH reaksiyon
tamponunda homojenize edildi. 100 pL % 5’lik SSA eklendi ve iyice karistirildi. 10
dakika 8000 g'de santrifiijlendi. Slipernatant analiz i¢in mikrosantrifiij tiiplerine aktarild1.

Katalaz aktivite analizi i¢cin homojenizasyon: Doku pargalar1 buz iizerinde soguk
200 puL Assay tamponunda homojenizatorde homojenize edildi. 4 °C’de 15 dk 10000 g’de

santrifiij edildi. Siipernatantlar toplanip buz iizerinde bekletildi.

3.8. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi (Bikinkonik Asit Yontemi)

Doku homojenizasyonu sonrasi elde edilen lizatlardaki protein miktar1 Pierce™
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, 23225) ile belirlendi. BCA Protein Assay,

total proteinin kolorimetrik olarak tayini i¢in bikinkoninik asit (BCA) ydntemine
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dayanmaktadir. Bu metotta, alkali ortamda protein aracihigiyla Cu*?, Cu™ ‘e
indirgenmektedir. indirgenen bu bakir katyonuna yiiksek duyarlilik gésteren bikinkoninik
asidin iki molekiiliiniin bir bakir iyonu ile selasyonu sonucu mor renkli reaksiyon tiriini
olugmaktadir. Suda ¢6ziinebilir kompleks, genis ¢alisma araliginda (20-2000 pg/mL),

artan protein konsantrasyonlar1 ile 562 nm’de lineer absorbans gostermektedir.

Protein konsantrasyonlari, kitte belirtilen asagidaki protokol takip edilerek sigir
serum albiimin (BSA) standardindan elde edilen kalibrasyon egrisi denklemi ile

belirlendi.

Kalibrasyon egrisi i¢in 0, 7.81, 15.62, 31.25, 62.5, 125, 250, 500,
1000, 2000 pg/mL konsantrasyonda BSA standartlar1 hazirlandi.

Kitte belirtilen ¢alisma soliisyonu hazirlandi. 25'er pL
mikropleytlere aktarilmis olan o6rnek ve standartlara 200 pL
calisma soliisyonu eklendi.

37 °C'de 30 dk inkiibe edildi. Oda sicakliginda sogutulduktan
sonra absorbanslar VersaMax mikroplaka cihazinda 562 nm'de
okutuldu.
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Sekil 3.8 BCA protein tayini igin ¢aligma diizenegi

3.9. Biyokimyasal Analizler

3.9.1. TOS él¢iimii

Canl sistemlerde metabolik ve fizyolojik proseslerde iiretilen serbest radikaller ve
diger ROS ve RNS zararli oksidatif reaksiyonlar meydana getirerek oksidatif hasara ve
doku islev bozukluguna neden olabilirler. Bazi durumlarda, oksidanlardaki artis ve
antioksidanlardaki azalma onlenemez (Meo et al., 2016). Dokunun toplam oksidan stres
diizeyi ticari kit (Rel Assay, RL0024) yardim ile spektrofotometrik olarak yapildi. Analiz
prensibine gére ornekte bulunan oksidanlar, Fe (1) iyon-selatlayict kompleksini Fe (111)
iyonuna yiikseltger. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan
giiclendirici molekiiller tarafindan uzatilir. Fe (111) iyonu asidik bir ortamda kromojen ile
renkli bir kompleks olusturur. Spektrofotometrede Olciilen renk yogunlugu, ornekte
bulunan total oksidan miktartyla iligkilidir. Deney H2O- ile kalibre edilir ve sonuglar litre
bagina mikromol H2Oz esdegeri olarak ifade edilir.
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Homojenizasyonlar1 yapilan doku orneklerinden elde edilen lizatlardan ve
standartlardan (5,10 ve 20 pmol/L) mikropleyte 25’er uL alnip iizerine 150
uL Reagent 1 (25 mM H,SO,) ilave edildi. Iyice karistirdiktan 30 saniye
sonra absorbans (A1) 530 nm dalga boyunda okutuldu.

8 uL Reagent 2 (25 mM H,SO,, 5 mM Fe*? iyonu,10nM O-dianisidin)
eklendi. 37 °C’de 5 dk bekletildi veya oda sicakliginda 10 dk bekletildi ve
absorbans (A2), 530 nm dalga boyunda tekrar okutuldu.

Asagidaki denkleme gore sonuglar hesaplandi.

A2-Al=AAbs

AAbs (6rnek)

S = 10
OMUE = AAbs (standart)x i

*Standardin konsantrasyonu

Sekil 3.9 TOS 6l¢iimii i¢in ¢alisma diizenegi.
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3.9.2. SOD aktivite analizi

SOD en 6nemli antioksidatif enzimlerden biridir. Siiperoksit anyonunun H20> ve
molekiiler oksijene (O2) doniisiimiinii katalize eder. Hassas SOD test kiti, sliperoksit
anyonu ile indirgenmesi lizerine suda ¢Oziinlir bir formazan boyasi lireten WST-1
kullanir. Bir siiperoksit anyonu ile indirgenme orani ksantin oksidaz (XO) aktivitesi ile
dogrusal olarak iligkilidir ve SOD tarafindan inhibe edilir. Béylece SOD'un inhibisyon
aktivitesi bir kolorimetrik yontemle belirlenebilir. SOD aktivitesi ticari kit (Biovision,

K335) yardimiyla test edildi.

Doku homojenatlar1 4°C'de 5 dakika boyunca 14000 g'de santrifiijlendi.
Siipernatant, sitosolik ve mitokondrilerden toplam SOD aktivitesini igerir. Analiz igin

kuyucuklara yiiklenen soliisyon miktarlar1 asagidaki tabloda belirtilmistir.

Tablo 3.7 SOD analizinde kullanilan ¢ozelti miktarlart

Ornek

Ornek 20 pL 20 L

ddH.O

20 uL
200 uL 200 uL

WST ¢alisma soliisyonu

Enzim ¢alisma soliisyonu

Seyreltme tamponu

Pleyt 37 °C’de 20 dk inkiibe edildi. 450 nm dalga boyunda absorbanslar okutuldu.
SOD aktivitesi (% inhibisyon orani) asagidaki esitlik kullanilarak hesapland.

(Abs Korl — Abs Kor3) — (Abs ornek — Abs Kor2)
x

100
(Abs Korl — Abs Kor3)

SOD aktivitesi =
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Sekil 3.10 SOD aktivite analizi igin ¢aligma diizenegi

3.9.3. Lipid peroksid diizeyinin 6l¢iimii

Patofizyolojik siireclerde oksidatif stresi degerlendirmek icin yaglarin oksijen ile
yiikseltgenmesi sonucu olusan lipit peroksidasyonunun oSlgiilmesi dnemlidir. Lipid
peroksid diizeyi, ticari kit (BioVision, K739-100) kullanarak Uchiyama ve Mihara (1978)
yontemiyle belirlendi. Lipid peroksidasyonu, dogal yan iiriinler olarak MDA ve 4
hidroksinonenal (4-HNE) olusturur. Lipid peroksidasyonunun son iriinleri, oksidatif
hasar1 6lgmek amaciyla hedeflenir. Bu kit MDA’ nin hassas tespiti i¢in kullanilmaktadir.
MDA molekiillerinin her biri pH:2-3 degerindeki 2 molekiil TBA ile tepkimeye girer ve
pembe renkte kromojen olusturur. Bu yontemde kromojenin 532-535 nm dalga boyunda
verdigi absorbsiyon spektrofotometrik olarak degerlendirilir ve ayni kosullarda calisilan

standart ile kiyaslanarak MDA konsantrasyonu bulunur.
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MDA standart egrisi elde etmek tizere bu stoktan seri seyreltmeler yapilarak O,
3.9, 7.8,15.6, 31.2, 62.5, 125 nM MDA standard: hazirlandi.

Her standart ve doku homojenatindan 200 pL 1siya dayanikli cam tiiplere
aktarildi. 600 uL buz soguklugundaki TBA eklenerek protein presipitasyonu
yapildi. Tipler etiivde 95 °C’de 1 saat inkiibe edildi ve sonrasinda ¢esme Suyu
altinda sogutuldu.

200’er ul’si 96 gozlii mikropleytlere alman standart ve 6rneklerin absorbans
degerleri 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede okutuldu.

Sekil 3.11 MDA analizi ¢alisma diizenegi
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3.9.4. GSH analizi

GSH, memeli hiicrelerinde oksidatif strese karsi hiicresel savunmada kritik bir rol
oynayan hiicre i¢i antioksidan 6zellikte tiyoldiir (Kurutas, 2016). Deney, DTNB ve GSH
rediiktaz tarafindan GSH geri doniisiim sistemine dayanmaktadir. DTNB ve GSH
reaksiyon riinii olan 2-nitro-5-tiyobenzoik asit sar1 renk olusturur. Bu sayede GSH
konsantrasyonu, 412 nm'de absorbans Olciilerek belirlenebilmektedir. Yan iiriin olan
GSSG, GSH rediiktaz ile GSH'ye indirgenebilmektedir ve GSH daha fazla 2-nitro-5-
tiyobenzoik asit iiretmek icin DTNB ile tekrar reaksiyona girer. Bu nedenle, geri doniisiim
sistemi toplam GSH tespitinin hassasiyetini 6nemli Ol¢iide artirir. Kit; proteinlerin
orneklerden uzaklastirilmasi i¢in, GSH oksidasyonunun ve y-glutamil transpeptidaz
reaksiyonunun olusmamasi igin 5-Siilfosalisilik asit (SSA) icerir. GSH seviyesi ticari kit

(Biovision, K261) yardimiyla 6lciilecektir.

Kit igerigi asagidaki gibidir:

e GSH reaksiyon tamponu
e GSH substrat1 (DTNB)
e NADPH iireten karisim
e GSH rediiktaz

e SSA

e GSH standardi
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Standart egri olusturmak tizere, her etiketli mikrosantrifiij tiiptine 1 pg/ulL
konsantrasyondaki GSH standardindan %1 SSA ile 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100,
200 ng/uL konsantrasyonlarda seyreltmeler yapilda.

Test edilecek standart ve 6rnekler icin yeterli reaksiyon karisimi hazirlandz:
10 uL NADPH iireten karigim

10 pL GSH rediiktaz*

60 veya 70 uL GSH reaksiyon tamponu

* Yalnizca indirgenmis GSH formunu tespit etmek ic¢in Glutatyon Rediiktaz
cikarildi. 10 pul GSH rediiktaz yerine 10 ul GSH reaksiyon tamponu kullanildi.

Her kuyucuga 80 pL reaksiyon karisimi eklendi ve NADPH olusturmak i¢in oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. GSH standart c¢ozeltilerine ve Ornek
cozeltilerine 10 pL eklendi. 5-10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

10 uL substrat ¢ozeltisi eklendi ve 6rnekler oda sicakliginda 5-10 dakika inkiibe
edildi. 405 nm absorbans1 okutuldu. Standart egriye gore GSH konsantrasyonlari
hesaplandi.

Total GSH asagidaki denklem tlizerinden belirlendi.

Total GSH= (ADbS smek — ADS ksr)/Standar egri egimi
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Sekil 3.12 GSH analizi igin ¢alisma diizenegi

3.9.5. Katalaz aktivite analizi

Katalaz, hemen hemen tiim canli organizmalarda bulunan bir ubikuitdz antioksidan
enzimdir. H202 ‘nin suya ve oksijene dekompozisyonunu katalize etme islevi goriir
(Odajima et al., 2010). Katalaz aktivitesi ticari kit (Biovision, K773) yardimiyla
belirlendi. Analizde, katalaz ilk 6nce su ve oksijen iiretmek i¢in H2O; ile reaksiyona girer,
donistiirilmemis H202, 570 nm'de 6Olgiilebilen bir iiriin tiretmek i¢in OxiRed™ prob ile

reaksiyona girer. Katalaz aktivitesi sinyal ile ters orantilidir.


https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/ubikuit%C3%B6z
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0, 2, 4, 6, 8, 10 nmol H,0,/kuyucuk konsantrasyonlarinda H,O, standard1 elde
edildi.

High Control (HC) i¢in 6rnekler 60 uL hacimde kuyucuklara eklenerek Assay
tamponu ile hacmi 78 pl’ye tamamlandi. Katalaz aktivitesini tamamen inhibe
etmek i¢in HC 6rnegine 10 pL Stop soliisyonu eklendi ve 25 °C’de 5 dk inkiibe
edildi.

60 uL ornek ve 5 uL pozitif kontrol soliisyonu kuyucuklara aktarildi ve hacimler
Assay tamponu ile 78 uL’ye tamamlandi.

Reaksiyonu baslatmak i¢in standartlar disindaki her bir kuyucuga (6rnekler, pozitif
kontrol ve HC) 12 uL taze 1mM H,0O, ilave edildi ve 25 °C’de 30 dk inkiibe
edildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in HC disindaki tiim kuyucuklara 10 pL Stop
soliisyonu eklendi.

Her bir kuyucuk igin;

46 pl Assay Tamponu

2 ul OxiRed™ Probe

2 pl HRP soliisyonu

karigtirllarak bir soliisyon hazirlandi. Her bir test ornegine, kontrollere ve

standartlara kuyucuk basma 50 pL bu hazirlanan karisimdan ilave edildi. 25 °C’de
10 dk inkiibe edildi. 570 nm dalga boyunda absorbanslar1 belirlendi.

Sonuglar asagidaki gibi hesaplandi.

Ornekteki katalaz tarafindan (ayristirilan H,O,) meydana getirilen sinyal degisimi:

AA = Anc — Asmek

katalaz aktivitesi = ﬁx ornek seyreltme faktori = nmol/

dk/mL=mU/mL
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Anc: 30 dk reaksiyon gerceklestirildikten sonra HC i¢in elde edilen absorbans

degeri

Asmek: 30 dk reaksiyon gerceklestirildikten sonra 6rnekler i¢in elde edilen absorbans

degeri

B: standart egri denkleminde absorbanslara karsilik elde edilen nmol cinsinden

H202 degeri

V: son durumda kuyucuktaki 6rnek hacimleri (60 pL)

30: reaksiyon siiresi (dk)

U (tnite) birimi: Bir U katalaz, 25 °C ve pH 4.5'te dakikada 1.0 pmol H20>
ayristiran katalaz miktaridir.

Sekil 3.13 Katalaz aktivite analizi i¢in ¢aligma diizenegi



72

3.10. Molekiiler Biyoloji Analizi - Immunoblotlama (Western Blot)
3.10.1. Geregler

e Nrf2 antikoru (Bioss-USA, bsm-52179R)

e Sodyum deoksikolat (Sigma, D6750)

e Trizma base (Sigma, T1503)

e Amonyum peroksidisiilfat (Merck, 101200.1000)
e Glisin (Merck 104201)

e Disodyum hidrojen fosfat (Merck, 106586.0500)
e Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat (Merck, 106346.1000)
e Skim milk (Bioshop Canada, SK1400.500)

e Sodyum kloriir (Merck, 106400.5000)

e PVDF membran (Millipore, IP\VH00010)

e Tween 20 (Merck, 822184.0500)

e Sodyum dodesil siilfat (Sigma, L3771)

3.10.2. Yontem

3.10.2.1 Proteinlerin SDS-PAGE ile ayrilmasi

Jel dokme aparat1 kuruldu. %8 konsantrasyonda ayirma jeli hazirlandi. Amonyum
persiilfat ilavesi ile polimerizasyon islemi baslatilarak aparattaki iki cam arasina dokiildii.
Ayirma jelinin polimerizasyonu gerceklestikten sonra jelin iist boliimii dH20 ile yikandi.
Ayirma jelinin iizerine hazirlanan yigmlama jeli dokiildi. Jelin lizerine kuyucuklarin
olusumunu saglayan tarak kapatildi. 45 dk siiresince jel polimerlestikten sonra aparattan
cikartilarak elektroforez tankina yerlestirildi. Tank 1X yiiriitme tamponu ile dolduruldu.
Jeldeki tarak dikkatli bir sekilde ¢ikartildi. Gerekli hacimde 4X yiikleme tamponu
icerisine %10 oraninda S-merkaptoetanol eklendi ve kisa siireli santrifiij yapildi. Niikleer-
Sitoplazmik protein ayrimi gergeklestirilmis ve BCA analizi ile protein konsantrasyonu
belirlenen 6rneklerin (protein lizatlarinin) 50-100 pg miktarlarma karsilik gelen hacmin

lizerine su ve 4X yiikleme tamponu eklenerek toplam hacim 30 pL’ye tamamlandi.
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Hazirlanan protein drnekleri 95° C* de 5 dakika denatiire edildi. Ornekleri kuyucuk
boliimlerine yiiklendi. Yiikleme islemi bittiginde elektroforez sisteminin kapagi kapatildi
ve elektrik akimi uygulanarak elektroforez islemi baslatildi. Elektroforez islemi 200
Volt’ta yaklasik 45 dk boyunca gergeklestirildi. Protein 6rnekleri jel tizerinde istenilen
kademeye kadar yiiriitiildiigiinde elektroforez islemi sonlandirilarak transfer islemine

gecildi.

Tablo 3.8 SDS-PAGE Ayirma Jelinin (Separating Gel) hazirlanmasi

Ayirma Jeli
Jel yiizdesi %8 %10 % 12 %15
*Bir jel icin 10 mL olacak sekilde:
% 30’luk Akrilamit 2,67 mL 3,33 mL 4 mL 5mL
(29:1)
4X Ayirma Tamponu 2,5mL 2,5mL 2,5mL 2,5 mL
Distile su 4,8 mL 4,1 mL 3,5mL 2,5mL
% 10’luk AP 50-100 pL

(Oda sicakliginda her bir jel igin 75 pL)

Tablo 3.9 SDS-PAGE Yigmlama Jelinin (Stacking Gel) hazirlanmasi

Depolama Jeli (%3,5’luk) 3 mL

%30’ luk Akrilamit 0,35 mL
4X Depolama Tamponu 0,75 mL
Distile su 1,9 mL

% 10’luk AP 20-30 pL (Oda sicakliginda 25 pL)

3.10.2.2 Proteinlerin PVDF membrana transferi

Western blot sandvi¢ aparati swrasiyla bir slinger, 2 adet Whatman kagidi,
proteinlerin yiiriitiildigi jel, PVDF membran, 2 adet Whatman kagid1 ve bir siinger

yerlestirilerek hazir hale getirildi. Aparata yerlestirilmeden 6nce PVDF membran metanol
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icinde 1slatildi. Proteinlerin membrana transferini gerceklestirmek iizere olusturulan
sandvig aparati, transfer tankina yerlestirildi. 1X transfer tamponu eklendi ve aparatin
kenarlarina sogutucu bloklar yerlestirildi. Hizli transfer i¢in 300 mA 90 dakika, gece boyu
transfer i¢in ise 40 mA kosullar1 uygulandi.

3.10.2.3 Membranin bloklanmasi

Proteinlerin jel ylizeyinden PVDF membrana transferi gergeklestirildikten sonra
primer antikor ile isaretleme sirasinda membran yiizeyine spesifik olmayan
baglanmalarin meydana gelmesini engellemek amaciyla PVDF membranin bloklanmasi
gerekmektedir. Bloklama islemi PVDF membrannin 1X yikama tamponu ile hazirlanan

%35°1ik siit ¢cozeltisi icinde oda sicakliginda 1 saat bekletilmesi ile gerceklestirildi.

3.10.2.4 Primer antikor ile isaretleme

Bloklama isleminden sonra membran 1X yikama tamponu ile 5 dk yikandi. Primer
antikorlar %5 yagsiz siit tozu (pH 7.4) igeren 1X bloklama tamponu ile hazirlandi.
Koruyucu olarak 1:1000 oraninda sodyum azit ¢6zeltisi eklerek +4°C’de muhafaza edildi.

Protein isaretlemesi oda sicakliginda 1 saat ya da gece boyu +4 °C olacak sekilde yapildi.

3.10.2.5. Sekonder antikor ile isaretleme

Primer antikor ile isaretleme yapildiktan sonra spesifik olmadan meydana gelen
antikor baglanmalarmi ortamdan uzaklastirmak i¢in membran 1X yikama tamponu ile 5
kez 5’er dk olacak sekilde yikandi. Sonrasinda PVDF membran %35 yagsiz siit tozu igeren
bloklama tamponu i¢inde hazirlanmis olan sekonder antikorlar ile 1 saat oda sicakliginda,
calkalayici izerinde inkiibe edildi. Seyreltme orani 1/10.000 olan, lizerinde Horse Radish
Peroxidase enzimi bagli olan anti-Tavsan (Thermo, 31460) ya da anti-Fare (Thermo,
31430) sekonder antikorlar kullanildi. Sekonder antikorlar ile isaretleme sonrasinda
spesifik olmayan baglanmalar1 uzaklastirmak tizere PVDF membran yikama soliisyonu

ile 5’er dakika boyunca 5 kez olacak sekilde yikandi.
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3.10.2.6. Kemiliiminesans goriuntilleme

Kemiluminesans goriintiilemenin temel prensibi ECL kiti igerisinde bulunan
luminol maddesinin sekonder antikorlarin ucuna takilt olan Horse Radish Peroxidase
Enzimi ile kimyasal tepkimeye girmesi sonucu olusan 3-aminoftalatin 1s1masmin 428

nanometre dalga boyunda CCD kamera ile 6l¢iilmesi esasina dayanir.

Clarity Western ECL Substrat (Bio-Rad, 1705061) kitinde bulunan soliisyonlar taze
olarak 1:1 oraninda hazirlanip membran yiizeyine uygulandi, sonrasinda ECL subsratinin
fazlas1 peceteye siizdiiriildi. Membran yiizeyinde gerceklesen kimyasal reaksiyon
sonunda olusan 151k CCD kamera i¢eren Vilber Loumart Fusion Fx-7 (Thermo Fisher
Scientific) ile yakalandi ve 6lgiilebilir veri haline doniistiiriildii. Olusan 151k yogunlugu
membran yiizeyinde o noktada bulunan antikor yogunlugu ile dolayisiyla tespit etmek
istedigimiz protein yogunlugu ile dogru orantilidir. Bu 151k yogunlugu sayisal deger
analizi yapabilen 6zel goriintiileme ve veri isleme programlarindan olan ImageJ programi

ile analiz edildi.

3.11 istatistiksel Analizler

Her bir 6rnegin absorbans degeri, o deney setine ait kontrol grubunun ortalama
absorbans degeri ile kiyaslanmak {tizere grafiklendi. Grafiklerde en az 4 tekrarin
ortalamasi + ortalamanin standart hatas1 (SEM) siitun grafik olarak verildi. Skorlamalarda

10’ar tekrarm medyan degerleri kutu dagilim grafigi olarak verildi.

Uygulanan testlerden elde edilen verilerin normal dagilimi ve anlamlilik derecelerinin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi igin IBM SPSS Statistics ver. 25.00 (Statistical
Package for Social Sciences), grafik ¢izimleri i¢in ise GraphPad prism programi (versiyon
6, GraphPad Software, Inc., San Diego Kaliforniya, ABD) kullanildi. Birbirinden
bagimsiz ikiden fazla deney gruplar1 arasindaki istatistiksel farklar parametrik analizler
icin tek yonli ANOVA (varyans analizi) yontemi ile, parametrik olmayan analizler i¢in

ise Kruskal Wallis yontemi ile %95 giiven araliginda (p<0.05) degerlendirildi. Parametrik
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Tukey ¢oklu karsilastirma ile ve homojen dagilmayan varyanslar i¢in ise Dunnet T3 ¢oklu
karsilastirma (post-hoc) yontemiyle saptanmustir. Kruskal Wallis yontemi sonrasi ikili
karsilagtirmalar i¢in Mann Whitney U testi yapilmistir. Birbirinden bagimsiz iki grup
arasindaki istatistiksel farklar ise parametrik analizler i¢in 2 independent t testi ile
parametrik olmayan analizler icin Mann Whitney U testi ile %95 giiven araliginda

degerlendirildi. Skorlamalarda parametrik olmayan analiz uygulanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Islak Akciger Agirhklan

DMSO

SF BLM

Diisiik Doz Ara Doz Yiiksek Doz
Kontrol Kontrol Kontrol

A .
N

Diisiik Doz Ara Doz Yiiksek Doz

BLM BLM BLM

Sekil 4.1 Deney gruplarina ait akciger goriintiileri
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Akciger/Viicut Agirligi Karsilastirma Grafigi
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Sekil 4.2 Deney gruplarina ait akciger/viicut agirlik oranlari. BLM deney grubuna (akciger fibrozis
modeline) ait akciger/viicut agirlik oraninda SF kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamli artig
oldugu goriilmiistiir. E-CG-01 molekiiliiniin yiiksek dozunun BLM’den kaynaklanan akciger/viicut
agirhik oranindaki artigt engelledigi goriilmiistir. DMSO ve E-CG-01’in kontrol gruplarinin
akciger/viicut agirlik oraninda degisime sebep olmadigi belirlenmistir. BLM ve DMSO gruplar1 SF
grubu ile karsilagtirilmigtir. E-CG-01+BLM deney gruplart BLM grubuna gore, molekiil kontrol
gruplart ise DMSO ile kiyaslanmigtir.  (¥p<0.05, ##p=<0.01)

Deney gruplarina ait akciger goriintiileri Sekil 4.1°de verilmistir.

BLM grubuna ait akciger/viicut agirlig1 oraninda artis oldugu goriildii. BLM’den
kaynaklanan artan akciger agirligini azaltmayi yalnizca yiiksek dozda uygulanan E-CG-
01’in sagladig1 belirlendi. DMSO ve molekiil kontrol gruplarina ait akciger/viicut agirlik
oranlarinda SF kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig1

goriildii (Sekil 4.2).
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4.2. Histoloji

Sekil 4.3 H&E boyama. a) SF kontrol grubu, b) DMSO grubu, ¢) BLM grubu, d) Diisiik doz E-CG-
01 kontrol grubu, e) Ara doz E-CG-01 kontrol grubu, f) Yiiksek doz E-CG-01 kontrol grubu, g)
Diisiik doz E-CG-01+BLM, h) Ara doz E-CG-01+BLM, i) Yiiksek doz E-CG-01+BLM. Biiyiik
resimler X40, Kiiciik resimler X4 biiyiitme (Biiylitme dlgegi X10= 500 um, X20= 250 pm, X40=
125 pm).



Sekil 4.4 Masson trikrom boyama. a) SF kontrol grubu, b) DMSO grubu, ¢) BLM grubu, d) Disiik
doz E-CG-01 kontrol grubu, e) Ara doz E-CG-01 kontrol grubu, f) Yiiksek doz E-CG-01 kontrol
grubu, g) Diisiik doz E-CG-01+BLM, h) Ara doz E-CG-01+BLM, 1) Yiiksek doz E-CG-01+BLM.
Biiyiik resimler X40, Kiigiik resimler X4 biiylitme (Biiyiitme 6lgegi X10= 500 pm, X20= 250 pum,
X40= 125 pm).

SF grubuna ait akciger dokusu histolojik kesitleri incelendiginde normal bir akciger
parankimasinda goriilmesi gereken organizasyona sahip olduklari saptandi. Alveol
duvarlarmin yapisinda tek katli yassi epitel ve diiz kas demetleri igeren ¢ok ince bir bag
dokusuna sahip olduklari, alveollerin etrafinda kan kapillerleri igeren ¢ok ince bir bag
dokusunun gevrili oldugu saptandi. Komsu alveoller arasinda alveolar septum olarak
bilinen bdlgenin normal histolojik yapida oldugu goriildii. Bu bdlgede kan hava bariyeri
bulunmaktadir. Alveol epitelinin tip 1 ve tip 2 AEC ve az sayida firgams: hiicre, alveolar
toz hiicreleri ve dendritik hiicreler olmak tizere 3 temel hiicreden olustugu goriildii ve
yapilanmanin normal histolojik yapida oldugu saptandi. Tip 2 AEC’nin normal histolojik

yapida olduklar1 ve alveolar hava bosluguna dogru yerlestikleri goriildii. Alveolar
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limende ve intertisyumda bulunan alveolar toz hiicrelerinin yapisal, sayisal ve

dagilimlarinin normal oldugu goriildii (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

Diisiik doz, ara doz ve yiiksek doz E-CG-01 ve DMSO kontrol gruplarinin hemen
hemen benzer histopatolojik yapida olduklar1 gériildii. Ozellikle diisiik doz E-CG-01
kontrol grubunun alveol duvarlarinin yapisinda DMSO grubuna benzer sekilde minimal
diizeyde kalinlagma oldugu goriildii. Alveolar septum yapisinda da ayni sekilde minimal
diizeyde O0dem oldugu saptandi. Yine alveolar septum dokusu icinde yer yer
polimorfoniikleer 16kositlerin yerlestigi goriildii. Molekiiliin doz artisina bagli olarak ara
ve yiiksek doz kontrol gruplarinda, diisiik doz kontrol grubunda goriilen histopatolojik
degisimlerinin ortadan kalktig1 saptandi. Deney gruplarina gore 6dem ve alveol duvar

kalinhg1 karsilastirmasi Sekil 4.5 ve Sekil 4.6°da gosterilmistir.

BLM grubunun tiim deney gruplar1 i¢inde en dramatik histopatolojik degisim
gosteren grup oldugu saptandi (Sekil 4.7). Alveol duvarlarin etrafindaki bag dokusunda
kalinlasma ve bu bag dokusunun iginde yerlesen kapiller damarlarda ileri derece
dilatasyon saptandi. Alveolar yapilarin biiyiik kisminda oblitere olduklar1 saptandi.
Alveol yapisini olusturan tek katli yassi hiicrelerin yerine tek katl kiibik hiicrelerin
doldurdugu saptandi. Komsu alveoller arasinda alveolar septum olarak bilinen bolgede
ileri derece kalinlasma ve 6dem goriildii. Bu alanlara polimorfoniikleer l6kositlerin
gelmesi oldukea dikkat ¢ekici idi. Yine bu gruba ait 6rneklerde yamali goriiniim seklinde,
alveol bosluklarini oblitere eden ileri seviyede fibrozis saptanmis olup bazi alanlarda yer

yer fibrotik tika¢ benzeri yapilarin var oldugu goriildii.

Diisiik doz E-CG-01+BLM grubu alveol duvarlarmin etrafindaki bag dokusunda
orta derece kalinlasma ve bu bag dokusunun iginde yerlesen Kapiller damarlarda orta
derece dilatasyon saptandi (Sekil 4.7). Alveolar yapilarin ¢ok az alanda oblitere olduklar1
saptand1. Alveolar septumda yine yer yer bazi alanlarda orta derece kalinlasma ve 6dem
goriildii. Ancak BLM kontrol grubu ile kiyaslandiginda diisiik doz E-CG-01’in BLM ile
indiiklenen alveol duvarmin kalinlasmasinda ve 6dem olusumunda istatistiksel olarak
anlamli bir azalis sagladig1 belirlendi. Polimorfoniikleer lokositlerin BLM grubu ile

kiyaslandiginda oldukga az alanda var olduklar1 goriildii. Bu gruba ait 6rneklerde yamal
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goriiniim seklinde, alveol bosluklarini oblitere eden ileri seviyede fibrozis bulgusu

saptanmamistir.

Ara doz E-CG-01+BLM grubu alveol duvarlarin etrafindaki bag dokusunda
minimal derecede kalinlagsma ve bu bag dokusunun i¢inde yerlesen kapiller damarlarda
yine diisiik doz molekiil verilen deney grubuna gore gorece daha az dilatasyon varligi
saptandi (Sekil 4.7). Alveolar yapilarin olduk¢a ¢cok az alanda oblitere olduklar1 daha ¢ok
kontrol gruplaria benzer bir histopatolojik yapida olduklar1 goriildii. Alveolar septumda
olduk¢a az alanda olmak iizere minimal kalinlasma ve 6dem olustugu; BLM kontrol
grubu ile kiyaslandiginda ara doz E-CG-01’in BLM ile indiiklenen alveol duvarinin
kalinlagmasinda ve 6dem olusumunda istatistiksel olarak anlamli bir azalis sagladig:
goriildii. Polimorfoniikleer 16kositlerin akciger parankimi icinde fark edilir olmadig: bir

histopatolojik goriiniim saptandi.

Yiiksek doz E-CG-01+BLM grubu alveol duvarlarinin etrafindaki bag dokusunun
normal histolojik goriinlime yakin oldugu ve bag dokuda kalinlasma ve doku i¢inde
yerlesen Kapiller damarlarin SF ve DMSO grubuna benzer bir goriiniimde oldugu
saptand1 (Sekil 4.7). Alveolar yapilarin olduk¢a hemen hemen hicbir alanda oblitere
olmadig1 goriildii. Alveolar septumda kalinlasma ve 6dem varligi saptanmadi. BLM
kontrol grubu ile kiyaslandiginda yiiksek doz E-CG-01’in BLM ile indiiklenen alveol
duvarmin kalinlasmasinda ve 6dem olusumunda istatistiksel olarak anlamli bir azalis
sagladig1i  goriildii. Polimorfoniikleer lokositlerin  akciger parankimi icinde

gbzlemlenmedi.
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Sekil 4.5 Deney gruplarma gore ait alveol duvar kalinligi. BLM grubuna ait alveollerin duvar
kalinliklar1 SF kontrole gore yiiksek seviyede artmisti. BLM’den kaynaklanan alveol
duvarlarindaki kalinlasmay1r E-CG-01’nin ii¢ farkli dozu da istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azaltmistir. DMSO ve E-CG-01 kontrol gruplarinin alveol duvarlarinin kalinlasmasinda etkisi
olmadigr goriilmistir. BLM ve DMSO gruplar1 SF grubu ile karsilastirilmistir. E-CG-01+BLM
deney gruplart BLM grubuna gére, molekiil kontrol gruplar1 ise DMSO ile kiyaslanmigtir ("p<0.05,
“p=<0.01,

Fokkk

p<0.0001 ##p<0.0001).
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Sekil 4.6 Deney gruplarina ait 6dem olusumu. BLM grubunda SF kontrole gére 6dem olusumu
gerceklesmistir. BLM uygulamasi sonrast artan 6dem olusumunu E-CG-01’nin {i¢ farkli dozu da
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltmistir. DMSO ve E-CG-01 kontrol gruplarmin ddem
olusumunda etkisi olmadigi goriilmiistiir. BLM ve DMSO gruplart SF grubu ile karsilagtirilmistir.
E-CG-01+BLM deney gruplari BLM grubuna gére, molekiil kontrol gruplari ise DMSO ile
kiyaslanmistir ("p<0.05, “p<0.01, #p<0.01).
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Sekil 4.7 Anti- Tip 1 kollajen boyama. a) SF kontrol grubu, b) DMSO grubu, ¢) BLM grubu, d)
Diisiik doz E-CG-01 kontrol grubu, ) Ara doz E-CG-01 kontrol grubu, f) Yiiksek doz E-CG-01
kontrol grubu, g) Diisiik doz E-CG-01+BLM, h) Ara doz E-CG-01+BLM, 1) Yiiksek doz E-CG-
01+BLM. Biiyiik resimler X40, Kiigiik resimler X4 biiyiitme (Biiyiitme dl¢egi X10= 500 pm, X20=
250 pum, X40= 125 pm).
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Sekil 4.8 Deney gruplarina gore tip I kollajen yogunlugu. BLM grubunda SF kontrole anlamli
seviyede tip I kollajen olusumu gergeklesmistir. BLM ile indiiklenen tip I kollajen olusumunu E-
CG-01’nin ii¢ farkli dozu da istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltmistir. DMSO ve E-CG-01
kontrol gruplar1 tip I kollajen {iretimine yol agmamistir. BLM ve DMSO gruplar1 SF grubu ile
karsilastirilmistir. E-CG-01+BLM deney gruplar1 BLM grubuna gére, molekiil kontrol gruplari ise
DMSO ile kiyaslanmustir (“p<0.05, “p<0.01, #p<0.01).

SF kontrole kiyasla BLM grubunda tip I kollajen yogunlugunda artis oldugu
goriildii. BLM kontrol grubu ile kiyaslandiginda diisiik, ara ve yiiksek doz E-CG-01’in
BLM ile indiiklenen tip I kollajen birikiminde azalis sagladigi saptandi. DMSO ve

molekiil kontrol gruplarmin tip I kollajen iiretimine sebep olmadig: goriildi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.9 Anti TGF-B boyama. a) SF kontrol grubu, b) DMSO grubu, ¢) BLM grubu, d) Diisiik doz
E-CG-01 kontrol grubu, e) Ara doz E-CG-01 kontrol grubu, f) Yiiksek doz E-CG-01 kontrol grubu,
g) Diisiik doz E-CG-01+BLM, h) Ara doz E-CG-01+BLM, 1) Yiiksek doz E-CG-01+BLM. Biiyiik
resimler X40 (Biiyiitme 6l¢egi X10= 500 pm, X20= 250 um, X40= 125 pum).
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Sekil 4.10 Deney gruplarina gére TGF-B yogunlugu. BLM grubunda SF kontrolle kiyaslandiginda
TGF-B seviyesinde artis goriilmiistiir. E-CG-01’nin {i¢ farkli dozu da BLM sebebiyle olusan TGF-
f’nin yogunlugunu azaltmistr. DMSO ve E-CG-01 kontrol gruplari TGF-f iiretimine yol
acmamistir. BLM ve DMSO gruplari SF grubu ile karsilastiriimistir. E-CG-01+BLM deney gruplari
BLM grubuna gére, molekiil kontrol gruplar1 ise DMSO ile kiyaslanmistir. (“p<0.01, #p=<0.01)

BLM grubuna ait alveolar septumda olduk¢a yogun TGF-p ekspresyonunun varligi
saptandi. SF ve DMSO grubunda ise TGF-B ekspresyonunun olmadigi goriildii. Diisiik,
ara ve yiksek doz E-CG-01 kontrol gruplarmin TGF-B ekspresyona sebep olmadigi
saptandi. BLM kontrol grubu ile kiyaslandiginda diisiik, ara ve yiiksek doz E-CG-01’in
BLM’nin sebep oldugu TGF-p ekspresyonundaki artisi istatistiksel olarak anlamli sekilde
engelledigi goriildii. TGF-B ekspresyon seviyesi agisindan bu deney gruplari arasinda SF
kontrol grubuna en yakin olan grubun doz E-CG-01+BLM grubu oldugu goriildii. Anti-
TGF-p boyama ve skorlama sonuglari sirasiyla Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da gosterilmistir.



Sekil 4.11 Anti-Ki-67 boyama. a) SF kontrol grubu, b) DMSO grubu, ¢) BLM grubu, d) Diisiik doz
E-CG-01 kontrol grubu, €) Ara doz E-CG-01 kontrol grubu, f) Yiiksek doz E-CG-01 kontrol grubu,
g) Diisiik doz E-CG-01+BLM, h) Ara doz E-CG-01+BLM, 1) Yiiksek doz E-CG-01+BLM. Biiyiik
resimler X40 (Biiyiitme 6l¢egi X10= 500 pm, X20= 250 um, X40= 125 pum).
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Sekil 4.12 Deney gruplarina gore Ki-67 pozitif hiicre yogunlugu. SF kontrole kiyasla BLM grubunda
Ki-67 pozitif hiicre sayisinimn arttigi goriilmiistiir. E-CG-01’nin ii¢ farkli dozunun da BLM sebebiyle
artan Ki-67 pozitif hiicre yogunlugunu azalttig1 belirlenmistir. DMSO ve E-CG-01 kontrol gruplar1
Ki-67 pozitif hiicre sayisinda degisime sebep olmamistir. BLM ve DMSO gruplar1 SF grubu ile
karsilastirilmistir. E-CG-01+BLM deney gruplar1 BLM grubuna gére, molekiil kontrol gruplari ise
DMSO ile kiyaslanmigtir. (“™p<0.0001, **p<0.0001)

SF kontrole kiyasla BLM grubunda Ki-67 eksprese eden hiicre sayisinda anlamli
derece farklilik oldugu belirlendi. Anti-Ki-67 boyama ve Ki-67 pozitif hiicre sayimi
sonuglart sirasiyla Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de gosterilmistir. BLM grubunda alveolar
septumda olduk¢a yogun Ki-67 ekspresyonunun varligi saptanmistir. SF ve DMSO
kontrolleri kiyaslandiginda Ki-67 ekspresyon diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmedi ayrica, molekiil kontrol gruplarinin DMSO ile kiyaslanmasi sonucunda E-CG-
01’in Ki-67 ekspresyon seviyesinde degisime sebep olmadig1 gosterildi. BLM kontrol
grubu ile karsilastirildiginda diisiik, ara ve yiiksek dozda uygulanan E-CG-01’in BLM ile

indiiklenen Ki-67 ekspresyon seviyesindeki artig1 6nledigi belirlendi.
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Sekil 4.13 Anti-yH2AX boyama. a) SF kontrol grubu, by DMSO grubu, ¢) BLM grubu, d) Diisiik
doz E-CG-01 kontrol grubu, e) Ara doz E-CG-01 kontrol grubu, f) Yiiksek doz E-CG-01 kontrol
grubu, g) Diisiik doz E-CG-01+BLM, h) Ara doz E-CG-01+BLM, 1) Yiiksek doz E-CG-01+BLM.
(Biiyiitme 6lgegi X10= 500 um, X20= 250 pm, X40= 125 pm).
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Sekil 4.14 Deney gruplarina gore y-H2AX yogunlugu. BLM grubunda y-H2AX’te artis
gorilmiistir. E-CG-01’nin ¢ farkli dozda da BLM sebebiyle gergeklesen y-H2AX’teki artist
anlamli diizeyde engellemistir. DMSO ve E-CG-01 kontrol gruplart y-H2AX yogunlugunda
degisime sebep olmamistir. BLM ve DMSO gruplari SF grubu ile karsilastiriimistir. E-CG-01+BLM
deney gruplart BLM grubuna gére, molekiil kontrol gruplar1 ise DMSO ile kiyaslanmustir ("p<0.05,
“p<0.01, #p<0.01).

SF kontrolii ile karsilastirildiginda BLM grubunda y-H2AX yogunlugunda artig
goriildii. DMSO ve molekiil kontrol gruplariin y-H2AX yogunlugunda degisime sebep
olmadig1 dolayisiyla DNA hasarina yol agmadigi belirlendi. E-CG-01"1n ii¢ farkli dozda
da BLM ile meydana gelen y-H2AX seviyesindeki artigi istatistiksel olarak anlamli
sekilde azalttig1 gosterildi. Elde edilen bu sonucglar Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’te

gosterilmistir.
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4.3. Biyokimya Analizleri

Total Oksidan Grafigi
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Sekil 4.15 Deney gruplarina ait TOS grafigi. BLM grubuna ait TOS degerinde SF kontroliine gore
istatistiksel olarak anlamli artis goriilmiistiir. BLM sebebiyle artan TOS sadece yiiksek dozda E-CG-
01 uygulanmasi sonucunda istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir. DMSO ile SF gruplari
arasinda farklilik goriilmemistir. E-CG-01 kontrol gruplart DMSO kontrol grubu ile kiyaslandiginda
TOS degerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig ya da azalisa sebep olmamistir. BLM ve DMSO
gruplar1 SF grubu ile karsilastirilmistir. E-CG-01+BLM deney gruplart BLM grubuna gére, molekiil
kontrol gruplari ise DMSO ile kiyaslanmistir. ("p<0.05, # p<0.05)

BLM grubunda TOS’un kontrole gore daha yiiksek oldugu goriildii. Bu sonug
akciger fibrozisi gelisiminde oksidan hasarin 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir.
Ek olarak DMSO’nun ve molekiil kontrol gruplarmin TOS seviyesinde artisa neden
olmadig1 belirlendi. BLM tarafindan indiiklenen TOS seviyesindeki artis1 yalnizca
yiksek dozda uygulanan E-CG-01’in azalttigi goriildi. TOS’a gore yapilan deney

gruplar1 arasindaki karsilastirma Sekil 4.15°te gdsterilmistir.



SOD % inhibisyon

94

Siiperoksit Dismutaz % Inhibisyon

HH#HH

*%

150 -
SF (Salin) Kontrol

BLM (Bleomisin)

Diisiik Doz E-CG-01+BLM

1004

Ara Doz E-CG-01+BLM

Yiksek Doz E-CG-01+BLM

DMSO Kontrol

504

CERRNOD

Disik Doz E-CG-01

AraDoz E-CG-01

Yiksek Doz E-CG-01

Sekil 4.16 Deney gruplarma ait SOD aktivite grafigi. BLM grubuna ait SOD % inhibisyonunda SF
kontroliine gore istatistiksel olarak anlamli azalis goriilmiistir. BLM sebebiyle azalan SOD
aktivitesi yalnizca ara dozda E-CG-01 uygulanmasi sonucunda istatistiksel olarak anlamli gekilde
artmigtir. DMSO grubuna ait SOD aktivitesi SF kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
olacak sekilde azalmistir. E-CG-01 kontrol gruplart DMSO kontrol grubu ile kiyaslandiginda SOD
% inhibisyon degerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis ya da azalisa sebep olmamistir. BLM ve
DMSO gruplar1 SF grubu ile karsilagtirilmistir. E-CG-01+BLM deney gruplari BLM grubuna gore,
molekiil kontrol gruplar1 ise DMSO ile kiyaslannustir. ('p<0.05, “p<0.01, ##p<0.0001)
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Sekil 4.17 Deney gruplarma ait katalaz aktivite grafigi. BLM grubuna ait katalaz aktivitesinde SF
kontroliine gore istatistiksel olarak anlamli azalis goriilmiistir. BLM sebebiyle azalan SOD
aktivitesinde, ii¢ farkli dozda E-CG-01 uygulanmasi sonrasinda istatistiksel olarak anlamli degisim
olmamistir. DMSO grubuna ait katalaz aktivitesi SF kontrol grubu ile kiyaslandiginda farklilik
olmadig goriilmiistiir. E-CG-01 kontrol gruplart DMSO kontrol grubu ile kiyaslandiginda katalaz
aktivite degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis ya da azalisa sebep olmamistir. BLM ve
DMSO gruplari SF grubu ile karsilastirilmistir. E-CG-01+BLM deney gruplari BLM grubuna gore,
molekiil kontrol gruplar1 ise DMSO ile kiyaslanmistir. ( #p<0.05)

BLM uygulanan grupta SOD ve katalaz aktivitelerinde SF kontrole gbre azalma
oldugu goriildii. Deney gruplarina gore yapilan SOD ve katalaz aktivite karsilastirmalar1
sirastyla Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de gosterilmisti. DMSO kontrol grubunda SOD
aktivitesinin SF kontrol grubuna goére azalmis oldugu gosterildi. Molekiil kontrol
gruplarindaki SOD ve katalaz aktivitesi DMSO kontrol grubu ile kiyaslandiginda fark
goriilmedi. Ara doz E-CG-01+BLM deney grubunun, BLM kontrol grubu ile
karsilastirilmasi sonucunda SOD aktivitesinde artis sagladig: goriildii. Ayrica diisiik, ara
ve yiiksek doz E-CG-01+BLM deney gruplar1 BLM kontrol grubu ile karsilastirildiginda

katalaz aktivitesinde anlaml diizeyde fark olmadig: belirlendi.
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Total GSH Grafigi
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Sekil 4.18 Deney gruplarina ait total GSH grafigi. BLM grubuna ait total GSH miktarinda SF
kontroliine gore istatistiksel olarak anlamli azalis goriilmiistiir. BLM sebebiyle azalan total GSH
miktarinda, li¢ farkli dozda E-CG-01 uygulanmasi sonrasinda istatistiksel olarak anlamli degisim
olmamistir. DMSO grubuna ait total GSH miktar1 SF kontrol grubu ile karsilastirildiginda fark
goriilmemistir. E-CG-01 kontrol gruplart DMSO kontrol grubu ile kiyaslandiginda total GSH
miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim olmamistir. BLM ve DMSO gruplar1 SF grubu ile
karsilastirilmistir. E-CG-01+BLM deney gruplari BLM grubuna gore, molekiil kontrol gruplari ise
DMSO ile kiyaslanmustir. (#p<0.05)

BLM’nin fare akcigerindeki total GSH miktarinda azalmaya sebep oldugu
gosterildi. SF ile kiyaslandiginda DMSO’nun total GSH seviyesini etkilemedigi, ayrica
DMSO kontrol grubu ile karsilastirildiginda molekiil kontrol gruplarinin da degisime
sebep olmadig1 belirlendi. BLM sebebiyle meydana gelen total GSH miktarindaki azaligi
E-CG-01’in ii¢ farkli dozunun da engelleyemedigi belirlendi. Elde edilen bu sonuglar
Sekil 4.18’de gosterilmigtir.
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MDA Grafigi
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Sekil 4.19 Deney gruplarma ait MDA grafigi. BLM grubuna ait MDA miktarinda SF kontroliine
gore istatistiksel olarak anlamli artis goriilmiistiir. BLM sebebiyle artan MDA miktarinda, ti¢ farkli
dozda E-CG-01 uygulanmasi sonrasinda istatistiksel olarak anlamli azalig goriilmemistir. DMSO
grubuna ait MDA miktar1 SF kontrol grubu ile karsilagtirildiginda fark bulunmamistir. E-CG-01
kontrol gruplart DMSO kontrol grubu ile kiyaslandiginda MDA miktarinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir degisim goriilmemistir. BLM ve DMSO gruplari SF grubu ile karsilastirilmistir. E-CG-
01+BLM deney gruplari BLM grubuna gére, molekiil kontrol gruplari ise DMSO ile kiyaslanmustir.
(#p<0.05)

Kontrole gore BLM grubunda MDA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli artig
goriildi. MDA seviyesinin deney gruplarina gore kiyaslanmasi Sekil 4.19’da
gosterilmisti. DMSO’nun ve molekiil kontrol gruplarinin MDA seviyesine etkisi
olmadig1 belirlendi. Ug farkli dozda uygulanan E-CG-01+BLM deney gruplar1 BLM
kontrol grubu ile karsilastirildiginda MDA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli
diizeyde degisim saglayamadigi goriildii.



98

4.4 Molekiiler Analiz
Sitoplazma Niikleus
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Sekil 4.20 Niikleer-Sitoplazmik ayrim sonrast NRF2 western blot sonucu.

Niikleer-sitoplazmik ayrim sonrasi yapilan western blot analizi sonucunda
DMSO’nun Nrf2’nin niikleer translokasyonunu arttirdigi goriildi. BLM’nin SF ile
karsilagtirildiginda Nrf2’nin niikleer birikimine etki etmedigi goriildii. Molekiil
uygulanan deney gruplarina bakildiginda niikleer proteinde artis yalnizda yiiksek dozda
uygulanan E-CG-01’de saptandi (Sekil 4.20).
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TARTISMA

Bu ¢alismada farede i.t. yolla uygulanan BLM ile olusturulan deneysel akciger
fibrozisi modelinde ii¢ farkli dozda uygulanan E-CG-01’in anti-oksidan o6zellikleri

yoluyla fibrozise kars1 proflaktik etkisine bakilmustir.

Sikloastragenoliin toksisitesinin degerlendirildigi bir ¢alismada, yiiksek dozlarda
sikloastragenol (40-150 mg/kg/giin) si¢anlara oral gavaj ile uygulanmis ve klastojenik,
mutajenik olmadigi, toksik/ genotoksik etki gostermedigi belirtilmistir (Szabo, 2014).
Sikloastragenol gibi baz1 biyoaktif molekiiller yiiksek dozlarda toksik etki
gostermemesine ragmen daha etkili sonug gostermeleri sebebiyle ¢ok daha diisiik dozlar1
da degerlendirilmektedir. Ornegin bir ¢alismada, optimal dozu hakkinda bilgi eksikligi
olan resveratrol molekiiliiniin, kanser kemopreventif etkisini incelemek tizere iki farklh
konsantrasyonu denenmistir. Bu molekiiliin diisiik dozunun, kolorektal karsinogenez fare
modelinde intestinal adenom gelisimini 200 kat daha yiiksek olan dozundan daha kuvvetli
bir sekilde bastirdigi gosterilmistir (Cai et al., 2015). Ayrica sikloastragenoliin SH-SY5Y
hiicrelerinin canliligina etkisi bir poster ¢alismasinda in vitro kosullarda incelenmistir.
Denenen en yiiksek konsantrasyon olan 100 pM’da toksik etki goriilmemistir ancak etkin
degeri ¢cok daha diisiik bir konsantrasyonda (EC50 degeri:0.3 nM) elde edilmistir (Dogan
et al., 2016). Bu tez c¢alismasina benzer olan bir akciger fibrozisi c¢alismasinda
sikloastragenoliin bir tiirevi olan GRN510 molekiiliiniin 10 mg/kg/giin ve 20 mg/kg/giin
konsantrasyonlar1 denenmis ve iki konsantrasyon i¢in de olumlu sonuglar elde edilmistir
(Le Saux et al., 2013). Bu ¢alismaya gore bizim molekiiliimiiziin yiiksek dozu olarak,
GRNS510 igin etkili oldugu goriilen 10 mg/kg/giin konsantrasyonu belirlenmistir. Ikinci
konsantrasyon olarak, Dogan vd. tarafindan in vitro uygulanan ¢alismada, molekiiliin gok
daha diisiik konsantrasyonlarda daha etkili oldugunun gosterilmesi sebebiyle, 5°te bir
oraninda daha diisiik doz belirlenmistir. Bu iki doz disinda 6 mg/kg/giin konsantrasyonda

bir ara doz uygulanmustir.

Oksidatif stres hipotezi, genel kabul gdérmiis bir yaslanma mekanizmasidir.
Stiperoksit anyonu, H202 ve hidroksil radikali dahil olmak iizere ROS’lar, hiicre

islevlerine zarar verir. Bu sebeple hiicre yaslanmasmin ve hastaliklarin birincil nedeni
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olarak goriliir. Fare ile gergeklestirilen D-galaktoz-indiiklii bir yaslanma modelinde
sikloastragenol tedavisinin deri, kalp ve karacigerde doza bagmmli olmayan sekilde
toplam antioksidan kapasitesini ve SOD aktivitesini arttirirken aynt zamanda MDA
seviyesini azalttig1 belirtilmistir (Yu et al., 2018). Sikloastragenoliin gii¢lii bir antioksidan
oldugu belirtilmistir (Weiss and Weiss, 2014). Ayrica sikloastragenoliin antioksidan
etkilerinin kimyasal yapisinda bulunan hidroksil ile iligkili olabilecegi belirtilmistir.
Oksidatif stres telomer yipranmasinin ana nedeni oldugu i¢in, sikloastragenoliin telomer
koruyucu etkilerinin hem antioksidan hem de telomeraz aktivasyon o6zellikleriyle iligkili
olabilecegi belirtilmistir (Yu et al., 2018). Endoplazmik retikulum stresi durumunda
endotel hiicrelerinin homeostazisinin arastirildig1 bir caligmada sikloastragenoliin ROS

olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir (Zhao, et al., 2015).

DMSO genellikle hiicre, doku ya da organ koruma amaciyla veya ¢6ziicii madde
olarak, ayrica radikal temizleyici 6zellikleri nedeniyle farmasdtik ajanlar olarak tibbi
uygulamalar bulmustur. Bununla birlikte, DMSO'nun fizyolojik ve farmakolojik
Ozellikleri ve etkileri tam olarak anlagilmamistir. Bir calismada DMSO farkli hiicre
tiplerinde ROS iliskili sitotoksisite agisndan farkli etki gostermistir. Okaryotik bir
organizma olan Saccharomyces cerevisiae, hiicrenin oksidatif stresten kurtulma
kabiliyetini etkileyen fizyolojik parametreleri incelemek i¢cin uygun bir model oldugu
belirtilmistir ve DMSO’nun oksidatif stres altindaki mayada sitotoksik etki gosterirken
bunun aksine, insan SK-Hep1 hiicrelerinde oksidatif stres kaynakli sitotoksisite tizerinde
koruyucu bir etki gosterdigi belirtilmistir. (Kwak et al., 2010; Sadowska-Bartosz et al.,
2013). DMSO’nun i¢ kulaga uygulanan bilesikleri ¢ozmede genellikle kullanilan bir
cozgen olmasi sebebiyle sican koklear organoid kiiltiirleri tizerindeki etkileri incelenmis
ve doz bagimli toksik etki gosterdigi belirlenmistir (Qi et al., 2008). Siganlarla
gerceklestirilen bir nefrotoksisite ¢calismasinda 10 giin boyunca %12.5, %25 ve %50
DMSO 1i.p. uygulandigmmda SOD, indirgenmis GSH ve lipid peroksidasyonunda SF
kontrol grubuna gore bir fark olmadig: belirlenmistir (Ali and Mousa, 2015). C57BL/6
farelere toplamda 10 giin %10 ip. DMSO uygulandiginda, DMSO’nun akciger
fibrozisine sebep olmadigi gosterilmistir (Liu, et al., 2020). Bizim ¢aligmamizda da
¢ozgen olarak DMSO kullanildi. DMSO kontrol grubu, %1,6 konsantrasyonda
DMSO’nun 14 giin boyunca i.p. uygulanmasi ile olusturuldu. DMSO kontrol grubunun
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histoloji analizlerinin sonuglarina bakildiginda akciger fibrozisine yol agmadigi goriildii.
Ayrica SF kontrol grubu ile kiyaslandiginda; SOD aktivitesinde azalmaya sebep oldugu
ancak, TOS’ta degisime sebep olmadigi belirlendi.

BLM ile indiiklenen akciger hasart modeli, ¢ogu klinik kullanim i¢in Onerilmis
olan, IAF igin potansiyel (hem Onleyici hem de terapotik) anti-fibrotik tedavi
seceneklerinin belirlenmesinde biiyiik katki saglamistir. BLM modelinde anti-fibrotik
potansiyel sergiledigi goOsterilmis molekiillerden N-Asetilsistein, molsidomine,
resveratrol, berberine, melatonin, kersetin, kurkumin, E vitamini, erdostein, amifostin, U-
74389, ginkgo biloba, talidomid antioksidan 6zellik gostermektedir. Ancak antioksidan
enzimlerin ve serbest radikal temizleyicilerin, BLM’nin neden oldugu akciger hasarmnin
siddetini azaltmadaki yararli rolii, klinik Oncesi hayvan modellerinde gosterilmis
olmasina ragmen, bu smifa ait ilaglar heniiz klinik kullanim igin yeterli/uygun kabul
edilmemektedir. Bu molekiillerden sadece GSH prekiirsorii olan N-Asetilsistein, klinik
deneyleri IAF hastalar1 igin umut vaat ettigi belirtilmisti ancak, sonrasmnda yapilan
plasebo kontrolli PANTHER-IAF klinik ¢alismasi hicbir olumlu etki ortaya
koymamustir. Dolayisiyla, oksidan/antioksidan dengesizliginin yani sira ECM birikiminin
hedeflenmesi, immun yaniti modiilasyonu, hiicre bazli tedaviler gibi ya da IAF’nin yasa
bagli bir hastalik olmas1 sebebiyle, telomer kisalmasi, yaglanma, genomik dengesizlik ve
epigenetik degisiklikler gibi yasa bagli birgok hiicresel anormallik IAF igin tedavi
stratejileri gelistirmek agisindan potansiyel ilgi alanlar1 olarak Onerilmektedir (Arora et
al., 2018; Day, 2008). Bu amagla bizim de bu tez g¢alismasi kapsaminda E-CG-01
molekiiliinii secme sebebimiz antioksidan 6zelligi yaninda telomeraz aktivatorii oldugu
bilinen sikloastragenol molekiiliiniin bir tiirevi olmasidir. Ancak tez kapsaminda yalnizca

antioksidan 6zelligi degerlendirildi.

Literatiirde akciger fibrozisi modeli igin gok ¢esitli i.t. BLM dozlar1 bildirilmistir.
Yiiksek dozlar, genellikle akut yaralanma agamasinda ve kronik fibrozis tam olarak
gelismeden 6nce 6liim oranini 6nemli 6lglide artirabilmektedir (Liu, et al., 2017). Bir¢ok
caligma ile 8-16 haftalik C57BL/6 ki farelere 1 ile 4 U/kg arasinda degisen i.t. BLM
dozlar1 uygulanmistir. 3-5 U/kg BLM’nin mortalitede artisa sebep oldugu gosterilmistir.
Canliligin yiikksek oldugu akciger fibrozisinin en etkili modeli 2-2,5 U/kg doz ile
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saglantyor gibi goriinmektedir. Bircok calismada it. BLM uygulamasindan sonra
farelerin kesimi 14. giin ile 32. giinler arasinda degisiklik gostermektedir. Akcigerde
kollajen birikiminin genellikle i.t. BLM uygulamasindan yaklasik 21-28. giinlerde (Liu,
et al., 2017; Moore and Hogaboam, 2008; Scotton and Chambers, 2010) en {ist seviyeye
geldigi belirtilmistir (Barbayianni et al., 2018; Cargnoni et al., 2009; Chu et al., 2017;
Désogere et al., 2017a; Gibbons et al., 2011; Della Latta et al., 2018; Li et al., 2019; Liu,
et al., 2017; Mi et al., 2011; O’Reilly et al., 2017; Santos-Silva et al., 2012; Swaney et
al., 2010; Tashiro et al., 2017; Vandivort et al., 2016; Xiao et al., 2012; Xie et al., 2015).
Bizim ¢alismamizda da mortalite g6z 6niinde bulundurularak BLM dozu 2,5 U/kg olarak

belirlendi ve deney i.t. BLM uygulamasindan sonra 26. giinde sonlandirildi.

BLM-indiiklii akciger fibrozisi modelinde, inflamatuar fazin gergeklestigi erken
evrede (<7 giin: i.t. BLM uygulamasindan sonra ilk 7 giin i¢inde) uygulanmaya baslanan
ilag/molekiillerin hastaliga kars1 profilaktik/6nleyici (antioksidan/antiinflamatuar) etkisi
degerlendirilirken; inflamatuar yanitin kademeli olarak azalip, fibrosis fazmin
gergeklestigi ge¢ evrede (>7 giin: i.t. BLM uyguladiktan 7 giin sonra) uygulandiginda
terapotik (antifibrotik) etkisi degerlendirilmektedir (Aono et al., 2005; Bogatkevich et al.,
2011; Boyaci et al., 2006; Li et al., 2019; Liu, et al., 2017; Moeller et al., 2008a; Shariati
et al., 2019; Yildirim et al., 2006). Bizim ¢alismamizda da i.t. BLM uygulamasindan 3
giin once ve 14 giin boyunca i.p. E-CG-01 verilerek molekiiliin akciger fibrozisinin
ilerlemesini Onleyici etkisi incelendi ve BLM uyguladiktan sonra 26. giinde denekler

sakrifiye edildi.

I.t. BLM uygulanmasi akciger inflamasyonuna, fibrozise dolayisiyla da akciger
agirliginda ve akciger/viicut agirligi oraninda artisa sebep olmaktadir (Cowley et al.,
2019; Gilhodes et al., 2017; Milton et al., 2012; Shariati et al., 2019). Benzer sekilde
bizim ¢aligmamizda da BLM akciger/viicut agirligi oraninda artisa sebep oldu. Yiiksek
dozda uygulanan E-CG-01, BLM’nin indiikledigi bu akciger agirhigindaki artigi
istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltti. DMSO ve 3 farkli dozda uygulanan E-CG-01"in

akciger/viicut agirlik oranlarinda degisime sebep olmadig1 goriildii.
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IAF'nin tipik radyolojik goriiniimii, fibrozis alanlar1 arasina serpistirilmis normal
akciger bolgelerini iceren heterojen bir yapiya sahiptir (Herrera et al., 2019; Smith, M. et
al., 2013). IAF’nin dogal ilerleyisine benzer sekilde BLM indiiklii akciger fibrozisinde de
lezyonlar/fibrozis heterojen olarak dagilmaktadir (Ruscitti et al., 2017; Serrano-Mollar et
al., 2007). Benzer sekilde bizim histoloji sonuglarimizda da fibrozisin diizensiz yapida

oldugu belirlendi (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

Histopatolojik degerlendirmeler sonucunda BLM uygulanan fare akcigerlerinde 14,
21 ve 28. giinlerde, olusan 6dem ve fibrozis sebebiyle alveol duvarlarinda kalinlasma
oldugu bilinmektedir. Vaskiiler endotelyal hiicreler ile tip 1 AEC’ler arasindaki bazal
membran kalinlagip — tip 1/tip 111- kollajen fibrillerle dolmaktadir (Kilic et al., 2014; Pan
et al., 2014; Shi et al., 2019; Yao et al., 2019; Zhang, et al., 2015; Zhao, H. et al., 2020).
Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde BLM uygulanan akciger dokularinda kollajen
birikimi ve 6dem olusumu ile birlikte alveol duvarlarinda kalinlasmanin goriildiigi
histopatolojik degisim saptandi. DMSO ve {i¢ farkli dozda uygulanan E-CG-01’in
fibrozis olusumuna katki saglamadigi belirlendi. E-CG-01"in 3 farkli dozda da BLM ile
indiiklenen fibrozisin ilerleyisini 6nledigi gosterildi (Bkz. Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil
4.8).

TGF-B1 akciger dokusunda hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasini, fibroblastlarda
ECM elemanlarinin tiretimini arttirdigi, fibrozis gelisimini uyardigi, yara iyilesmesinde
merkezi bir rol oynadigi bilinmektedir. TGF-f, pro-fibrojenik faktorlerin anahtar faktorii
olarak kabul edilir. IAF hastalarinin akcigerinde ve BLM indiiklii akciger fibrosis
modellerinde de 14., 21. ve 28. giinlerde TGF- seviyelerinde artis oldugu bilinmektedir
(Liu, et al., 2020; Lomas et al., 2012; Ozbilim et al., 2003; Zhang, et al., 2015; Zhao, et
al., 2020). Bizim c¢aliyjmamizda da BLM grubunda yiiksek seviyede TGF-
ekspresyonunun varhigr gosterildi. SF ve DMSO ve ii¢ farkli dozda uygulanan E-CG-
01’in TGF-P ekspresyonunda artis1 tetiklemedigi goriildii. BLM grubu ile karsilastirilan
diistik, ara ve yliksek doz E-CG-01+ BLM grubunun BLM’nin sebep oldugu TGF-f

ekspresyonundaki artis1 istatistiksel olarak anlamli sekilde 6nledigi belirlendi.
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Niikleer ve niikleolar bir protein olan Ki-67 hiicre dongiisiiniin tim aktif
asamalarinda (G1, S, G2 ve mitoz) mevcut olmasi, ancak dinlenme halindeki hiicrelerde
(G0) bulunmamasi sebebiyle hiicre proliferasyon belirteci olarak kullanilmaktadir. Ki-67
ekspresyonu yiiksek selliiler proliferasyonda artmaktadir. (Scholzen and Gerdes, 2000).
Ki-67"nin ekspresyonu ile IAF’de histolojik hastalik aktivitesinin korelasyonunun, IAF
icin gelecekteki prognostik gostergelerden biri olabilecegi belirtilmistir. Antijen Ki-67
ekspresyonunun kontrol akciger dokusunda ihmal edilebilir diizeyde iken, IAF
hastalarinda 6nemli 6lglide arttig1 gosterilmistir. Hiperplastik tip 2 AEC’lerin fibroblastik
odak alanlarindan uzakta ¢ogalmasinin, mikro saldirilara yonelik akciger onariminin
saglanmas1 amaciyla gercgeklesiyor olabilecegi belirtilmistir (Lomas et al., 2012;
Vuorinen et al., 2008). Fareler ile gergeklestirilen bir BLM indiiklii akciger fibrozisi
calismasinda BLM uygulamasindan sonra 21. giinde Ki-67 ekspresyonunda artis oldugu
gosterilmistir (Shi et al., 2019). Benzer bir ¢alismalarda da SF uygulanan akcigerler
minimal bazal Ki-67 ekspresyonu sergilerken, BLM uygulanan akcigerlerde Ki-67
ekspresyonunun arttig1 belirtilmistir (Aoshiba et al., 2013; Mikamo et al., 2018). Benzer
sekilde bizim ¢alismamizda da BLM grubunda Ki-67 eksprese eden hiicre sayisinda artis
oldugu belirlendi. SF ve DMSO kontrol gruplari karsilastirildiginda Ki-67 pozitif hiicre
sayisinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi ayrica, molekiil kontrol gruplarmnin
DMSO ile kiyaslanmasi ile E-CG-01’in Ki-67 pozitif hiicre sayisinda degisime sebep
olmadig1 belirlendi. Diisiik, ara ve yiiksek dozda uygulanan E-CG-01’in BLM ile

indiiklenen Ki-67 ekspresyon seviyesindeki artis1 engelledigi belirlendi.

DNA hasar1 onarimindaki en erken olaylardan biri, histon 2AX'in (H2AX)
fosforilasyonu sonucu y-H2AX'in olusmasidir ve bu DNA hasarinm belirteci olarak
kullanilmaktadir (Aoshiba et al., 2013; Mcdonough et al., 2018). IAF’nin yaslanma ile
birlikte artan telomer kisalmasi ile de iligkili oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur.
Kritik bir esigin altindaki telomerler, kromozom dengesizligine ve DNA hasar yaniti
yolaklarmin aktivasyonuna neden olarak hiicresel yaglanma ve apoptoz ile sonuglanir. Bu
sebeple kromozomal hasar1 gézlemlemek iizere yapilan bir ¢aligmada normal akcigere
kiyasla IAF hastalarma ait akcigerlerde y-H2AX belirtecinde ii¢ kat artis oldugu
belirlenmistir (Mcdonough et al., 2018). Bir BLM indiiklii akciger fibrozisi ¢aligmasinda,
BLM kaynakl y-H2AX teki artig 7. giinde en yiiksek seviyeye ulagsmis 21. giine kadar
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azalarak devam ettigi gosterilmistir. Ek olarak y-H2AXpozitif hiicrelerin %90'imin genel
bir epitel belirteci olan E-cadherin ifade ettigi belirlenmistir. Dolayistyla i.t. uygulanan
BLM’nin esas olarak AEC’lerini etkileyen kalici bir DNA hasarina yol agtigini
gostermektedir (Aoshiba et al., 2013). Lenfositlerle in vitro ¢alismada da BLM’nin y-
H2AX seviyesinde artisa neden oldugu gosterilmistir (Scarpato et al., 2013). Benzer
sekilde bizim ¢alismamizda da BLM grubunda y-H2AX yogunlugunda artig goriildii.
DMSO ve molekiil kontrol gruplarmm DNA hasarma yol agmadigi gosterildi. Ug farkli
dozda uygulanan E-CG-01’in BLM ile olusan DNA hasarindaki artis1 azalttigi belirlendi.

Oksidatif stres, akcigerler de dahil olmak {izere ¢esitli organlarda fibrozisin altinda
yatan 6nemli bir molekiiler mekanizma olarak gosterilmektedir. Ancak bununla birlikte
cevresel maruziyetlerden ve inflamatuar/interstisyel hiicrelerden salinan ROS’larin
fibrozise aracilik etmesindeki nedensel rolii ve fibrozisli hastalarda ROS iiretimindeki
dengesizligin en iyi nasil hedeflenecegi kesin olarak belirlenmemistir (Cheresh et al.,

2013).

Yaglanma, antioksidan savunmalarin tiikenmesi ile iliskilidir ve yaslanma ile iliskili
bir hastalik olan IAF'de antioksidanlarm azaldigina dair ¢ok¢a kanit bulunmaktadir.
Oksidatif stres; redoks dengesizligi, DNA hasari, epigenetik degisiklikler, hiicresel
yaslanma, mitokondriyal disfonksiyon, ER stresi gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla
yaslanmanin ana itici gii¢lerinden biridir. Dolayisiyla 1AF, oksidatif stres ile iliskili

hizlandirilmis bir yaslanma fenotipini temsil edebilir (Otoupalova et al., 2020).

Akcigerde BLM ile olusturulan toksisite, dogrudan oksidatif hasarla baslatilir. Bu
da daha sonra hem hiicre dis1 hem de hiicre ici ROS olusumunun aracilik ettigi fibrozise
yol agmaktadir (Allawzi et al., 2020). ROS iretmek igin BLM, molekiiler oksijen ve
demir gibi iki degerlikli iyonlarla bir kompleks (BLM-Fe (111)-OOH) olusturur. Pirimidin
ve imidazol kisimlarinin oksijen ve demiri baglamasiyla; Oz = (siiperoksit anyonu),
hidroksil radikalleri ve Fe (III) gibi serbest radikal tiirlerinin olusumuyla sonuglanir. BLM
kompleksi daha sonra DNA sarmalina baglanarak DNA sarmal kirilmalarma ve lipid

peroksidasyonuna neden olur (Allawzi et al., 2020; Shariati et al., 2019). Olusan ROS
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ayni zamanda inflamatuar sinyal yolaklarmni aktive ederek oksidatif hasara neden olur

(Shariati et al., 2019).

BLM akciger hasar1 modelinde oksidatif hasar, ROS firetimi ile antioksidan
savunma sistemi arasindaki denge eksikliginden kaynaklanan bir durumdur (Shariati et
al., 2019). BLM akciger hasar1 modelinde oksidatif stres ve inflamasyonun erken evrede
oldugu ve fibrozisin ge¢ evrede oldugu bildirilmistir. Ancak fibrozis sirasinda oksidatif
stresin ve inflamasyonun devam ettigi ve fibrozisin gelisimde rol oynadigi da
bildirilmistir. TGF-B ROS un asir1 tiretimine yol agarken, ROS da TGF-f tiretimini aktive
etmektedir. Bu da akciger hasarinin ge¢ fazinda oksidatif stresin yiiksek seviyede
kalmasinin sebebi olabilir (Shariati et al., 2019). Bizim ¢alismamizda da BLM’in TOS’ta
artisa sebep oldugu belirlendi. Ek olarak DMSO’nun ve molekiil kontrol gruplarinin TOS
iiretimine yol agmadig1 gosterildi. BLM grubu ile kiyaslandiginda sadece yiiksek doz E-
CG-01+BLM’in TOS u azalttig1 goriildii.

Akciger, ROS'un detoksifikasyonu i¢in ¢esitli mekanizmalara sahiptir. Spesifik
olmayan (enzimatik olmayan) mekanizmalar, kiigiik molekiiller (GSH, iirik asit, askorbik
asit gibi), vitaminler, peptitler gibi antioksidanlar1 i¢erirken; spesifik detoksifikasyon

sistemleri 6zel enzimatik sistemleri igerir (Otoupalova et al., 2020).

Cogu antioksidan savunma mekanizmasi esas olarak hiicre i¢i oldugu i¢in hiicre
dis1 redoks ortami, esas olarak hiicre dis1 ROS olusumu tarafindan belirlenir ve hiicre dis1
mikro  ortamdaki anahtar tiyol redoks ciftlerinin  oranlar1  Olgiilerek
degerlendirilebilmektedir. Redoks dengesi, elektronlarin indirgeyici ve oksitleyici
maddeler arasinda degis tokus edildigi koordineli reaksiyonlar dizisini i¢erir. Hiicre dis1
bolmede, redoks c¢iftleri arasinda sistein/sistin, indirgenmis/oksitlenmis glutatyon
(GSH/GSSG) ve hiicre zarindaki reaktif protein tiyolleri bulunur. Hiicre iginde redoks
ciftleri, sistein/sistin ve GSH/GSSG'nin yani sira metabolik redoks ciftlerini, or.
NAD(P)H/NA(P)D+ veya FADH/FAD+ igerir. GSH rediiktaz, GSH peroksidaz ve
peroksiredoksinleri i¢eren karmasik bir enzim sistemi, H>O2'nin detoksifikasyonunu,

ayrica GSH ve NADH'nin redoks durumunu diizenler (Allawzi et al., 2020).
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GSH, akciger antioksidan savunmasi i¢in gerekli olan tripeptid yapida 6nemli bir
¢Oziinilir antioksidandir. Sitozol, mitokondri, ER, ¢ekirdek ve alveolar sivida bol miktarda
bulunur. GSH, H20. ve organik peroksitleri detoksifiye ederek GSSG olusumuna yol
acar. Bu reaksiyon esas olarak GSH peroksidaz tarafindan katalize edilir. GSSG, kofaktor
olarak NADPH kullanan GSH rediiktaz enzimi tarafindan GSH'ye geri
indirgenebilmektedir. GSH ayrica membranlar1 peroksidasyona kars1 korur. GSH ayrica
proteinlerdeki sistein iizerindeki tiyol gruplarina baglanarak proteinleri oksidasyondan
korur. Hem hiicre igi hem de hiicre dis1 GSH, oksidatif hasara kars1 akciger savunmasi

icin gereklidir (Otoupalova et al., 2020).

ROS ile iligkili olan TGF-B, akciger dokusunda GSH sentezini inhibe eder
(Otoupalova et al., 2020; Shariati et al., 2019). Okside GSH (GSSG) da yasla birlikte
artar, bu da fibrozisin kaliciligini tesvik etmede rol oynar (Allawzi et al., 2020).

IAF hastalarinda, alveolar sivida GSH konsantrasyonlarinin azaldig1 gdsterilmis ve
IAF hastalarinmn serumunda GSSG/GSH oranmin kontrole goére anlamli olarak daha
yiksek bulundugu belirtilmistir (Otoupalova et al.,, 2020). Benzer sekilde BLM
uygulanan farelerin akcigerinde GSH seviyelerinde azalma oldugu gosterilmistir (Arora
et al., 2018; Chu et al., 2017; Hemmati et al., 2019). BLM uygulanan hayvanlarda
gozlenen GSH seviyesindeki diisiis, bu antioksidanin serbest radikallerin asir1 tiretimine
kars1 koymak i¢in kullanilmasindan kaynaklaniyor gibi gériinmektedir (Arora et al.,
2018). Bizim ¢alismamizda da BLM’nin fare akcigerindeki total GSH seviyesinin
azalmasimna neden oldugu saptandi. DMSO ve molekiil kontrol gruplarmin total GSH
miktar1 tizerinde etkisi olmadigi belirlendi. BLM sebebiyle azalan total GSH seviyesini

E-CG-01’1in ti¢ farkli dozunun da normal diizeye getiremedigi goriildii.

Oldukga reaktif ve kararsiz olmasma ragmen, O2" ~‘nun direkt hiicresel hedefleri
sinirhidir. Bu nedenle Oz © , BLM’ye maruziyet sonrasinda artabilirken, H202'ye
doniisiimii ve ardindan olusan -OH ve diger reaktif tiirleri oksidatif hasardan dogrudan

sorumlu olabilmektedir (Allawzi et al., 2020).
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SOD, siiperoksit radikallerinin H2Oz'ye doniistiiriilmesini katalize ederek Oz ~
seviyelerinin detoksifikasyonunu saglar (Cheresh et al., 2013). SOD, hiicrelerde
antioksidan savunmanin ilk hatti olarak davranmaktadir (Santos-Silva et al., 2012).
Memeli SOD'un her ii¢ izoformu (hiicre i¢i bakir-¢inko SOD; mitokondriyal manganez
SOD ve hiicre dis1t SOD (EC-SOD)) akcigerde bulunur (Cheresh et al., 2013). EC-SOD
diger dokulara kiyasla akcigerde yiiksek oranda eksprese edilir ve akciger fibrozisi dahil
ROS ile indiiklenen akciger hastaliklarinin patogenezinde rol oynar (Cheresh et al., 2013;
Gao et al., 2008). EC-SOD’un BLM, asbest ve radyasyon ile indiiklenen gesitli murin
akciger fibrozisi modellerinde koruyucu rol iistlendigi ve EC-SOD-nakavt farelerde
cevresel toksinlere maruziyet sonrasi fibrozisin 6nemli Olglide arttigi belirtilmistir
(Allawzi et al., 2020; Cheresh et al., 2013). EC-SOD bulunmayan farelerde BLM indiiklii
akciger hasar1 meydana gelirken; insan EC-SOD’unun farelerin akcigerlerinde asiri
eksprese edilmesi, bu fareleri BLM kaynakli hasar ve kollajen ile 6lgiilen fibrozise karsi
onemli 6l¢tide korudugu gosterilmistir (Allawzi et al., 2020; Bowler et al., 2002; Fattman
et al., 2003; Gao et al., 2008). Boylece EC-SOD oksidatif redoks potansiyelini ortadan
kaldirmak, hasarli bolgede ¢oziiniirligli hizlandirmak ve fibrozisi azaltmak agisindan

onemlidir (Allawzi et al., 2020).

Immiinokimyasal ¢alismalar sonunda akcigerde EC-SOD'un alveolar septada tip |
kollajen ile yiiksek seviyelerde iliskili oldugu bulunmustur. Sonraki ¢alismalarda, EC-
SOD'un tip | kollajene spesifik olarak baglandigi ve tip I kollajeni oksidatif
fragmentasyondan 6nemli 6lglide korudugu belirtilmistir (Gao et al., 2008). Ayrica, EC-
SOD™ fare ile yapilan ¢ahsmada BLM indiiklii akciger hasari sonrasinda, kollajenin
oksidatif olarak pargalanmasi ile ilgili bir belirteg olan 2-pirolidon’da kontrole gore artis
oldugu goriilmiistiir. (Fattman et al., 2003). Ozellikle tip | kollajen fragmentleri giiglii
kemoatraktanlardir ve inflamatuar hiicrelerin aktivatoriidiir. EC-SOD’un ECM'deki
birka¢ bileseni dogrudan baglama yetenegi, belirli matris bilesenleri ile yliksek
konsantrasyonlarda var olmasini saglar. Bu spesifik lokalizasyon, oksidan kaynakli ECM
degradasyonunu Onlemesi ve bunun sonucunda fibrotik sitokin olan TGF-f’nin
aktivasyonunu ortadan kaldirmasi ile koruyucu etkinin merkezinde olabilir. Dolayisiyla
IAF’de diisiik seviyeli interstisyel EC-SOD, bu hastaligin daha da ilerlemesine neden olan
antioksidan dengesizliklere katkida bulunabilir (Gao et al., 2008). Diger iki SOD
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izoformunun akciger fibrozisinin patogenezindeki roli tam anlagilamamistir.
Mitokondrial, bakir-ginko SOD”" farelerde oksidatif stresin daha az oldugu ve

asbestozisin gelismedigi belirtilmistir (Cheresh et al., 2013).

Asirt H202 neredeyse tiim hiicre bilesenleri i¢in zararhidir ve bu nedenle hizli ve
etkili bir sekilde uzaklastirilmasi aerobik organizmalar i¢in hayati 6nem tasir. Katalaz,
fizyolojik kosullar altinda iiretilen H2O2’nin oksijene ve suya detoksifiye edilmesinden

sorumlu baslica hiicre i¢i antioksidan enzimlerden biridir (Odajima et al., 2010).

C57BL/6, DBA/2 ve BALB/c irki fareler ile gercgeklestirilen bir BLM indiklii
akciger fibrozis ¢alismasinda C57BL/6, DBA/2 ki farelerde SOD ekspresyonunda ve
SOD aktivitesinde azalma oldugu gosterilirken BALB/c ki farelerde her ikisinde de
degisim olmadig1 goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada DBA/2 ve BALB/c ki farelerde katalaz
ekspresyonunda azalis olurken C57BL/6 ki farede katalaz ekspresyonunda artis
goriilmiistiir. Ancak C57BL/6 1rki fare de dahil olmak iizere tiim fare irklarinda katalaz
aktivitesinde diisiis oldugu gosterilmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak azaltilmig SOD
aktivitesinin daha diisiik seviyelerde H20- ile sonuglandigini ve bunun katalaz enziminin
ekspresyonunun C57BL/6 farelerinde artmasma ragmen substrat (H202) yoklugundan
dolay1 katalaz aktivitesini dogrudan etkiledigini belirtmislerdir. (Santos-Silva et al.,
2012). Bunun disinda da yapilan calismalar, akciger fibrozis hastalarmm akciger
dokusunda ve BLM ile fibrozis olusturulmus fare akcigerlerinde katalaz aktivitesinde
azalma oldugunu gostermektedir (Arora et al., 2018; Odajima et al., 2010; Shariati et al.,
2019; Trajano et al., 2016).

Benzer sekilde bizim calismamizda da BLM’nin SOD ve katalaz aktivitelerini
inhibe ettigi belirlendi. SF kontrol grubu ile kiyaslandiginda DMSO kontrol grubunda
SOD % inhibisyonunun azalmis olmast %1,6 konsantrasyonda i.p. uygulanan
DMSO’nun SOD aktivitesini inhibe ettigini gdstermektedir. Molekiil kontrol gruplar1
DMSO ile karsilastirildiginda SOD ve katalaz aktivitesinde fark ortaya ¢ikmadi.
Dolayisiyla molekiil kontrol gruplarinda molekiiliin DMSO’dan kaynaklanan SOD
aktivitesinin inhibisyonunu Onleyemedigi belirlendi. Ancak buna ragmen ara doz

uygulanan E-CG-01’in, BLM’den kaynaklanan SOD aktivitesindeki azalisi istatistiksel
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olarak anlaml seviyede engelledigi belirlendi. Ancak ara doz E-CG-01+BLM grubu ile
SOD aktivitesinde saglanan bu artis TOS’un azaltilmasma yetmemistir. Ek olarak BLM
sebebiyle meydana gelen katalaz aktivitesindeki azalisin istatistiksel olarak anlamli

diizeyde 6nlenmesinde ii¢ farkli dozda uygulanan E-CG-01’in yeterli olmadig1 belirlendi.

Fareler ile gerceklestirilen BLM indiiklii akciger fibrozisi modellerinde kontrolle
kiyaslandiginda BLM’ nin MDA seviyesinde artiga sebep oldugunu gosteren calismalar
mevcuttur (Arora et al., 2018; Shariati et al., 2019; Zhao, et al.,, 2018). Bizim
calismamizda da benzer sekilde BLM’nin MDA seviyesinde istatistiksel olarak anlaml1
artis sagladigi gosterildi. DMSO’nun ve E-CG-01’in MDA miktarinda degisime neden
olmadig1 belirlendi. Ug farkli dozda uygulanan E-CG-01’in BLM ile indiiklenen MDA

seviyesindeki artis1 istatistiksel olarak anlamli seviyede engelleyemedigi saptandi.

Keapl/Nrf2-ARE sinyal yolagmmn aktivasyonunun oksidatif stres ile ilgili
hastaliklarin ilerlemesini inhibe ettigi; kanser, norodejeneratif hastaliklar, diyabet,
akciger fibrozisi, romatoid artrit gibi pek ¢ok hastaligin tedavisi i¢in yeni bir potansiyel
farmakolojik hedef oldugu belirtilmektedir. Bununla birlikte, Nrf2 sinyal yolag1 sik1 bir
sekilde diizenlenir. Bazal kosullar altinda, yeni sentezlenen Nrf2, sitozolde bulunan
Keapl tarafindan tutulur. Sitozolde Keapl ile kompleks halinde iken Nrf2’ye ubikutin
eklenerek proteozomlar tarafindan pargalanmasi kolaylasmaktadir (Chapple et al., 2012;
Chen et al., 2016; Silva, et al., 2018; Zaafan et al., 2019). Nrf2-Keapl kompleksinin
ayrismasi, Nrf2/ARE aktivasyonu i¢in temel bir 6n kosuldur ve iki mekanizma
araciligiyla gerceklesir. Bunlardan biri Keapl'in yapisinda bulunan sisteinlerin ROS ya da
elektrofillerle reaksiyona girmesi sonucu proteinde meydana gelen yapisal degisiklikler
ardindan Nrf2 ile arasindaki bagin kopmasiyla Nrf2’nin salinmasi, digeri ise protein
kinazlarin aktivasyonu sonucu Nrf2'ye fosfat grubunun eklenmesiyle Keapl aracili
kompleksten ayrilmasidir. Keap1/Nrf2-ARE yolagna etki etme yetenegi gosteren dogal
ya da sentetik bilesikler olabilen Nrf2 aktivatorleri icerisinde, Keapl sisteinlerine etki
eden elektrofilik aktivatdrler disinda Keap1/Nrf2'nin protein-protein etkilesim arayiiziinii
hedefleyen elektrofilik olmayan aktivatorler de bulunmaktadir. Nrf2 kompleksten
ayrildiktan sonra fosforillenir. Boylece hiicre ¢ekirdegine translokasyonu ve birikimi

gerceklesir. Cesitli detoksifikasyon ve antioksidan genlerinin promotor bolgelerinde
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ARE’ye baglanir. Boylece SOD, GSH peroksidaz gibi ¢esitli antioksidan genlerini aktive
eder (Boots et al., 2020; Silva, et al., 2018; Smith, et al., 2016).

Bir ¢aligmada Nrf2 nakavt farelerde, yabani tip kontroliine gére BLM ile tetiklenen
akciger fibrozisine karsi duyarliligin arttirdigi gosterilmistir. Dolayistyla Nrf2’nin
fibrozise karsi 6nemli bir koruma sagladigi belirtilmektedir (Cho et al., 2004). Ancak
oksidatif strese yanit olarak Nrf2'nin pasif aktivasyonunun viicudu oksidatif hasardan
etkili bir sekilde koruyamadigi, Nrf2’nin kiigiik molekiiler kimyasal indiikleyiciler ile
aktivasyonunun antioksidan seviyesini/aktivitesini arttirabilecegi belirtilmistir. Nrf2’nin
kiiciik molekiiller ile aktive edilmesinin oksidatif stresle ilgili hastaliklarin ilerlemesini
inhibe ettigi deneysel modellerde gosterilmistir (Chapple et al., 2012; Chen et al., 2016;
Harvey et al., 2011). Dolayisiyla Nrf2'nin ¢ekirdekte birikiminin, kesin olarak Nrf2
aktivasyonu ve antioksidan gen ekspresyonunun indiiksiyonu ile sonuglanacagini

sOylemek miimkiin degildir.

C57BL/6 ki fareler ile gergeklestirilen benzer iki ¢alismada BLM’nin 14. ve 28.
giinlerde Nrf2 ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (Zhang, et al., 2018; Zhou et al.,
2016). Fareler ile gerceklestirilen baska bir ¢alismada ise BLM’nin Nrf2/B-aktin
ekspresyonunu arttirdign gosterilmistir (Yan et al., 2017). Benzer bir BLM-indiiklii
akciger fibrozisi ¢aligmasinda BLM’nin kontrole gore Nrf2 niikleer translokasyonunu
arttirdig1 gosterilmistir (Cho et al., 2004). Siganlar ile yapilan bir bagka ¢alismada ise
BLM grubuna ait niikleer Nrf2’nin kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli fark
olmadig1 gosterilmistir (Tang et al., 2016). Dolayisiyla BLM nin Nrf2 ekspresyonu ya da
niikleer birikimi {lizerindeki etkisi ile ilgili literatiirde tutarli sonuglar olmadigi
goriilmektedir. Bizim calismamizda BLM 'nin, Nrf2’nin niikleer birikiminde SF kontrolii
ile kiyaslandiginda degisim olmadig1 goriildii. HUVECs (insan Umbilikal Ven Endotel
Hiicreleri) ile yapilan bir ¢alismada %0,8 DMSO’nun Nrf2 niikleer translokasyonunu
indiikledigi gosterilmistir (Liang et al., 2011). H9¢2 kardiyomiyosit (sigan embriyonik
kardiyomiyoblasttan elde edilmis) hiicreleri iizerinde DMSO’nun H202’den kaynakli
olusan hasar1 Onlemedeki antioksidan etkisini inceleyen bir ¢aliyjmada DMSO’nun
Nrf2’nin niikleusa translokasyonunu 6nemli 6l¢iide indiikledigi belirtilmistir (Man et al.,

2014). Bizim ¢alismamizda da %1,6 DMSO’nun niikleer Nrf2 birikiminde SF kontrole
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gore kiyasla artisa sebep oldugu goriildii. Bu ¢aligma ile redoks dengesizliginin Nrf2’ye
baglt onarim yoluyla fibrozise karsi koruma saglanip saglanmadigmi belirlemek
amaglandi. Nrf2’nin c¢ekirdege yer degistirmesi anlamli derecede gergeklesmesine
ragmen bu durum analiz edilen antioksidan aktivitelerine yansimadi ancak, BLM kontrol
grubu ile karsilastirildiginda TOS ta azalis sagladigi gosterilen yiiksek dozda E-CG-01’in
bu sonug ile uyumlu olarak Nrf2’nin niikleer translokasyonunda artig sagladig belirlendi
(Sekil 4.20). Tiim analizler bir arada degerlendirildiginde sonuglar, yiiksek dozda E-CG-
01’in Nrf2 niikleer birikiminde artis saglayip bu hastalik modelinin patofizyolojisi ile
baglantili artan ROS artisin1 engelleyerek akciger fibrozisine karsi koruma saglamis
olabilecegini gosterdi. Histoloji analizlerinin degerlenlendirilmesi sonucunda ise E-CG-
01’in ¢ farklt dozunun da fibrozisin ilerlemesine karsi koruyucu etkisi oldugu goriildii.
Ancak bunun olasi mekanizmasi tam olarak belirlenemedi. Bu sonu¢ E-CG-01’in
antioksidan etkisi disinda telomeraz aktivatorii olma 6zelligi ile telomerleri uzatmasi gibi

diger fibrozisi 6nleyici mekanizmalar agisindan da etkili olabilecegini gostermistir.
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SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, BLM ile elde edilen deneysel fare akciger fibrozisi modelinde,
mekanizmasi tam bilinmemekle birlikte ii¢ farkli dozda kullanilan E-CG-01’in proflaktik

etkisi oldugu goriildii.

Molekiiliin fibrozisin ilerlemesini Onleyici etkisi histoloji analizleri ile incelendi.
Diistik, ara ve yliksek dozda uygulanan molekiiliin, BLM kaynakli artan alveol duvar
kalinlig1 ve tip I kollajen yogunlugu gibi akciger fibrozisinin belirtilerinde BLM kontrol
grubuna kiyasla azalma sagladig1 belirlendi. Antioksidan 6zellikleri agisindan bu etkinin
olas1 mekanizmasmin degerlendirilmesinde TOS, katalaz ve SOD aktivite, total GSH,
MDA 6l¢timii igin spektrofotometrik yontemler ve Nrf2’nin niikleer protein seviyesini
belirlemek iizere western blot analizi gerceklestirildi. Yalnizca yiiksek dozda E-CG-01
uygulanan deney grubunda Nrf2 niikleer protein seviyesinde artig oldugu goriildii; ayrica,
bu sonug ile uyumlu olarak TOS seviyesinde anlamli azalis oldugu belirlendi. Ancak

antioksidan aktivitesinde/seviyesinde degisim olmadigi gorildii.

Yiiksek dozda E-CG-01 uygulamasi ile -antioksidanlarin ekspresyonunun artisina
etki etmesi beklenen- artan Nrf2 niikleer protein seviyesi sayesinde BLM’den kaynakli
yiikselen ROS ve/veya RNS seviyelerinin azalmasi sonucu DNA ve AEC hasarinin ve
sonrasinda gelisen ROS/RNS kaynakli diger fibrozis olusum yolaklarmm engellenmis

olabilecegi diistiniilmektedir.

Molekiiliin ¢oziiniirliigiiniin arttirilmasiyla biyoyararlaniminin da artma ihtimali ile
birlikte daha etkili sonuglar elde edilebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica molekiil
uygulanan giin sayisinin attirilmasiyla diisiik ve ara dozlarda da E-CG-01’in antioksidan
ozelliginin daha etkili olmasi miimkiin olabilir. Ek olarak, akciger fibrozisinin heterojen
patern gostermesi sebebiyle akciger dokusunun kiigiik parcalara ayrilarak farkli analizler
icin dagitilmasi tutarsiz sonuglara sebebiyet verebilir. Bu sebeple daha az sayida analiz
yaparak ya da sican gibi daha biiyiik akcigere sahip deneklerle ¢aligilmasiyla birlikte her

deney grubuna ait bir farenin -akcigerinin en az ii¢ farkli bolgesinden- 3 tekrarli doku
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orneginin analiz edilmesinin bu hastalik modeli igin daha tutarli sonuglar

saglayabilecegini diisiinmekteyiz.

Sonu¢ olarak bazi iyilestirmelerin gergeklestirilebilmesi durumunda sonuglari
destekleyecek daha kapsamli ¢aligmalarm yapilmasi i¢in umut verici sonuglar elde

edilmistir.
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