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OZET

ispirli, Mukaddes. Farede Lipopolisakkarit ile Olusturulan Deneysel Sepsis
Modelinde Alfa-7 Nikotinik Reseptor Agonisti PNU-282987’'nin, Mezenter-Portal
Perfiizyon ve Organ Hasarina Etkileri, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali Tipta Uzmanlk Tezi, Ankara, 2022. Sepsis enfeksiyona
karsi dizensiz konak yanitinin neden oldugu yasami tehdit eden organ
disfonksiyonudur. Diinya genelinde yogun bakim Unitelerine en sik bagvuru nedenleri
arasindadir. Sepsis sistemik inflamasyon, hipoperflizyon, karaciger ve dalakta olmak
Uzere yaygin organ hasari ile karakterizedir. Vaskiler sistemin tonusu ve fizyolojik
islevi, sepsis iliskili yanit dlzensizligi sebebiyle heterojen sekilde hasarlanir.
Hipoperfiizyon sonucunda organ hasari ve disfonksiyonu gozlenir. Kolinerjik
antiinflamatuvar yolak, vagus sinir stimilasyonu ve alfa-7 nikotinik asetilkolin
reseptorii (a7nAChR) araciligiyla inflamatuvar yanitlari azaltir. Bu ¢alismada, farede
LPS (O111:B4) ile olusturulan deneysel sepsis modelinde a7nAChR agonisti PNU-
282987’nin mezenter arter ve portal ven kan akim hizi ile karaciger ve dalak hasarina
etkisi incelendi. PNU-282987 (i.p.) ayni dozda, LPS (i.p.) enjeksiyonundan 1 saat dnce
(LPS+PNU-pre) ve 1 saat sonra (LPS+PNU-post) farkh gruplara uygulanarak tedavideki
etkileri karsilastirildi. LPS enjeksiyonundan 4 saat sonra anestezi altinda kan akim hiz
Olcimleri yapildi. Histopatolojik degerlendirme ve ELISA analizleri igin karaciger ve
dalak doku ornekleri toplandi. Oksidatif ve inflamatuvar yanitlar icin TNF-a, IL-13, TAS
ve TOS dizeyleri 6l¢lildii. Mezenter arter kan akim hizi LPS uygulanan hayvanlarda,
salin grubuna gore anlamli olarak azaldi. LPS+PNU-pre ve LPS+PNU-post gruplarinda
ise LPS grubuna gore anlaml olarak artti. Portal ven kan akim hizi LPS+PNU-post
grubunda LPS ve LPS+PNU-pre gruplarina gére anlamli olarak artti. Karaciger ve dalak
ornekleri histopatolojik olarak incelendiginde, LPS gruplarinda olusan doku hasarinin
LPS+PNU-post grubunda LPS+PNU-pre grubuna goére daha fazla azaldigi gozlendi.
TNF-a ve IL-1B diizeylerinde gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi. Karaciger TAS
diizeyi LPS+PNU-pre ve LPS+PNU-post gruplarinda LPS grubuna gore anlamli olarak
artti. Dalak TOS duzeyi LPS grubunda salin grubuna gore anlamli olarak artarken,
LPS+PNU-pre grubunda LPS grubuna gore anlamli olarak azaldi. Sonuglarimiz
a7nAChR agonisti PNU-282987’nin deneysel sepsis modeli olusturulmus farelerde,
azalmis kan akim hizini artirdigini, karaciger ve dalak dokusundaki hasari diizeltici
yonde etkili oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Sepsis, Alfa 7 Nikotinik Asetilkolin Reseptorii, inflamasyon,
Mezenter Hipoperfiizyon, Portal Hipoperfiizyon, PNU-282987.



ABSTRACT

ispirli, Mukaddes. Effects of Alpha-7 Nicotinic Receptor Agonist PNU-282987 on
Mesenteric-Portal Perfusion and Organ Damage in an Experimental Model of Sepsis
Induced by Lipopolysaccharide in Mice, Hacettepe University Faculty of Medicine,
Department of Medical Pharmacology, Thesis for Specialty in Medical
Pharmacology, Ankara, 2022. Sepsis is life-threatening organ dysfunction caused by
dysregulated host response to infection. It is among the most common reasons for
admission to intensive care units in worldwide. Sepsis is characterized by systemic
inflammation and hypoperfusion; it also causes extensive organ damage, including
liver and spleen. Tonus and physiological function of the vascular system are
heterogeneously impaired by sepsis related response dysregulation. As a result of
hypoperfusion, organ damage and dysfunction occur. The cholinergic anti-
inflammatory pathway reduces inflammatory responses through vagus nerve
stimulation and alpha-7 nicotinic acetylcholine receptor (a7nAChR). In this study, the
effects of a7nAChR agonist PNU-282987 on mesenteric artery and portal vein blood
flow velocity and liver and spleen damage were investigated in an experimental
sepsis model induced by LPS (0111:B4) in mice. PNU-282987 (i.p.) was administered
to different groups at the same dose 1 hour before (LPS+PNU-pre) and 1 hour after
(LPS+PNU-post) injection of LPS (i.p.) and its therapeutic effects were compared.
Blood flow velocity measurements were made under anesthesia 4 hours after LPS
injection. Liver and spleen tissue samples were collected for histopathological
evaluation and ELISA analysis. TNF-a, IL-1B, TAS and TOS levels were measured to
determine oxidative and inflammatory responses. Mesenteric artery blood flow
velocity was significantly decreased in LPS treated animals compared to saline group.
It increased significantly in the LPS+PNU-pre and LPS+PNU-post groups compared to
the LPS group. Portal vein blood flow velocity increased significantly in the LPS+PNU-
post group compared to the LPS and LPS+PNU-pre groups. As a result of
histopathological examination of liver and spleen samples, it was observed that tissue
damage in LPS groups decreased more in the LPS+PNU-post group than in the
LPS+PNU-pre group. There was no significant difference between the groups in TNF-
o and IL-1B levels. Liver TAS level increased significantly in LPS+PNU-pre and
LPS+PNU-post groups compared to LPS group. Splenic TOS level increased
significantly in the LPS group compared to the saline group, and decreased
significantly in the LPS+PNU-pre group compared to the LPS group. Our results show
that the a7nAChR agonist PNU-282987 increases the decreased blood flow velocity
in mice with experimental sepsis model, and is effective in correcting the damage in
liver and spleen tissue.

Keywords: Sepsis, Alpha-7 Nicotinic Acetylcholine Receptor, Inflammation,
Mesenteric Hypoperfusion, Portal Hypoperfusion, PNU-282987.
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1. GIRIS
Sepsis kontrolstiz inflamasyon sonucunda farkli organ ve sistemlerde
fonksiyon kaybina sebep olan, siklikla yogun bakim {nitesine yatis gerektiren
mortalitesi ylksek bir hastaliktir. Antibiyotik, intravendz sivi ve vazopressor destegine

ragmen sepsisin kesin tedavisi halen mevcut degildir. Sepsiste organ yetmezliginin

derecesi mortaliteyi 6ngérmede glcli bir belirleyici olarak kabul edilmektedir.

Sepsise bagli gelisen organ yetmezligi, infeksiyon kaynagi mikroorganizmalar
ile konagin immiin sistemi arasindaki karmasik etkilesimler sonucu olugsmaktadir. Bu
etkilesimleri taklit eden deneysel modeller sepsis arastirmalarinda kullaniimaktadir.
Tek basina LPS enjeksiyonu, sepsisin tim hiicresel cevaplarini ve bu cevaplarla iliskili

hemodinamik etkileri olusturmada yeterli bir modeldir.

Sepsis hemodinamik dengede ve vaskiler regiilasyonda bozulmanin eslik
ettigi, sitokinlerin ve nitrik oksitin dizensiz saliverilmesi ile karakterize asiri sistemik
inflamatuvar yanittir. indiiklenebilen nitrik oksit sentaz (iNOS) aktivitesinin artmasiyla
nitrik oksit (NO) duzeyindeki yilikselmenin sepsis siddetiyle korele oldugu
gosterilmistir (1). LPS makrofajlarda bulunan reseptoriine baglandiginda gen
transkripsiyonunu aktive eder ve proinflamatuvar sitokinler olan TNF-q, IL-1, IL-6, IL-
8 sentezini uyarir. Proinflamatuvar sitokinler endotel disfonksiyonuyla birlikte

koagtulasyonu artirir, fibrin tikaglar olusturur ve organ hasarina neden olur (2).

Kolinerjik antiinflamatuvar yolak, yeni kesfedilen bir néroimminomodulatér
yoldur. Vagus siniri ve reseptorleri araciligiyla proinflamatuvar sitokin saliverilmesini
inhibe eden noéral bir mekanizma olarak tanimlanmaktadir. Bagisiklik sistemi
hiicrelerinin farklilasarak ve islevlerini vagus sinirine bagh bir sekilde diizenleyerek
antiinflamatuvar etkilerin olugmasi ilgi g¢ekici bulunmaktadir. Kolinerjik sinirler ile
immun sistem arasindaki iletisim icin nikotinik asetilkolin reseptoriinin alt tipi olan
a7nAChR gereklidir. Bu reseptor makrofajlarda ve diger immiin hiicrelerde eksprese
edilir. a7nAChR, asetilkolin ile etkilesime giren ve hiicre ici molekdler olaylari baslatan
bu yolagin temel bilesenidir. a7nAChR agonistlerinin hem TNF-a hem de IL-1B, IL-6

ve IL-8 saliverilmesini inhibe ettigi farkli modellerde gosterilmistir (3).



a7nAChR agonistleri karaciger, akciger, kalp, beyin ve diger hedef organlarda
sepsise bagh olan hasari azaltmak icin inflamatuvar mediyatorlerin Gretimini inhibe
edebilir (4). a7nAChR selektif ve potent agonisti olan PNU-282987'nin sitokin profilini
etkili bir sekilde degistirebildigi ve sonug olarak lokal ve sistemik inflamasyon

Uzerinde etkili oldugu belirtilmistir (5).

Bu calismada a7nAChR agonisti PNU-282987'nin, LPS ile olusturulan deneysel
sepsis modelinde, mezenter arter ve portal ven kan akim hizlari ile histopatolojik ve
biyokimyasal 6lcimler ile degerlendirilecek karaciger ve dalak hasari lizerine etkisi

incelenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sepsis

2.1.1. Sepsis Tanimlari

Sepsis enfeksiyona karsi diizensiz konak yanitinin neden oldugu yasami tehdit
eden organ disfonksiyonu olarak tanimlanir (6). Diinya genelinde yilda yaklasik olarak
50 milyon hasta yikiine yol agmakta ve 11 milyon 6liime neden olmaktadir (7). Sepsis
sikhkla bakteriyel nedenlidir ve hastane o6limlerinin Ugte birinden sorumludur.
Antibiyotik tedavisi, sivi replasmani ve organ destegindeki son gelismeler ile hastane
ici 6limler azalmis olsa da, septik hastalarda uzun donemde morbidite ve mortalitede
artis hala goriilmektedir. Sepsis, dinya genelinde yogun bakim unitelerine en sik

basvuru nedenleri arasindadir (8).

En giincel tanimlama olarak, 2016 yilinda “Sepsis ve Septik Sok i¢cin Ugiincii
Uluslararasi Konsensus Tanimlari (Sepsis-3)” yayinlanmustir (9). inflamatuvar yanitin
sepsise 0zgl olmadigl disinildiglinden “sistemik inflamatuvar yanit sendromu”’
(SIRS) kriterleri ve siddetli sepsis tanimi Sepsis-3’ten gikarilmistir. Sepsis tanisi igin,
“Ardisik Organ Yetmezligi Degerlendirme’” (SOFA) skoruna dayali olarak organ
disfonksiyonunun saptanmasi gerektigi vurgulanmistir (6). Organ disfonksiyonu,
SOFA skorunda enfeksiyondan sonra en az 2 puan artis olmasi seklinde
tanimlanmistir.  SOFA skorlamasi, yogun bakim {nitelerinin disinda (6rnegin, acil
serviste veya cerrahi servislerde) her zaman kapsamli bir sekilde yapilamadigindan,
hizli (g) SOFA skorunun kullaniimasi 6nerilmistir. qSOFA skorlamasi ile sepsisin
tanimlanmasi degil, 6lim riski yiksek hastalarin belirlenmesi amacglanmistir (10).

gSOFA, degerlendirilmesi kolay (g kriterden olusmaktadir :

1. Mental durumda degisiklik (Glasgow Koma Skalasi <15)

2. Solunum hizi =22 /dk.

3. Sistolik kan basinci £ 100 mmHg

iki veya daha fazla kriterin varlig organ disfonksiyonunun oldugunu

gostermektedir (11).



Organ disfonksiyonu ile birlikte kanitlanmis enfeksiyon bulgularinin olmasi
sepsis tanisini koymak icin yeterlidir. SOFA skorlamasinin 2 puan ve (izeri oldugu

durumlarin artmis serum laktat seviyesi ile korele oldugu bildirilmistir (6).

Sepsis-3 konsensusunda septik sok, ortalama arteriyel kan basincinin (MABP)
65 mmHg ve (zerinde tutulabilmesi icin vazopressor gerekliliginin olmasi ve yeterli
sivi reslsitasyonuna ragmen serum laktat degerinin 2mmol / L (18 mg / dL)’den
yiksek olmasi seklinde tanimlanmistir (6). Septik sok, hastanelerde 6nde gelen 6lim

nedenidir ve 6lim orani farkli merkezlerde %40'i asmaktadir (12).

2.1.2. Sepsis Patofizyolojisi

Sepsis; vicudun enfeksiyona karsi asiri immun yanit olusturdugu, hassas olan
inflamasyon ve antiinflamasyon dengesinin ¢ok yonli bozuldugu bir durumdur.
Proinflamatuvar ve antiinflamatuvar yolaklarin up-regiilasyonu sitokinler,
mediyatorler ve patojenle ilgili molekillerin saliverilmesine yol acar, bu da

kompleman kaskadlarinin aktivasyonu ve pihtilasma ile sonuglanir (13).

Baslangigta enfeksiyonu takip eden inflamasyon, organ hasari ve 6limin,
yalnizca viicudun patojenle iliskili molekiler yapilar (pathogen associated molecular
pattern, PAMP) gibi mikrobiyal (riinlere (LPS, lipoteikoik asit, lipoprotein,
peptidoglikan) verdigi yanittan kaynaklandigi distintimugtir (14). Ancak mikrobiyal
olmayan molekiillerin de sepsiste etkili oldugu gorilmustiir. Hasarla iliskili molektiler
yapilar (damage associated moleculer pattern, DAMP) doku hasari sonucu konakgl
hiicrelerinden saliverilen molekillerdir. DAMP’lar (is1 sok proteinleri, HMGB1, ATP,
urik asit, heparin silfat) sistemik inflamasyona, organ hasarina ve 6lime yol acan
enfeksiydz olmayan bir inflamatuvar yaniti baslatan ve sirdiiren bagisiklik sisteminin
aktivatorleridir (15, 16). PAMP ve DAMP’lar, antijen sunan hicrelerin (antigen
presenting cell, APC) ve monositlerin hiicre ylizeyindeki spesifik reseptorlerine (toll-
like receptors, TLR) baglanarak NF-kB’yi (nuclear factor kappa B) aktive ederler (17).
Bunun sonucunda ilgili genlerin transkripsiyonu ile proinflamatuvar sitokinler olan

interlokinler (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18), timor nekroz faktor alfa (TNF-a) ve



interferonlar (IFN-y) saliverilir (18). Proinflamatuvar sitokinlerin olusturdugu etki

lokal enfeksiyonun kontroli icin gereken yaniti astiginda sepsis olusur.

Proinflamatuvar sitokinler (TNF-a, IL-1) prostaglandinler, I6kotrienler,
trombosit aktive edici faktor (PAF) ve fosfolipaz A2 gibi mediyatorlerin Gretimini
baslatir. Bu mediyatorler endotel hiicrelerine zarar verir ve kapiller sizinti olusumuna
neden olur (19). TNF-a ve IL-1 doku faktori ekspresyonunu artirir. Doku faktori
trombini indikler ve fibrin tikac olusturur. TNF-a ve IL-1 glicli bir fibrinoliz inhibitoru
olan PAI-1 (plazminojen aktivator inhibitorii-1)’in Gretimini artirir (20). Koagllasyon
kaskadi ve endotel hasarindaki dengesizlikler, mikrodolasim degisiklikleri ve yaygin
doku iskemisi ile sonuclanir. Sepsis sirasinda etkilenen baslica organlar akcigerler,

kalp, merkezi sinir sistemi (CNS), bobrekler ve karacigerdir.

Sepsisin erken evrelerinde proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinlerde
(IL-4, IL-10, IL-13) artis gorilebilmektedir (2, 21). IL-1, IL-6 ve TNF-a prokoagiilan
molekillerin, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve nitrik oksit (NO) Gretiminin artmasina

neden olur (22).

Patojene karsi konak yanitinin baslatiimasindaki ilk basamak makrofajlar,
monositler, notrofiller ve dogal oldiriici hicrelerden olusan, dogustan gelen
bagisikhk sisteminin aktivasyonudur (23). Notrofiller savunma hattinin énemli bir
bolimini olusturmakta ve 6zellikle siddetli bakteriyel enfeksiyonlar, kemik iliginden
matir ve immatir nétrofil formlarinin saliverilmesine neden olmaktadir. immatiir
notrofiller PAMP veya DAMP'lar araciligiyla aktive edildiginde, disik fagositoz ve

oksidatif patlama kapasitesi sergilerler (24, 25).

Endotel disfonksiyonu damar gecirgenliginin artmasina, pihtilasma yolaginin
aktivasyonuna, doku 6demine ve perfiizyonun bozulmasina neden olarak organ
yetmezliginin patogenezinde kritik rol oynamaktadir (26). Vaskiler endotel, bazal
membran Uzerindeki endotel hiicre tabakasi ile liiminal ylizeyi kaplayan glikokaliks
yapisindan olusmaktadir (27). Glikokaliks; glikoprotein, hyallironik asit ve siilfatli

proteoglikanlar icermektedir. Kan ve damar duvari arasinda koruyucu bir bariyer



gorevi gorerek I6kosit adezyonunu dizenlemeye, endotel bariyerini korumaya ve

intravaskiiler tromboz olusumunu 6nlemeye yardimci olmaktadir (28).

Sepsisin erken fazindaki “sitokin firtinasi” ile ilgili mediyatorler; PAMP,
sitokinler, bradikinin, trombosit aktive edici faktor (PAF), ROS ve vaskiiler endotelyal
biyime faktorii (VEGF) endotelyal hasara neden olmaktadir. Bununla birlikte
sepsiste endotel, immiin hicreleri uyaran kemokinlerin Uretimini artirarak

inflamatuvar yaniti desteklemektedir (13, 29, 30)

Glikokaliks tabakasinin oksidanlar, hiperglisemi, sitokinler ve bakteriyel
endotoksin varliginda bitUnligi bozulur ve agikta kalan endotel |6kosit adezyonuna
maruz kalir. Proinflamatuvar sitokinler |6kositlerin adezyonunu ve dokuya goclini

destekler (31).

2.1.3. Sepsis ve Hipoperfiizyon

Sepsiste mortalitenin 6nemli nedeni ¢coklu organ yetmezligine yol acan doku
hipoperflizyonudur. Sepsisin erken evresinde mikrosirkiilasyonda meydana gelen
patofizyolojik  degisikliklerle, doku hipoperfizyonu ve hiicresel hipoksi
indiklenmektedir (32). Endotelyal disfonksiyon organ yetmezliginin belirteci ve

nedenidir (33).

Vaskiler disfonksiyonun, sistemik hemodinamideki degisikliklerin ortaya
ctkisindan Once gorildigu bilinmektedir (34). Sepsisin erken evresinde
makrosirkiilasyon korunmus gibi goriinse de hemodinamik kompansasyonda
bozulma oldugunu gosteren galismalar da mevcuttur (35, 36). Kapiller bitinltGgin ve
perfiizyonun azalmasiyla doku oksijenasyonu bozulmaktadir. Sepsiste tim vaskiiler
alanlar ayni sekilde etkilenmeyebileceginden, mikrosirkiilasyon ve bélgesel kan akimi

degisikliklerinde heterojenlik tanimlanmistir (37).

Deneysel sepsis modeliyle yapilan bir calismada, superior mezenter arterde
vaskiler disfonksiyonun daha erken gorildigi ve bunun kan akimindaki bozulmadan

once ortaya ciktigl belirtilmistir (34). LPS ile indliklenmis baska bir deneysel sepsis



calismasinda sistemik hipotansiyon ile birlikte azalmis portal ven kan akimlari

gozlenmistir (38).

Sepsis sirasinda bagirsagin proinflamatuvar bir organ haline gelebilecegi
belirtiimektedir (39). Yapilan bir calismada, LPS inflizyonundan sonra superior
mezenter arter akiminda artis olmasina ragmen ileal mikrosirkilasyon
perflizyonunun azaldigi gosterilmistir (40). Kan basinci, kalp debisi ve oksijen
satirasyonu gibi hemodinamik parametrelerin doku perflizyonunu tam olarak
yansitmadigl ve mikrosirkiilasyon disfonksiyonu ile korele olmadigi belirtilmektedir
(41). Sistemik dolasimin normallesmesinin septik sokun erken doneminde, bozulmus
mikrosirkiilasyon ve hicresel 0O, metabolizma bozuklugunu iyilestirmedigi
bildirilmistir (42). Yapilan bircok calismada, mikrovaskiler perfiizyon bozuklugunun
sepsisin ge¢ evresindeki hemodinamik degisikliklerden bagimsiz oldugu ileri

sarGlmastar (37, 43).

2.1.4. Sepsiste Deneysel Modeller

Deney hayvanlarinda sepsis modeli olusturmak icin kullanilan baslica
yontemler; lipopolisakkarid (LPS) ile olusturulan sepsis modeli, gekum baglama ve

delme modeli (cecal ligation and puncture, CLP), IV/ IP canli bakteri enjeksiyonudur.

LPS gram negatif bakterilerin hiicre duvarindan elde edilen, glikolipid iceren
blyik molekullerdir. Literatirde LPS ve endotoksin ayni anlamda kullanilsa da
aralarinda fark vardir. LPS saflastirilmis glikolipid yapiya sahipken, endotoksinde ek
olarak az miktarda hiicre duvari proteinleri, lipidler, lipoproteinler ve polisakkarid
bulunmaktadir. LPS toksisitesi cogunlukla icerdigi lipid A yapisindan kaynaklanir. LPS
genelde liyofilize toz halinde ticari olarak temin edilmektedir. Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa gibi
bircok gram negatif bakteriden elde edilmesine ragmen deneysel septik sok
calismalari E. coliden elde edilen LPS’ler Uzerinde yogunlasmistir (44). Farkh

suslardan elde edilmis LPS tiirleri Tablo 2.1’de belirtilmistir.



Tablo 2.1. LPS tiirleri

Tir Serotip
Escherichia coli 055:B5
0111:B4
0127:B8
0128:B12
026:B6
Salmonella enterica Enteritidis
Pseudomonas aeruginosa 10

Kisaltma

LPS-O55
LPS-O111
LPS-0127
LPS-0128

LPS-026

LPS-SE
LPS-PA

LPS immin hucrelerdeki TLR-4 (Toll-like receptor 4) reseptor tarafindan

taninir. TLR-4 aktivasyonu, CD-14 ve MD-2 olarak bilinen iki yardimci protein

tarafindan desteklenir. Aktive TLR-4,

differentiation primary-response protein 88)’i uyarir. MyD88'e baglh sinyal yolagi,

proinflamatuvar mediyatorleri kodlayan hedef genlerin ekspresyonunu diizenleyen

NF-kB’nin aktivasyonuna yol agar (45).

molekul

MyD88
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Sekil 2.1. LPS etki mekanizmasi, (45) numarali kaynaktan degistirilerek

alinmistir.

2.2. Kolinerjik Sistem

Kolinerjik terimi asetilkolin (ACh) kullanan noéronlari, reseptorleri veya
sinapslari tanimlamaktadir. Kolinerjik néronlarda asetilkolin sentezlenir, depolanir ve
saliverilir. Pregangliyonik otonom lifler, iskelet kasini innerve eden somatik lifler,
postgangliyonik parasempatik lifler ve bazi postgangliyonik sempatik (ter bezi ve
iskelet kasi damarini innerve eden) lifler kolinerjiktir. Ayrica santral sinir sisteminde

de kolinerjik lifler bulunmaktadir.

Bir alkaloid olan ACh tanimlanan ilk norotransmitterdir. Norotransmitter

kavrami, 1921'de Otto Loewi'nin vagus sinirinin kalp kasini inhibe eden bir madde
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salgiladigini bulmasina kadar bilinmiyordu. Kolinerjik sistemin nérotransmitter olan
ACh Gizerine kurulu oldugunun kesfi 1936 yilinda Loewi’ye Nobel 6dli kazandirmistir

(46).

ACh noronal, noéronal olmayan ve néromuskiiler kavsaklarda sinyal iletimini
dizenler. ACh 6grenme, hafiza, farkindalik ve uyku gibi beyin fonksiyonlarini icin
gereklidir. ACh’in beyindeki iki major kaynagi; bazal 6n beyin ve mezopontin
tegmentum alandir (47). ACh vagus siniri disinda eritrositler, immin hiicreler, endotel
ve epitel hiicreleri ile plasenta hiicrelerinde de bulunmaktadir (48). immiin hiicreler
ACh'i sentezleyip dogrudan kan dolasimina saliverirken, néronal hiicrelerde vezikilde

depolanir ve sinaptik yariklardan ekzositozla serbest birakilir (49).

ACh, sitoplazmada kolin asetiltransferaz (ChAT) enzimi tarafindan Asetil-
koenzim A ve kolinden sentezlenir. ATP bagimh bir sekilde vezikillerde depolanir ve
hicre igine kalsiyum girisi ile birlikte sinaptik araliga saliverilir. ACh, postsinaptik veya
presinaptik nérondaki nikotinik asetilkolin reseptorlerine (nAChR) veya muskarinik
asetilkolin reseptorlerine (mMAChR) baglanir. Postsinaptik membran Gizerinde bulunan
asetilkolinesteraz (AChE), asetilkolini kolin ve asetik aside yikar. Kolinin sinaptik
araliktan presinaptik nérona tasiyici ile geri alinmasi asetilkolin sentezinde hiz

kisitlayict basamaktir (50).
2.2.1. Asetilkolin Reseptorleri

Kolinerjik reseptor olarak da bilinen asetilkolin reseptéri (AChR), asetilkolinin
baglandigi integral membran proteinidir. ACh merkezi ve periferik sinir sistemi

Uzerindeki etkilerini nAChR ve mAChR araciligiyla géstermektedir.

MAChR, belirli néronlarin ve hiicrelerin hiicre zarlarinda G proteinine bagh
reseptor kompleksleri olusturan, “metabotropik’ asetilkolin reseptorleri olarak da
bilinen reseptorlerdir (51). Muskarinik reseptorler, muskarine nikotinden daha
duyarh oldugu icin bu sekilde adlandirilmistir. Parasempatik sinir sistemindeki esas
reseptor olmasina ragmen, damar yataklarinin ¢ogu gibi parasempatik innervasyona
sahip olmayan yerlerdeki efektor hiicrelerde de bulunurlar. Muskarinik reseptor ailesi

cok cesitli organ ve dokularda eksprese edilen M1R-MsR olarak adlandirilan bes alt
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tipten olugsmaktadir. Aktive olan M1, M3 ve Ms reseptorleri Gq/11 proteini araciligi ile
membrandaki fosfolipaz C enzimini aktive ederek ikinci haberci olan IP3 (inozitol
trifosfat) ve DAG (diagilgliserol)’1 olustururlar. DAG sitoplazmada protein kinaz C'yi
aktive ederek bir dizi fosforilasyon olayini baslatir, IP3 ise endoplazmik retikulumdan
kalsiyum saliverilmesini artirarak etki eder. M, ve Mg reseptorleri ise Gi/o proteini ile
kenetli olup uyarildiklarinda adenilat siklazin (AC) inhibisyonuna aracilik eder ve

boylece siklik adenozin monofosfatta (CAMP) bir azalmaya neden olurlar (50).

Muskarinik asetilkolin reseptorleri kalp atis hizini, diz kas kasilmasini,
glandiler sekresyonu ve merkezi sinir sisteminde bircok temel fonksiyonu
diizenleyen 6nemli bir role sahiptirler (52). Muskarinik reseptor alt tiplerinin genel

olarak doku ve organlardaki dagilimi ile fizyolojik etkileri Tablo 2.2’de belirtilmistir

(53).
Tablo 2.2. Muskarinik asetilkolin reseptor alt tipleri

Alttip G protein Doku ve organ Fizyolojik etkiler

M1R Gg/11 Otonom ganglion, serebral Depolarizasyon, kasilma, mide
korteks, lenfosit ve asidi salgisinda artis, IL-2 Uretimi
keratinosit

MR Gi/o Kalp, atrium, ileum diiz kasi, ACh saliverilmesi, kasiima kuvveti
SA nod ve hizinda azalma

MsR Gg/11 Mesane, iris sirkiler kas, Kasilma, NO bagimh
endotel, diiz kas, tukirik vazodilatasyon, apoptoz,
bezleri, pankreas B hiicreleri, migrasyon ve proliferasyonun
lenfosit, keratinosit inhibisyonu

MaR Gi/o Corpus striatum, akciger, Kasilma, NO bagimli gevseme,
keratinosit hiicre migrasyonu

MsR Gg/11 Substantia nigra, ventral Bliyiime ve proliferasyon

tegmental bolge
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2.2.2. Nikotinik Asetilkolin Reseptoérleri

nAChR, asetilkolinin baglandigi polipeptit yapida reseptorlerdir. Nikotinik
reseptor ismini muskarinik asetilkolin reseptorlerini uyarmayan, bunun yerine segcici
olarak nikotinik reseptérlere baglanan nikotinden alir (54). nAChR’ler, néronal (Nn)
ve muskiler (Nm) olmak Gzere iki alt tipe ayrilir. Noronal tip santral ve periferik
(otonom ganglion) sinir sisteminde bulunur. Muskiler tip ise néromuskiler kavsakta

yer alir.

iyonotropik reseptorler olarak nAChR'ler dogrudan iyon kanallarina baghdir.
Yeni kanitlar, bu reseptorlerin bazi durumlarda (metabotropik reseptorlerin yaptigi

gibi) ikinci habercileri de kullanabilecegini gostermektedir (55).

Nikotinik reseptorler 290 kDa molekiiler kiitleye sahip olan, merkezi bir kanal
etrafinda simetrik olarak yerlesmis bes alt birimden olusur. Her nAChR pentameri,
ligand baglanmasinda rol oynayan hiicre disi bir alandan, merkezi bir iyon kanali olan

transmembran alandan ve bir hiicre ici alandan olusur (56).

Her bir alt birim, ligand baglanmasina katkida bulunan uzun bir hiicre disi N-
terminal ucundan, 4 hidrofobik transmembran sarmal alandan (M1-M4), M3 ve M4
arasinda bir hiicre ici dongliden ve kisa bir hiicre digi C-terminal ucundan olusur (57).
nAChR’ler, ligand kapili iyon kanali familyasinin, katyonik ‘Cys-loop’ reseptorler

grubundandir (58).

Muskdler tip nAChR’lerin yetigkin formu al, B1, 6 ve € alt birimlerinden olusur
ve bu birimler 2:1:1:1 oraninda ((a1)2816¢€) bulunur. Embriyonik formunda ise a1, 1,

6 ve y alt birimleri 2:1:1:1 oraninda ((a1)2B1y8) bulunur (59).

Noronal tip nAChR’leri ise 11 farkli alt biriminin (a2-al0 ve B2-B4) cesitli
kombinasyonlaridir. a8 alt birimi insan veya memeli tlrlerinde bulunmaz. Noronal tip
nAChR’leri homomerik ve heteromerik olmak tzere 2 sinifa ayrilirlar. Homomerik
nAChR'nin pentamerik yapisi sadece a alt birimlerinden olusurken ((a7)s,(a9)s),
heteromerik olanlar hem a hem B alt birimlerine ((a4)s3(B2)2, (a4)2(B2)s, (a3)2(B4)s3)

sahiptir. Nikotinik nAChR’ye ligand baglanabilmesi igin a alt birimlerinden en az birini
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bulundurmasi sarttir. Homomerik nAChR'nin tamami a alt birimlerinden olustugu igin
bu reseptorlerin her birinde 5, heteromerik nAChR'nin ise her birinde 2 tane ligand

baglanma bolgesi bulunmaktadir (60).

Na*Ca?
| Homomerik nAChR I
()
&9
/ i
Ligand Heteromerlk nAChR Hticre disi :
Bag]anma W
Bo]gesn
I ||
@‘@ |JII | 'lllin\l\
‘f“ » Hiicre ici I/ \

e e

adp

Sekil 2.2. Nikotinik asetilkolin reseptor alt tipleri ve yapisi, (60, 61) numarah

kaynaklardan degistirilerek alinmistir.

Noronal tip nAChR’lerin a alt birimi arttikga baglanma bdlgesi ve kalsiyum
gecirgenligi artmaktadir. B alt birimi artisi ise reseptoriin asetilkoline karsi affinitesini
artirmaktadir. Buna gére homomerik a7nAChR'nin diger alt tiplere gore kalsiyum

gecirgenligi daha fazla, asetilkolin affinitesi ise daha disliktir (62).

nAChR secici olmayan bir katyon kanalidir. Normal fizyolojik kosullarda,
nAChR’deki iyon kanalinin agilmasi igin iki ACh molekiliine ihtiya¢ vardir. Kanalin
aciimasiyla pozitif yukla iyonlar kanal boyunca hareket eder; sodyum hiicreye girer
ve potasyum cikar. Pozitif yUkli iyonlarin net akisi ice dogrudur (63). Bazi alt birimleri
kalsiyum icin de gecirgendir (64). Ligand kapili iyon kanali ¢ yapisal durumda olabilir:

kapali, acik ve desensitize.
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Nikotinik reseptorlerin alt birimleri, bir multigen ailesine (insanlarda 16 lye)
aittir ve alt birimlerin kombinasyonlarinin birlesimi ile ¢cok sayida farkh reseptor
olusur. Oldukga degisken kinetik, elektrofizyolojik ve farmakolojik 6zelliklere sahip bu
reseptorler, farkli konsantrasyonlardaki nikotine farkh yanit verirler. Muskdler tip
NAChR her zaman postsinaptik yerlesimliyken, ndronal tip nAChR postsinaptik ve
presinaptik bolgede olabilir (65). nAChR alt birimleri, protein dizisindeki benzerliklere

gore 4 alt aileye (I-IV) ayrilmistir. Ek olarak, alt aile IllI'te 3 alt tip bulunur (66).

Tablo 2.3. Nikotinik asetilkolin reseptor alt birimleri

Nikotinik Asetilkolin Reseptoérleri

Noronal Tip Muskiiler Tip
| 1 ]| v
a9, al0 a7 1 2 3 al, B, 6, g,y

a2, a3, a4, ab B2, B4 B3, a5

nAChR tipleri arasinda en cok eksprese edilenler; (a1),f16¢ (muskiler tip),
(a3)2(B4)s (gangliyon tipi), (a4)2(B2)s (SSS tipi) ve (a7)s (SSS tipi)’dir. NAChR tiplerine
ait ozellikler Tablo 2.4’de gosterilmistir (67-76).


https://en.wikipedia.org/wiki/Alpha-4_beta-2_nicotinic_receptor
https://en.wikipedia.org/wiki/Alpha-7_nicotinic_receptor

Tablo 2.4. Nikotinik asetilkolin reseptoérleri
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Reseptor tipi |Yerlesim Etki Nikotinik Nikotinik
P P 3 agonistler antagonistler
Muskdler tip: EPSP, Na* o a-bungarotf)ksm
(al)2B16e . . . Asetilkolin o-konotoksin
Noromuskiler |ve K . ..
veya bileske ecirgenligini Karbakol Tubokirarin
(al)2B16y 2 gecirgentis Suksametonyum|Pankiironyum
artirarak .
Atrakiiryum
_ EPSP, Na* Asetilkolin Bupropiyon
Gangliyon . . Karbakol Dekstrometorfan
.. Otonomik ve K o
tipi: anelivon ecireenligini Nikotin Hekzametonyum
(a3)2(B4)s: ganglly grtglragrak & Epibatidin Mekamilamin
DMPP Trimetafan
Post ve a .
resinaptik Asetilkolin a-konotoksin
Heteromerik E arllmz Epibatidin Dekstrometorfan
SSS tipi: Beyin y+ . Nikotin Mekamilamin
Na*ve K - .
(ad)2(B2)3 . ... . |Vareniklin Bupropiyon
gecirgenligini | _. .
Sitizin
artirarak
Asetilkolin Hekzametonyum
Diger Post ve Nikotin Dekstrometorfan
SSS tipi: Beyin presinaptik |[Sitizin Mekamilamin
(ae3)2(B4)3 uyariima Epibatidin Bupropiyon
Tubokirarin
Post ve Asetilkolin
presinaptik [Kolin a-bungarotoksin
Homomerik uyarilma, Nikotin Amantadin
SSS tipi: Beyin Na*, K* Vareniklin Dekstrometorfan
(a7)s ve Ca*? Sitizin Mekamilamin
gecirgenligini |[Epibatidin Memantin
artirarak DMPP



https://en.wikipedia.org/wiki/Alpha-4_beta-2_nicotinic_receptor
https://en.wikipedia.org/wiki/Alpha-3_beta-4_nicotinic_receptor
https://en.wikipedia.org/wiki/Alpha-7_nicotinic_receptor
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nAChR'lerin gesitli formlari olmasina ragmen, merkezi sinir sisteminde iki alt

tipi yiksek oranda eksprese edilir. Bunlar; a4$2 ve a7 alt birimleridir.

Hipokampus
Korteks a4P2, ada5p2,
04p2, adasP2, a7 a3p4, a7
Olfaktér Bulbus
adp2, a7

Striatum
0432, ado5032,
a6PB2P3, abadP2p3 _———

T Talamus

a?
Amigdala a4p2, a7
a4p2, a7 Hipotalamus
o432, a7

Substantia Nigra
Ventral Tegmental Alan
0432, a4aS5p2, w34,

a6P2p3, a7

Medial Habenula
adP2, a3p4,
a3f3p4, a7

o/,

®

Intrapedunkiiler
niikleus

a4f2, a2p2,

a3f3p4, a7

Pineal bez

a3p4

G

Beyincik
a4f32, a3p4,
a7, a3p2

Omurilik

adf32, a3p2,
o7

Raphe niikleusu
adf32

Lokus seruleus

034, a6p2p3

Sekil 2.3. Noronal nikotinik asetilkolin reseptorlerinin beyinde dagilimi, (77)

numarali kaynaktan degistirilerek alinmigstir.

2.2.3. a7 Nikotinik Asetilkolin Reseptoérleri

a7nAChR, beyinde bulunan ana reseptor alt tiplerinden biri olup 6grenme,

sinaptik plastisite, hafiza, hareket, dikkat ve kaygi gibi fonksiyonlarda énemli role

sahiptir (78). Bununla birlikte a7nAChR dalak, cilt, pankreas, akciger, T ve B

lenfositler, makrofaj, dendritik hiicre, astrosit, mikroglia, vaskiler endotel olmak

Uzere gesitli néronal olmayan doku ve hiicrelerde de eksprese edilir (79, 80). Son

calismalar bu reseptoriin retinadaki ndronlarin olusumu icin de énemli oldugunu

gostermistir (81).
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a7nAChR’ler kolinerjik antiinflamatuvar yolagin dnemli bir pargasidir. Farkli
antiinflamatuvar 6zelliklere sahip a7 ligandlari in vitro ve in vivo ¢alismalarla rapor
edilmistir (82). Yapilan galismalarda a7 “knockout” fare makrofajlarinin kolinerjik
agonistlere yanit vermedigi, TNF-a Gretiminin nikotin ya da ACh ile inhibe edilemedigi
gosterilmistir. Bu da kolinerjik antiinflamatuvar etkiye a7nAChR'nin aracilik ettigi
fikrini gliclendirir. Vagus sinirinin elektriksel uyarimi “wild type’’ farelerde endotoksin
ile indiklenen serum TNF-a seviyelerinde 6nemli bir azalma saglarken a7 “knockout”
farelerde bu etki gozlenmemistir (83). Agonist ligandlarin mikroglia ve astrositler
tarafindan eksprese edilen a7nAChR'leri uyararak noéroinflamasyonu azalttigi

gosterilmistir (84).

Kolinerjik antiinflamatuvar yolagin immiunite ve inflamasyonda a7nAChR’leri
Uzerinden roli sepsis, iskemi/reperfiizyon, romatoid artrit, pankreatit, osteoartrit,
inflamatuvar bagirsak hastaligi, diyabet, néropsikiyatrik ve norolojik bozukluklar dahil
olmak Uzere cesitli patolojilerde yeni tedavi olanaklari ihtimalini gliclendirmektedir.
a7nAChR agonistleri Alzheimer, sizofreni ve depresyon gibi hastaliklarin bilissel
semptomlarinin tedavisi icin de denenmistir. Ayrica bu reseptorlerin anjiyogenez,

vaskuler remodeling ve oksidatif vaskdiler stresle de iligkili oldugu gosterilmistir (85).

a7nAChR’ler bes 6zdes a7 alt birimden olusan homopentamerik yapidadir.
Bazi karakteristik ozellikleri ile diger nikotinik alt tiplerden ayrilmaktadir. Bunlar;
kalsiyuma karsi yuksek gegirgenlik, hizli aktivasyon ve desensitizasyon fazi
(milisaniyeler dizeyinde), ACh'e daha az duyarlilik, a- bungarotoksin ile selektif

inhibisyon ve yiksek afinite, nikotin icin duslk afinitedir (84).

a7 reseptorleri noronlarda postsinaptik, presinaptik veya perisinaptik
yerlesimli olabilir. Hipokampus ve diger bolgelerdeki GABAerjik ve glutamaterjik
terminallerde presinaptik olarak lokalizedir ve nérotransmitterlerin saliverilmesini
diizenler. Postsinaptik olarak hizli sinaptik iletime aracilik ederken, perisinaptik
lokasyonlarda diger néronlardan gelen inputlari ve gesitli sinyal yollarini moddile eder

(86).
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a7nAChR, insanlarda kromozom 15q14 CHRNA?7 geni tarafindan kodlanan bir
proteindir (87). a7 monomeri yaklasik 50 kDa'dir ve 502 amino asitten olusur (88).
Alzheimer ve sizofreni hastalarinda beyinde, 6zellikle hipokampusta a7'nin anlamh
dizeyde azaldigi bildirilmistir (89). a7 geni sizofreni, bipolar bozukluk, otizm
spektrum bozukluklar, dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu, epilepsi ile de
baglantilidir (90). Sadece insanlarda bulunan, CHRNA7'nin kismi delesyonu ile olusan
CHRFAM7A kimerik geni sizofreni ile iligskilendirilmistir. CHRFAM7A gen Urlini olan
dupa7, ligand baglanma bolgesinden yoksundur ve a7'nin negatif modilatori olarak

islev gormektedir (91).

Son zamanlarda, iyon kanallariyla ice dogru akimlarin olusturdugu membran
depolarizasyonuna ek olarak, hizli katyon akisinin G protein araciligiyla farkl hiicre igi
sinyal iletim vyollarini aktive edebilecegi boylece daha uzun noéronal etkileri
indukleyebilecegi o6ne sirilmugtir. Noronlarda iyonotropik ve metabotropik

a7nAChR fonksiyonlari gozlenmistir (92).

iyonotropik a7nAChR'lerin aktivasyonuyla degisen hiicre ici Ca*? diizeyine,
protein kinaz A (PKA) ve Ca*?/kalmodulin bagimli protein kinaz enzimleri duyarlidir.
Bu kinazlar, sinaptik iyon kanallarinin yani sira vezikiil hareketini kontrol eden hiicre
iskelet proteinlerini dlzenleyebilir (93). Ayrica noronda gen ekspresyonunu
dizenleyerek hafiza ve 6grenmede 6nemli rol oynayan CREB gibi transkripsiyon

faktorlerinin aktivasyonunu kontrol eder (94).

immiin ve glial hiicreler gibi néronal olmayan hiicrelerde a7nAChR
aktivasyonunun aracilik ettigi metabotropik yollar tanimlanmistir. a7nAChR, hiicre igi
sinyal yolaklari olan JAK2/STAT3 ve PI3K/Akt ile antiinflamatuvar yanitin olusmasini
saglar (84). a7 reseptorin aktive olmasiyla hiicre icinde kalsiyumun gegici artisi, IP3
reseptor aracili kalsiyumun indikledigi kalsiyum saliverilme mekanizmasiyla strekli
bir kalsiyum yanitina yol acabilir. Bir metabotropik reseptor olarak a7, Ga ve Gy

proteinlerine baglanarak hiicre ici sinyallere aracilik eder (95). a7'nin bazi immin
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hicrelerde JAK2/STAT3'GU aktive ederek NF-kB inhibisyonuna vyol actigi ve

proinflamatuvar sitokin (TNFa, IL-1B3, IL-6) liretiminin azaldig1 gosterilmistir (96).

a7, Nrf-2 (nUkleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2)'nin nikleusa
translokasyonunu  destekleyen  PI3K/Akt vyolagini  aktive ederek glgcli
antiinflamatuvar etki olusturmaktadir. Nrf2, antioksidan genlerin ekspresyonunu
aktive ederek oksidanlara karsi hiicresel direng saglar (97). Farede olusturulan inme
modelinde a7nAChR agonisti PNU-282987 ile tedavinin noroprotektif etkisinin

oldugu gosterilmistir (98).

a7nAChR stimulasyonunun immiin sistemde ve beyinde antiinflamatuvar ve

antioksidan etkilere aracilik ettigi bilinmektedir (84).

ndoplazmik Retikulum . Nikleus

Sekil 2.4. a7 aktivasyonunun aracilik ettigi hiicre i¢i sinyal yolagi, (99) numarali
kaynaktan degistirilerek alinmistir. GPCR: G protein kenetli reseptor, PKC:

protein kinaz C.
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a7nAChR agonistlerinin deneysel hayvan obezite modellerinde inflamasyonu
baskiladigl, karaciger, kas ve yag dokuda insilin duyarhligini artirdigi gézlemlenmistir
(100). Adipoz doku makrofajlarinin proinflamatuvar olan M1 fenotipi TNF-a, IL-1 ve
IL-6 sekrete eder. a7nAChR agonistleri adipoz dokuda proinflamatuvar sitokinleri
baskilamis, antiinflamatuvar mediyatérlerin aktivitesini artirmistir (101). Ozellikle
MCP-1 (monosit kemoatraktan protein-1) kontrollindeki inflamatuvar monosit
infiltrasyonunu  etkisizlestirip, adipoz doku makrofajlarinin  birikmesini ve

aktivasyonunu engeller (102).

Leptin reseptori “knockout” db/db farelere a7nAChR agonist TC-7020
uygulamasi, dolagimdaki TNF-a, glikoz ve trigliserit diizeylerinde azalma saglamistir
(103). Baska bir calismada ise a7nAChR “knockout” farelerde, insiilin direnci,
bozulmus glikoz toleransi mevcutken, nikotinin proinflamatuvar sitokin

inhibisyonunda azalma gosterilmistir (102).

a7nAChR vyararh etkilerinin disinda, yilksek seviyelerde ekspresyonunun
akciger, kolon ve mesane dokularinda kanser hiicresi proliferasyonunu ve metastazi
destekledigi gosterilmistir (104-106). a7 aktivasyonu anjiyogenez ve antiapoptotik
etki ile iliskilendirilmistir (107). Bu nedenle a7 ekspresyonunun azaltilmasi veya
inhibitorlerle tedavi, nikotinin proanjiyogenik etkilerini tersine gevirebilir ve kanser

hiicresi gelisimini inhibe edebilir (104, 105).

Medeiros ve dig. (2014) deneysel Alzheimer hayvan modeli ¢alismasinda,
a7nAChR agonisti A-582941 ile tedavinin, 6grenme ve hafizada gelisme ile karakterize

edilen noéronal koruyucu etkileri oldugunu géstermislerdir (108).

Vagotominin sepsiste gorilen sistemik inflamasyonu koétilestirdigi artik iyi
bilinmektedir. Bu nedenle vagus siniri tarafindan uyarilan a7nAChR aktivasyonu,
sepsis tedavisi icin potansiyel bir terapotik yaklasim saglayabilir (109). Yapilan bir
galismada a7nAChR antagonisti MLA (metillikakonitin) enjeksiyonunun, septik
sicanlarda mortaliteyi artirmasi a7nAChR’nin sepsiste imminitede roli oldugu

seklinde degerlendirilmistir (110).
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a7nAChR ligandlarina ait 6rnekler Tablo 2.5’te belirtilmigtir (111, 112).

Tablo 2.5. aZnAChR ligandlari

Agonist

ABBF
ABT-107
A-582941
AQWO051
BMS-933043
BMS-902483
GTS-21
Encenicline
PNU-282987
EVP-5141
RG3487
SEN-12333
SSR-180711
TC-5619
Tropisetron
Asetilkolin

Nikotin

Pozitif Allosterik Modiilator (PAM)

AVL-3288
Bilesik 7z
JNJ-39393406
Lu AF58801
PAM-2
PNU-120596
NS-1738
Galantamin

ivermektin

Antagonist

ASS234
Alfa-bungarotoksin
Bilesik 38

Bilesik 7i

Bilesik B10
Mecamylamin
tkP3BzPB

MLA

Pozitif allosterik modtilatér (PAM) agonistin affinitesini, effikasitesini ya da her

ikisini birden artirarak reseptér yanitini modile eden bilesiklerdir. PAM'larin tek

baslarina herhangi bir agonist aktivitesi yoktur, ancak ortosterik ligandin (agonist)

kanal agma yetenegini degistirirler (113).
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Bazi a7nAChR agonistlerinin EC50 degerleri Tablo 2.6’da gosterilmistir (114).

Tablo 2.6. a7ZnAChR agonistleri ve EC50 degerleri

Agonist Reseptor Segiciligi EC50/Sigan (hM)  EC50/insan (nM)
GTS-21 Parsiyel agonist 310 2300
4-0OH-GTS-21 Parsiyel agonist 170 450

PNU 282987 Tam agonist 27 -

PHA 543613 Tam agonist 8.8 -

PHA 709829 Tam agonist 3.4 -

ICH3 Parsiyel agonist 4.6 48.7

NS 6784 Tam agonist 3.3 -

NS 6740 Parsiyel agonist 1.1 -

BMS 933043 Parsiyel agonist 33 8.1

2.2.4. Kolinerjik Antiinflamatuvar Yolak

Kolinerjik antiinflamatuvar yolak (Cholinergic anti-inflammatory pathway;
CAP), vagus siniri ve reseptorleri araciligiyla proinflamatuvar sitokin saliverilmesini
inhibe eden, yeni kesfedilen néroimminomodiilatoér yoldur (115). Antiinflamatuvar
etkiyi vagus siniri araciligiyla immiin hicrelerin farklilagmasini saglayarak ve islevlerini
diizenleyerek gosterir. a7nAChR, ACh araciligiyla hiicre ici molekiiler olaylari baslatan
bu yolun temel bilesenidir (116). a7nAChR aktivasyonunun sitokin profilini etkili bir
sekilde degistirebildigi, boylece lokal ve sistemik inflamasyon lzerine inhibitor etkisi
oldugu belirtilmistir (5). Sican endotoksemi modeliyle yapilan bir ¢galismada, vagus
sinirinin elektriksel uyarimiyla sistemik inflamatuvar yanitin zayifladigi, LPS ile
indiklenen makrofajlarda ACh’in in vitro sartlarda konsantrasyona bagli bir sekilde
proinflamatuvar sitokinlerin Gretimini azalttigi gosterilmistir (117). Huston ve dig.
(2006)’e ait calismada splenektominin bu etkiyi dengelemesi, in vivo olarak
endotoksemide CAP aktivasyonu ile iligkili antiinflamatuvar etki igin splenik sinirin

gerekli oldugu seklinde degerlendirilmistir (118, 119).
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Splenik sinir adrenerjik ozellikli sinir olarak tanimlanir (120). Bu paradoksu
aciklamak icin Martelli ve dig. (2014) vagus ve splenik sinir arasinda noral olmayan bir
etkilesim teorisi 6ne sirdli. Buna gore, efferent vagus siniri ¢élyak ganglionunda
sonlanirken sinir hiicresi aksonlari splenik siniri olusturur. Vagus uyarimiyla splenik
sinirden norepinefrin (NE) saliverilir ve T lenfositte bulunan B, reseptore baglanarak
ChAT ekspresyonunu ve ACh lretimini indlikler (121). Artan ACh lokal makrofajlarda
a7nAChR'yi uyarir boylece TNF-a ve diger bircok proinflamatuvar sitokin sentezi

azalir (115).

Efferent Vagus Siniri Afferent Vagus Siniri

Enfeksiyon/Doku Hasari
Viriis Makrofaj r
S TLR i T
Bakteri

D * |' s . .
Colyak Ganglion o) ———— Ssitokin

Hiicre Debrisi

.
Splenik Sinir a7nAChR

€
¢ ¢ (BZ

ChAT+Th

Sekil 2.5. Kolinerjik antiinflamatuvar yolak, (122) numarali kaynaktan

degistirilerek alinmustir.
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inflamatuvar refleks olarak da tanimlanan CAP yolaginin afferent kisminda,
PAMP veya proinflamatuvar sitokinlerin reseptérlerini (TLR4, IL-1BR) iceren vagal
afferentler ile NTS (nucleus tractus solitarius)’ye sinyal iletilir (123). NTS, servikal

vagus sinirinin kolinerjik efferent lifleriyle célyak ganglionu uyarir.

a7nAChR “knockout” farelerde, insan makrofajlarinda a7’yi hedefleyen
antisens oligonikleotitler ile yapilan deneylerde, endotoksin varliginda TNF-a
inhibisyonunun olmadigi gdsterilmistir. immiin hicrelerde diger nAChR'lerin
bulunmasina ragmen bu sonucun gikmasi, CAP'da a7nAChR’nin 6nemli roli oldugunu

desteklemektedir (124, 125).

2.2.5. PNU-282987

PNU-282987, noral nikotinik asetilkolin reseptor a7 alt tipinin potent ve
selektif olan sentetik agonistidir. a7nAChR, asetilkolin gibi endojen agonistler veya
nikotin ve PNU-282987 gibi eksojen agonistler tarafindan aktive edilebilir. PNU-
282987’nin birgok hastaligin antiinflamatuvar etkisinde anahtar rol oynadig

yayinlarda bildirilmistir (126, 127).

Sekil 2.6. PNU-282987’nin kimyasal yapisi (128).
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Nikotine benzer sekilde PNU-282987'nin, insilin duyarhligini artirdigi, bu
etkinin a7nAChR “knockout” farelerde kayboldugu belirtilmistir (129). Yiiksek yagh
diyetile beslenen a7nAChR “knockout” farelerde hepatik insulin rezistansi, yaglanma
ve inflamatuvar makrofaj infiltrasyonu hizlanir. Buna karsin yiiksek yagh diyet ile
beslenen “wild type” farelerde PNU-282987 tedavisi ile karaciger yaglanmasi azalmis

ve inflamatuvar makrofaj infiltrasyonu gerilemistir (130).

Gupta ve dig. (2018) streptozosin ile olusturulmus diyabet modelinde, PNU-
282987’nin pankreas P hicrelerinde apopitozu baskiladigini ve hiperglisemiyi

azalttigini gézlemislerdir (131).

PNU-282987, iskemi-reperfiizyonla indiklenen beyin ve kalp hasarinda, asit
ile indlklenen akut akciger hasarinda ve radyasyonla iliskili bagirsak hasarinda
gorilen steril inflamasyonu hafifletir (132-134). LPS ile indiiklenen endotoksemik
sicanlarda yapilan bir calismada PNU-282987, zonula okludens-1 (ZO-1) proteininin
ekspresyonunu artirarak ve enterosit apopitozunu inhibe ederek bagirsak mukozal

bariyer hasari izerinde koruyucu etkiler géstermistir (135).

Farelerde olusturulan LPS’in indikledigi akut akciger hasari modelinde,
notrofil, kollajen ve alveolar 6dem artisi ile NF-kB aktivasyonuna yol acan M1
(proinflamatuvar) makrofaj artisi saptanmistir. PNU-282987 tedavisinin alveolar
odemi hafiflettigi, notrofil infiltrasyonunu ve kollajen birikimini inhibe ettigi, M1
(proinflamatuvar) makrofaj ylizdesini azaltip, M2 (antiinflamatuvar) makrofaj oranini
artirdigi belirtilmistir. Ayrica bronkoalveolar lavaj sivisinda olgllen TNF-a, IL-6, IL-18

ve IL-10 dizeylerini distrdigi gosterilmistir (136).
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2.3. Hipotez

a7nAChR selektif agonisti PNU-282987,
- Sepsisin sirkilatuvar bulgusu olan gastrointestinal sistem azalmis kan akimini artirir,
- Sepsis iliskili organ (karaciger ve dalak) hasarini azaltir,

- Sepsis patofizyolojisinde rol oynayan artmis inflamatuvar yaniti baskilar.

2.4. Amag

Bu ¢alismada a7nAChR agonisti PNU-282987’nin farede LPS (0111:B4) ile
olusturulan deneysel sepsis modelinde, mezenter arter-portal ven kan akimi, organ
(karaciger ve dalak) hasari ve sitokin diizeyleri ile oksidatif hasara etkilerini incelemek

amaclanmistir.
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3. YONTEMLER
3.1. Deney Hayvanlari

Bu tez calismasinda Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve
Arastirma Merkezi’'nde Uretilip Hacettepe Tip Fakiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim
Dal’nin hayvan barinagina getirilen, 12-20 haftalik, agirliklari 20-35 g arasinda
degisen, Swiss albino soyu erkek fareler kullanildi. Hayvanlar yeni vyerlerine
getirildikten sonra en az 5 glin ortama alistirildi. Deney siireci boyunca standart
laboratuvar yemi ve su ile ad libitum beslendi. 18-21°C sicaklikta, %50-60 nem

araliginda ve 12 saat karanlik/12 saat aydinlk uygulanan ortamda barindirildi.
3.2. Etik Kurul izni

Calisma Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’nun 2022/03-07
karar no’lu, 29.03.2022 tarihli onayi ile Hacettepe Universitesi Tibbi Farmakoloji

Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapildi.
3.3. Deney Protokolii ve ila¢ Uygulamalari

Deneylerde Escherichia coli O111:B4 serotipine ait lipopolisakkarit (L2630,
Sigma-Aldrich, St. Louis MO, ABD), alfa-7 nikotinik asetilkolin reseptér agonisti PNU-
282987 (SigmaAldrich, MO, ABD) ve kloralhidrat (MERCK KGaA, Darmstadt, Almanya)
kullanildi. PNU-282987, LPS uygulamasindan 1 saat once ‘LPS+PNU-pre’ ve 1 saat
sonra ‘LPS+PNU-post’ olmak Uzere iki farkli zamanda, ayni dozda, farkli hayvan
gruplarina uygulanarak tedavideki etkileri karsilastirildi. Deneylerde 59 adet erkek
Swiss albino soyu fare kullanildi. Hayvanlar 16 saat a¢ birakildiktan sonra deney
protokollerine baslandi (137). Calismada kullanilan ilaglarin dozlari literatirdeki

benzer calismalar referans alinarak belirlendi. LPS (0111:B4), salin (%0,9’luk NaCl)

icerisinde ¢oziilerek cerrahi uygulamadan 4 saat 6nce 12 mg kg1 dozda, 10 ml kg1

hacim icerisinde intraperitoneal (i.p.) yoldan verildi (138). PNU-282987, %1.8 DMSO
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bulunan salin icerisinde ¢6ziildi ve 3 mg kg1 dozda, 10 ml kg-1 hacim icerisinde i.p.
olarak uygulandi (138).

Butiin fareler 240. dk sonunda kloralhidrat (400 mg kg1, i.p.) ile anestezi altina

alinarak cerrahi proseddrlere baglandi.

CGalismada hayvanlar toplamda 8 gruba ayrildi.

-60. 0. 60. 240.
Salin (n=9) Salin Olciim
LPS (n=10) LPS Olgiim
LPS + PNU - pre (n=10) PNU-282987 LPS Olgiim
LPS + PNU - post (n=9) LPS PNU-282987 Olgiim
DMSO-pre (n=6) DMSO Olciim
DMSO-post (n=5) DMSO Olciim
PNU-pre (n=5) PNU-282987 Blgtim
PNU-post (n=5) PNU-282987 Olgiim

Sekil 3.1. Deney protokold.

LPS + PNU-post grubundan 1 hayvanda PNU-282987 enjeksiyonu sonrasinda

mortalite gézlendi ve ¢alisma disi birakildi.

3.4. Mezenter Arter ve Portal Ven Kan Akim Hizlarinin Olgiimii

Uygulanan cerrahi yéntem daha dnce birgok ¢alismada laboratuvarlarimizda
gerceklestirilmistir (139). Calismada kullanilan erkek Swiss albino fareler (20-35 g)
kloralhidrat (400 mg kg-1, i.p.) ile anestezi altina alindi. Anestezi derinligi parmak veya
deri kistirmaya yanit ile degerlendirilerek cerrahi isleme baglandi. Hayvanlarin viicut
sicakhgl rektal termistor prob ile olglilerek, hayvanin yaklasik 35 cm yukarisinda

yerlesmis olan 150 W'lik bir lamba ile 37°C’de sabit kalmasi saglandi.
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Umblikusun 1 cm altindan, ksifoid—pubis hatti boyunca orta hat insizyonuyla
karin bosluguna girildi. Bagirsaklar orta hattin soluna alinip, mezenter kokiine inilerek
superior mezenter arter bulundu. Daha sonra arter etrafindaki bag dokudan izole
edilerek akim 6lgim islemine baslandi. Portal ven kan akimi dlgimiinde karaciger
hafif kaldirildi. Ven traseleri takip edilerek portal ven bulundu. Arterden farkl olarak
venlerin daha frajil ve kanamaya yatkin olmasina dikkat edilerek portal ven diseke
edildi. Ayrica vendeki kan akimin arterdeki akima goére ters yonde olmasindan dolayi

Olgimde eksi (-) degerler elde edildi (Sekil 3.3).

Doppler esasina gore akim algilayan bir damar probu (Perivascular Flow
Probes, Transonic Systems) ile, akim hizi 6lgcen cihaz (Small animal blood flowmeter T
106X, Transonic Systems) araciligiyla mezenter arter ve portal ven kan akim hizlari

olglldl ve kaydedildi.

Sekil 3.2. A. Doppler esasina gore akim hizi 6lgen cihaz (Small animal blood
flowmeter T106, Transonic Systems) B. Damar probu (Perivascular Flow Probes,

Transonic Systems).
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CGalismada LPS grubunda 1 hayvanin mezenter arter kan akimi; LPS grubunda
2, salin grubunda ise 3 hayvanin portal ven kan akimlari cerrahi sorunlar nedeniyle
Olclilemedi. Mezenter arter ve portal ven kan akim hizlari degerlendirilirken bu
hayvanlar ¢alisma disi birakildi, sitokin 6l¢limi ve histopatolojik incelemeye dahil

edildi.

Sekil 3.3. A. Damar probu yardimiyla mezenter arter kan akim hizi 6l¢imi B. Portal

ven kan akim hizi 6l¢lim- genel gérinim.

3.5. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Mezenter arter ve portal ven kan akim hizlari 6lglldikten sonra toraks agilarak
intrakardiyak ponksiyon ile kan alindi. Alinan kanlar biyokimya tiplerine konuldu.
3000 rpm 10 dk santrifiij edildikten sonra diger kan materyallerinden ayrilan serum

Eppendorf tiiplere aktarildi ve -80°C olan dondurucuda saklandi.
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Karaciger ve dalaktan alinan doku pargalari histopatolojik degerlendirme igin
%10’luk formaldehit solliisyonuna konuldu. Daha sonra toplanan tim dokular
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal’na
gotilirtilerek analiz edildi. Kalan karaciger ve dalak pargalari Eppendorf tiplere
alinarak ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) 6l¢limleri yapilana kadar -

80°C’de dondurucuda muhafaza edildi.

3.6. ELISA Olgiimleri

Karaciger ve dalak doku homojenatlarinda IL-1B, TNF-a, Total Antioksidan
Seviyesi (TAS) ve Total Oksidan Seviyesi (TOS) dlzeyi 6lcimi icin 6ncelikle protein
miktar analizi yapildi. Protein miktari 6lcimiinde standart olarak bovine serum
albdmin (BSA), kimyasal olarak ise ‘DC Protein assay reagent A Bio-Rad’, ‘DC Protein
assay reagent B Bio-Rad’, ‘DC Protein assay reagent S Bio-Rad’, ‘Protein assay dye
reagent Bio-Rad’ kullanildi. Hiicre lizatlari icerisindeki proteinlerin miktar analizi Bio-
Rad deterjan uyumlu 6l¢ciim sistemi (Bio Rad DC) ile yapildi. Bu sistemin temeli
proteinlerin bakir ile kompleks olusturmasi ve sonrasinda Folin reaktifinin bu
kompleks tarafindan indirgenmesine dayanan kolorimetrik bir lgme yontemidir. Bu
sistem tlim calismalarda standart olarak kullanilan ticari kit Grtnleri ile yapilmaktadir.
750 nm dalga boyunda Bio-Rad standart sigir serum albimin ile kalibrasyon egrisi
olusturuldu. Regresyon denklemi ve tanimlayicilik katsayisi hesaplanarak regresyon
denkleminden proteinlerin miktar tayini yapildi.

IL-1B (Elabscience E-EL-M0037), TNF-a (Abcam ab208348), TAS (SunRed, 201-
11-2672), TOS (SunRed, 201-11-1669) ol¢limleri icin ticari ELISA kitleri kullanildi.
Kullanilan ELISA kitleri, Sandwich-ELISA prensibine gére calismaktadir. isleme
baslamadan 6nce bitin preparatlar oda sicakligina getirildi. Kitlerde bulunan mikro
ELISA plakasi, arastirilan interldkine 6zgi baglanan bir antikor ile kaplidir. Standartlar
ile 10000 rpm’de 10 dk santrifij edilen doku homojenatlari antikor kapli mikro ELISA
plakasi kuyucuklarina eklendi ve kitlerin prosedirlerinde belirtilen strede inkiibe
edildi. Antijen-antikor kompleksi olustuktan sonra baglanmamis proteinler yikama

basamaklari ile ortamdan uzaklastirildi ve hemen ardindan arastirilan interlokine
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spesifik biyotinlenmis tespit antikoru her bir plakaya eklendi. Prosediirde belirtilen
slire kadar soliisyon aspire edildi ve plakalar absorbent kagidi ile kurulandi. Yikama
isleminden sonra Horseradish Peroksidaz (HRP) eklendi ve inkiibasyona birakildi.
Serbest bilesenler yikandiktan sonra substrat sollisyonu her bir kuyucuga eklendi.
Isiktan etkilenmeyecek sekilde kapatilarak inkiibe edildi. izleminde enzim-substrat
reaksiyonu, durdurma cozeltisi eklenerek reaksiyon sona erdirildi. Renk degisimi
gozlenmis olan plaklarda optik yogunlugu (OD) belirleyebilmek igin spektrofotometri
(Multiskan Go, Thermo) kullanilarak 450nm’de 6lcim yapildi. Numunelerin OD
degerleri standart egri ile karsilastirilarak tespit edilen antijene ait konsantrasyon

hesaplandi.

3.7. Histopatolojik Analiz

Deney ve kontrol gruplarina ait karaciger ve dalak drnekleri %10’luk tamponlu
notral formalinde 48 saat tespit edildikten sonra Leica TP1020 Doku Takip Cihazi ile
rutin histolojik doku takip yontemine gore takip edildi. Doku takibi sirasinda dokular
artan derecelerde alkollerden (%70, %80, %90, %96, %100) gecirilerek dehidrate
edildiler. Dehidratasyonu takiben ksilolde seffaflandirilan dokular parafine
ahistirildiktan sonra parafine gomdildiiler. Parafin bloklardan Leica SM2000R kizakh
mikrotomla 4 mikrometre kalinhginda kesilen kesitler, lamlara alindi. Kesitler
hematoksilen eozin ve fibrozisi gostermek icin ‘mallory trikrom’ ile boyandiktan sonra
aydinhk alan mikroskobunda (Leica DM6000 B) incelendi ve gorintiler Leica DCF7000

T kamera yardimiyla bilgisayara aktarilarak fotograflandi.

Orneklerin degerlendirilmesinde karacigerde hepatositlerde dejenerasyon,
santral ven ve sinlizoidlerde dilatasyon ve staz, fibrozis ve infiltratif hiicre varligina
bakildi. Alinan seri kesitlerde rastgele bes farkl alanda iki farkh histolog tarafindan
birbirlerinden bagimsiz nekrotik hicre sayimi vyapilarak ortalamasi alindu.

Degerlendirme kriteri Tablo 3.1’de gorilmektedir.



Tablo 3.1. Fare karaciger doku kesitlerinde nekrotik hiicre sayimi

Nekrotik hiicre < alandaki toplam hiicrenin %25’i +
Nekrotik hiicre alandaki toplam hiicrenin %25-50’i ++
Nekrotik hiicre alandaki toplam hiicrenin %50-75’i +++
Nekrotik hiicre > alandaki toplam hiicrenin %75’i ++++
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Dalakta beyaz ve kirmizi pulpa degerlendirilirken konjesyon, staz ve dev hiicre

varligina bakildi. Alinan seri kesitlerde rastgele bes farkli alanda iki farkh histololog

tarafindan birbirlerinden bagimsiz dev hiicre sayimi yapilarak ortalamasi alindi.

Degerlendirme kriteri Tablo 3.2’de gorilmektedir.

Tablo 3.2. Fare dalak doku kesitlerinde dev hiicre sayimi

Dev hiicre < alandaki toplam hiicrenin %25’ +
Dev hiicre alandaki toplam hiicrenin %25-50’i ++
Dev hiicre alandaki toplam hiicrenin %50-75i +++
Dev hiicre 2> alandaki toplam hiicrenin %75’ ++++

3.8. istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler Graphpad Prism versiyon 9.0.0.(121) ve Microsoft Excel

2019 yazihmlar kullanilarak gergeklestirildi. Tim data aritmetik ortalama

+

ortalamanin standart hatasi (SEM) olarak ifade edildi. Degiskenlerin normal dagilima

uygunlugu gorsel (Histogram ve olasilik grafikleri) ve analitik yontemlerle

(Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) incelendi. Hipotez testlerinde bagimsiz

gruplarda tek yonli varyans analizi ile degerlendirme yapildi. Post-hoc Newman-

Keuls coklu karsilastirma testi kullanildi. P degerinin 0,05'den kiiciik oldugu

durumlarda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farkliik oldugu seklinde

yorumlandi.
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4. BULGULAR

4.1. PNU-282987’nin Farede Olgiilen Mezenter Arter Kan Akimina Etkileri

Anestezi altindaki farelerde 6lclilen mezenter arter kan akim hizinin LPS
varliginda degisimi ve bu degisim Uzerine PNU-282987 etkisi degerlendirildiginde
(Sekil 4.1), LPS uygulanan hayvanlarda mezenter arter kan akim hizi, salin grubundaki
hayvanlara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldi (salin: 2,31 + 0,07, LPS: 1,17
+ 0,04, p<0,0001). LPS+PNU-pre grubunda mezenter arter kan akim hizi LPS grubuna
gore anlamli sekilde artti (LPS+PNU-pre: 1,74 + 0,14, p<0,001). LPS+PNU-post
grubunda mezenter arter kan akim hizi LPS grubuna gore anlamh sekilde artti
(LPS+PNU-post: 2,03 + 0,23, p<0,0002). Kontrol gruplari ile salin grubu arasinda

anlamli fark bulunmadi.

* K K
—
* %k
4 ]
% % % % B DMSO-pre
3 DMSO-post
;i L B PNU-pre
£ 2- - T PNU-post
c Em Salin
= ——
=1 LPS
mm LPS + PNU-pre
D_ -
Kontrol LPS LPS + PNU-post

Sekil 4.1. Mezenter arter kan akim hizi (ml/dk) degerleri. Veri aritmetik
ortalamatortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde verildi. Gruplar arasi
istatistiksel inceleme icin One-way ANOVA; coklu karsilastirmalar icin Newman-Keuls
post-hoc testleri kullanildi. **p<0,001, ***p<0,0002, ****p<0,0001. (n=9 salin, n=6
DMSO-pre, n=5 DMSO-post, n=5 PNU-pre, n=5 PNU-post, n=9 LPS, n=10 LPS+PNU-
pre, n=9 LPS+PNU-post gruplari igin)
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Mezenter arter kan akim hizinin fare agirligina oraninin, LPS varliginda
degisimi ve bu degisim Uzerine PNU-282987 etkisi incelendiginde (Sekil 4.2), LPS
uygulanan hayvanlarda mezenter arter kan akim hizi, salin grubundaki hayvanlara
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldi (salin: 0,08 + 0,003, LPS: 0,04 + 0,001,
p<0,0001). LPS+PNU-pre grubunda mezenter arter kan akim hizi LPS grubuna gore
anlamli sekilde artti (LPS+PNU-pre: 0,07 £ 0,005, p<0,0002). LPS+PNU-post grubunda
mezenter arter kan akim hizi LPS grubuna goére anlaml sekilde artti (LPS+PNU-post:

0,07 % 0,007, p<0,0002). Kontrol gruplari salin grubu ile karsilastirildiginda anlamli

fark yoktu.
* ok X
|
* %k
0.15-
M DMSO-pre
= %k K K
@ DMSO-post
o104 T m= PNU-pre
é T T PNU-post
E .
E 0.05- B Salin
g LPS
B LPS + PNU-pre
0.00- LPS + PNU-post
Kontrol LPS

Sekil 4.2. Gram basina mezenter arter kan akim hizi (ml/dk.gr) degerleri. Data
aritmetik ortalamazortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde verildi. Gruplar arasi
istatistiksel inceleme icin One-way ANOVA; coklu karsilastirmalar icin Newman-Keuls
post-hoc testleri kullanildi. ***p<0,0002, ****p<0,0001. (n=9 salin, n=6 DMSO-pre,
n=5 DMSO-post, n=5 PNU-pre, n=5 PNU-post, n=9 LPS, n=10 LPS+PNU-pre, n=9
LPS+PNU-post gruplariicin)
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4.2. PNU-282987’nin Farede Olgiilen Portal Ven Kan Akimina Etkileri

Anestezi altindaki farelerde 6lgllen portal ven kan akim hizinin LPS varliginda
degisimi ve bu degisim lizerine PNU-282987 etkisi degerlendirildiginde (Sekil 4.3), LPS
uygulanan grupta kan akiminda salin grubuna goére azalma olmasina ragmen bu
azalmada istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (salin: 1,46 + 0,13, LPS: 0,9 + 0,11).
LPS+PNU-post grubunda portal ven kan akim hizi LPS grubuna gore anlaml sekilde
artti (LPS: 0,9 £ 0,11, LPS+PNU-post: 2,25 £ 0,25, p<0,0001). LPS+PNU-post grubunda
portal ven kan akim hizi LPS+PNU-pre grubuna gore de anlamli sekilde artti (LPS+PNU-
pre: 1,32 + 0,14, p<0,0002). LPS+PNU-pre grubunda LPS’e gbre anlamli artis

gozlenmedi. Kontrol gruplari salin grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark yoktu.

%k %k
1
3 * %k
mm DMSO-pre
T DMSO-post
5 2- m= PNU-pre
£ PNU-post
E .
= 14 - . El salin
< LPS
Bm LPS + PNU-pre
0- -
Kontrol LPS LPS + PNU-post

Sekil 4.3. Portal ven kan akim hizi (ml/dk) degerleri. Data aritmetik
ortalamazxortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde verildi. Gruplar arasi
istatistiksel inceleme igcin One-way ANOVA; ¢oklu karsilastirmalar icin Newman-Keuls
post-hoc testleri kullanildi. ***p<0,0002, ****p<0,0001. (n=6 salin, n=6 DMSO-pre,
n=5 DMSO-post, n=5 PNU-pre, n=5 PNU-post, n=8 LPS, n=10 LPS+PNU-pre, n=9
LPS+PNU-post gruplari igin)
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Portal ven kan akim hizinin fare agirligina oraninin LPS varliginda degisimi ve
bu degisim Uzerine PNU-282987 etkisi incelendiginde (Sekil 4.4), LPS uygulanan
grupta kan akim hizinda azalma olmasina ragmen salin grubuna gore istatistiksel
anlamlilik gézlenmedi. LPS+PNU-post grubunda portal ven kan akim hizi LPS grubuna
gore anlamli sekilde artti (LPS: 0,03 + 0,003, LPS+PNU-post: 0,08 + 0,006, p<0,0001).
LPS+PNU-post grubunda portal ven kan akim hizi LPS+PNU-pre grubuna gobre de
anlamli sekilde artti (LPS+PNU-pre: 0,05 + 0,005, p<0,001). LPS+PNU-pre grubu ile LPS
grubu arasinda fark gézlenmedi. Kontrol gruplari salin grubu ile karsilastirildiginda

anlamli fark yoktu.
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Sekil 4.4. Gram basina portal ven kan akim hizi (ml/dk.gr) degerleri. Data aritmetik
ortalamatortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde verildi. Gruplar arasi
istatistiksel inceleme icin One-way ANOVA; coklu karsilastirmalar icin Newman-Keuls
post-hoc testleri kullanildi. **p<0,001, ****p<0,0001. (n=6 salin, n=6 DMSO-pre, n=5
DMSO-post, n=5 PNU-pre, n=5 PNU-post, n=8 LPS, n=10 LPS+PNU-pre, n=9 LPS+PNU-
post gruplariigin)
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4.3. PNU-282987’nin Fare Karaciger Orneklerinde Ol¢iilen TNF-a Diizeyine
Etkileri

Fare karaciger orneklerinde ELISA metoduyla 6l¢lilen TNF-a konsantrasyonu,
homojenize edilen dokudaki total protein miktarina oranlanarak hesaplandi. TNF-a
konsantrasyonunun LPS varliginda degisimi ve bu degisim lzerine PNU-282987 etkisi
incelendiginde (Sekil 4.5), salin grubuyla LPS gruplari ve kontrol gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.

500
. = DMSO-pre
E 400 DMSO-post
c
S 2004 T _I_ - mm PNU-pre
E ‘ T PNU-post
£ 200+ mm Salin
w
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x mm LPS + PNU-pre

0-

Kontrol LPS LPS + PNU-post

Sekil 4.5. Fare karaciger orneklerinde o6lcilen TNF-a konsantrasyonu (pg). Data
aritmetik ortalamazortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde verildi. Gruplar arasi
istatistiksel inceleme icin One-way ANOVA; coklu karsilastirmalar icin Newman-Keuls
post-hoc testleri kullanildi. (n=9 salin, n=4 DMSO-pre, n=5 DMSO-post, n=5 PNU-pre,
n=5 PNU-post, n=10 LPS, n=10 LPS+PNU-pre, n=9 LPS+PNU-post gruplari icin)
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4.4. PNU-282987’nin Fare Dalak Orneklerinde Olgiilen TNF-a Diizeyine
Etkileri

Fare dalak orneklerinde ELISA metoduyla 6lclilen TNF-a konsantrasyonu,
homojenize edilen dokudaki total protein miktarina oranlanarak hesaplandi. TNF-a
konsantrasyonunun LPS varliginda degisimi ve bu degisim lizerine PNU-282987 etkisi
incelendiginde (Sekil 4.6), salin grubuyla LPS gruplari ve kontrol gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.
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Sekil 4.6. Fare dalak 6rneklerinde 6lglilen TNF-a konsantrasyonu (pg). Data aritmetik
ortalamaztortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde verildi. Gruplar arasi
istatistiksel inceleme igcin One-way ANOVA; ¢oklu karsilastirmalar icin Newman-Keuls
post-hoc testleri kullanildi. (n=9 salin, n=5 DMSO-pre, n=5 DMSO-post, n=5 PNU-pre,
n=5 PNU-post, n=10 LPS, n=10 LPS+PNU-pre, n=9 LPS+PNU-post gruplari icin)
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4.5. PNU-282987’nin Fare Karaciger Orneklerinde Olgiilen IL-1p Diizeyine
Etkileri

Fare karaciger orneklerinde ELISA metoduyla o6lclilen IL-1B konsantrasyonu,
homojenize edilen dokudaki total protein miktarina oranlanarak hesaplandi. IL-1B
konsantrasyonunun LPS varliginda degisimi ve bu degisim lizerine PNU-282987 etkisi
incelendiginde (Sekil 4.7), salin grubuyla LPS gruplari ve kontrol gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.
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Sekil 4.7. Fare karaciger orneklerinde olciilen IL-1B konsantrasyonu (pg). Data
aritmetik ortalamazortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde verildi. Gruplar arasi
istatistiksel inceleme icin One-way ANOVA; coklu karsilastirmalar icin Newman-Keuls
post-hoc testleri kullanildi. (n=9 salin, n=5 DMSO-pre, n=5 DMSO-post, n=5 PNU-pre,
n=5 PNU-post, n=10 LPS, n=10 LPS+PNU-pre, n=9 LPS+PNU-post gruplari icin)
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4.6. PNU-282987’nin Fare Dalak Orneklerinde Olgiilen IL-1B Diizeyine
Etkileri

Fare dalak orneklerinde ELISA metoduyla Olgilen IL-1B konsantrasyonu,
homojenize edilen dokudaki total protein miktarina oranlanarak hesaplandi. IL-1B
konsantrasyonunun LPS varliginda degisimi ve bu degisim lzerine PNU-282987 etkisi
incelendiginde (Sekil 4.8), salin grubuyla LPS gruplari ve kontrol gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.
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Sekil 4.8. Fare dalak 6rneklerinde olgilen IL-1B konsantrasyonu (pg). Data aritmetik
ortalamaztortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde verildi. Gruplar arasi
istatistiksel inceleme igcin One-way ANOVA; ¢oklu karsilastirmalar igin Newman-Keuls
post-hoc testleri kullanildi. (n=9 salin, n=5 DMSO-pre, n=5 DMSO-post, n=5 PNU-pre,
n=5 PNU-post, n=10 LPS, n=10 LPS+PNU-pre, n=9 LPS+PNU-post gruplari igin)
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4.7. PNU-282987’nin Fare Karaciger Orneklerinde Olgiilen TAS Diizeyine
Etkileri

Fare karaciger orneklerinde ELISA metoduyla 6lclilen TAS konsantrasyonu,
homojenize edilen dokudaki total protein miktarina oranlanarak hesaplandi. TAS
konsantrasyonunun LPS varliginda degisimi ve bu degisim lzerine PNU-282987 etkisi
incelendiginde (Sekil 4.9), LPS uygulanan grupla salin grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamh fark yoktu. LPS+PNU-pre grubunda TAS konsantrasyonu LPS grubuna
gore anlamh sekilde artti (LPS: 1,77 + 0,16, LPS+PNU-pre: 3,48 + 0,46, p<0,001).
LPS+PNU-post grubunda da TAS konsantrasyonu LPS grubuna gore anlamli sekilde
artti  (LPS+PNU-post: 5,07 + 0,48, p<0,0001). LPS+PNU-post grubunda TAS
konsantrasyonu, LPS+PNU-pre grubuna gore anlamli sekilde artti (p<0,0002). Kontrol

gruplari salin grubu ile karsilagtirildiginda anlamli fark yoktu.
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Sekil 4.9. Fare karaciger orneklerinde o6lglilen TAS konsantrasyonu (mmol). Data
aritmetik ortalamazortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde verildi. Gruplar arasi
istatistiksel inceleme igcin One-way ANOVA; ¢oklu karsilastirmalar icin Newman-Keuls
post-hoc testleri kullanildi. **p<0,001, ***p<0,0002, ****p<0,0001. (n=9 salin, n=5
DMSO-pre, n=5 DMSO-post, n=5 PNU-pre, n=5 PNU-post, n=10 LPS, n=10 LPS+PNU-
pre, n=9 LPS+PNU-post gruplari igin)
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4.8. PNU-282987’nin Fare Dalak Orneklerinde Olgiilen TAS Diizeyine Etkileri
Fare dalak orneklerinde ELISA metoduyla ol¢lilen TAS konsantrasyonu,
homojenize edilen dokudaki total protein miktarina oranlanarak hesaplandi. TAS
konsantrasyonunun LPS varliginda degisimi ve bu degisim lizerine PNU-282987 etkisi
incelendiginde (Sekil 4.10), salin grubuyla LPS gruplari ve kontrol gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlaml fark yoktu.

1.0-

- B DMSO-pre

g 0.8+ DMSO-post

“é‘ 0.6- - 1 - mm PNU-pre

E . PNU-post

.*&-. 0.4+ mm Salin

(3]

§ 0.2 LPS

> mm LPS + PNU-pre
0.0 LPS + PNU-post

Kontrol LPS

Sekil 4.10. Fare dalak orneklerinde Olglilen TAS konsantrasyonu (mmol). Data
aritmetik ortalamazortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde verildi. Gruplar arasi
istatistiksel inceleme igcin One-way ANOVA; ¢oklu karsilastirmalar icin Newman-Keuls
post-hoc testleri kullanildi. (n=9 salin, n=5 DMSO-pre, n=5 DMSO-post, n=5 PNU-pre,
n=5 PNU-post, n=10 LPS, n=10 LPS+PNU-pre, n=9 LPS+PNU-post gruplari igin)
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4.9. PNU-282987’nin Fare Karaciger Orneklerinde Olgiilen TOS Diizeyine
Etkileri

Fare karaciger orneklerinde ELISA metoduyla dlclilen TOS konsantrasyonu,
homojenize edilen dokudaki total protein miktarina oranlanarak hesaplandi. TOS
konsantrasyonunun LPS varliginda degisimi ve bu degisim lizerine PNU-282987 etkisi
incelendiginde (Sekil 4.11), salin grubuyla LPS gruplari ve kontrol gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.

40
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Sekil 4.11. Fare karaciger o6rneklerinde olgilen TOS konsantrasyonu (umol). Data
aritmetik ortalamazortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde verildi. Gruplar arasi
istatistiksel inceleme igcin One-way ANOVA; ¢oklu karsilastirmalar igin Newman-Keuls
post-hoc testleri kullanildi. (n=9 salin, n=5 DMSO-pre, n=5 DMSO-post, n=5 PNU-pre,
n=5 PNU-post, n=10 LPS, n=10 LPS+PNU-pre, n=9 LPS+PNU-post gruplari igin)
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4.10. PNU-282987’nin Fare Dalak Orneklerinde Olgiilen TOS Diizeyine
Etkileri

Fare dalak orneklerinde ELISA metoduyla olgllen TOS konsantrasyonu,
homojenize edilen dokudaki total protein miktarina oranlanarak hesaplandi. TOS
konsantrasyonunun LPS varliginda degisimi ve bu degisim lizerine PNU-282987 etkisi
incelendiginde (Sekil 4.12), LPS uygulanan grupta TOS konsantrasyonu salin grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde artti (salin: 0,03 + 0,003, LPS: 0,06 + 0,003,
p<0,0002). LPS+PNU-pre grubunda TOS konsantrasyonu LPS grubuna gore anlaml
sekilde azaldi (LPS+PNU-pre: 0,04 + 0,002, p<0,001). Kontrol gruplari salin grubu ile

karsilastirildiginda anlamli fark yoktu.

kxk
0.08- KoKk
> B DMSO-pre
__E% 0.06- T L DMSO-post
S L T B PNU-pre
§ 0.04+ PNU-post
% Hl Salin
@ 0.02- LPS
< s LPS + PNU-pre
0.00- _
Kontrol LPS LPS + PNU-post

Sekil 4.12. Fare dalak oOrneklerinde o&lgllen TOS konsantrasyonu (umol). Data
aritmetik ortalamazortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde verildi. Gruplar arasi
istatistiksel inceleme icin One-way ANOVA; coklu karsilastirmalar icin Newman-Keuls
post-hoc testleri kullanildi. ** p<0,001, ***p<0,0002. (n=9 salin, n=5 DMSO-pre, n=5
DMSO-post, n=5 PNU-pre, n=5 PNU-post, n=10 LPS, n=10 LPS+PNU-pre, n=9
LPS+PNU-post gruplariigin)



46

4.11. PNU-282987’nin Karaciger ve Dalak Hasarina Histopatolojik Etkileri
4.11.1. Salin Grubu

Karacigerde hepatositlerin cogu saglikliydi. Orneklerin ¢ogunda az sayida
hepatositin nekrotik oldugu gorildi. Ancak az sayida hepatositte dejenerasyon
izlendi. iki 6rnek disinda bazi santral venlerde staz izlenirken sinuzoidlerde staz

olmadigi dikkati ¢ekti (Sekil 4.13A). Fibrozis saptanmadi.

Dalakta kirmizi pulpada vendz sinuslerde lg¢ ornekte dilatasyon ve staz
saptanmazken 6 6rnekte sepsis grubundaki kadar ileri derecede olmamakla birlikte
yer yer dilatasyon ve staz belirgindi. iki drnekte cok sayida dev hiicre izlenirken diger
orneklerde vendz sinus komsulugunda az sayida dev hiicre izlendi (Sekil 4.13B).

Fibrozis saptanmadi.

4.11.2. LPS Grubu

Normal karaciger yapisinda izlenen santral venden perifere dogru uzanan
hepatosit hlcre kordonlari segilemedi, hicreler arasi baglantilar bozulmustu.
Hepatositlerin cogunda piknotik ¢ekirdekler vardi, bir kisim hepatositte ise ¢cekirdek
bitinliginin de bozuldugu dikkati cekti. Ozellikle santral ven cevresindeki
hepatositlerde daha fazla olmakla birlikte hepatositlerin biylik cogunlugunda sisme,
balon dejenerasyonu izlendi. Yer yer ¢cok sayida nekrotik hiicre ile dolu alanlar dikkati
cekti. Santral venlerin cogunda konjesyon ve staz izlenirken sinuzoidlerde hafif staz

vardi (Sekil 4.13C). Fibrozis saptanmadi.

Dalakta kirmizi pulpada vendz sinuslerde ileri derecede dilatasyon ve staz
izlendi. Cok sayida infiltratif hiicre ve venoz sintis komsulugunda ¢ok sayida dev hiicre

dikkati cekti (Sekil 4.13D). Fibrozis saptanmadi.
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4.11.3. LPS+PNU-pre Grubu

Karacigerde sepsis grubuna benzer sekilde 6zellikle santral ven gevresinde
piknotik cekirdekli hepatositlerle birlikte balon dejenerasyonun izlendigi hepatositler
dikkati cekti. Hepatositlerde hiicre butlnlGginin bozuldugu ve hicrelerarasi
baglantilarin kopuk oldugu goézlendi. Santral venlerde (i¢ O6rnek disinda staz
izlenmedi. incelen &rneklerin dérdiinde sepsis grubuna gore daha az sayida
sinuzoidde staz vardi. Dort 6rnekte ise sinuzoidlerde staz izlenmedi. Bir 6rnekte ise
bazi sinuzoidlerde staz saptandi (Sekil 4.13E). Fibrozis saptanmadi.

Dalakta kirmizi pulpada vendz sinuslerde sepsis grubundaki kadar ileri
derecede olmamakla birlikte dilatasyon ve staz izlendi. iki 6rnekte daha az olmakla
birlikte venoz sinus komsulugunda dev hiicre sayisindaki artis dikkati ¢ekiyordu (Sekil

4.13F). Fibrozis saptanmadi.

4.11.4. LPS+PNU-post Grubu

Karacigerde hepatositlerin ¢ogunda hiicre butinlGginin korundugu,
cekirdeklerin saglkli oldugu gorildi. Ancak LPS ve LPS+PNU-pre gruplarina gore daha
az sayida hepatositte dejenerasyon izlendi. Bazi alanlarda nekrotik hiicreler dikkati
cekti ancak nekrotik hiicre sayisi sepsis grubuna goére daha azdi. iki 6rnekte baz
santral venlerde ve sinuzoidlerde staz izlenirken, bir 6rnekte santral vende staz vardi
ancak sinuzoidlerde staz yoktu, bir 6rnekte santral vende staz yokken sinuzoidde staz
vardi. Bes ornekte ise santral ven ve sinuzoidlerde staz yoktu (Sekil 4.13G). Fibrozis
saptanmadi.

Dalakta kirmizi pulpada vendz sinuslerde sepsis grubundaki kadar ileri
derecede olmamakla birlikte dilatasyon ve staz belirgindi. U¢ 6rnekte daha az olmakla
birlikte veno6z sinus komsulugunda ¢ok sayida dev hiicre izlendi (Sekil 4.13H). Fibrozis

saptanmadi.
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4.11.5. DMSO Grubu

Karacigerde salin grubuna benzer sekilde hepatositlerin ¢ogu saglkliydi. Bir
ornekte fazla sayida nekrotik hepatosit izlenirken 6rneklerin ¢cogunda az sayida
hepatositin nekrotik oldugu gorildi. Ancak LPS grubuna gére daha az sayida
hepatositte balon dejenerasyon izlendi. Bes Ornekte santral venlerde staz
izlenmezken alti 6rnekte santral venlerde belirgin staz vardi (Sekil 4.14C). Orneklerin
higbirinde sinuzoidlerde dilatasyon ve staz yoktu. Fibrozis saptanmadi.

Dalakta kirmizi pulpada venotz sinlslerde (i¢ 6rnekte dilatasyon ve staz
saptanmazken 4 ornekte LPS grubundaki kadar ileri derecede olmamakla birlikte
dilatasyon ve staz belirgindi. 4 6rnekte ise yer yer dilatasyon ve staz vardi. Bir 6rnekte
sepsis grubuna benzer sekilde ¢ok sayida dev hiicre izlenirken, 8 6rnekte az sayida
dev hiicre ve 2 6rnekte ise ¢ok az sayida dev hiicre ven6z sinus komsulugunda gorildi

(Sekil 4.14D). Fibrozis saptanmadi.

4.11.6. PNU-pre Grubu

Karacigerde hepatositlerde hiicre butinliglu korunmustu, hicreler arasi
baglantilarin saglam oldugu goérildi. Hepatosit hlicre kordonlari segiliyordu. Santral
venlerin ¢evresindeki hepatositlerin bazilarinda dejenerasyon vardi. Ancak sepsis
grubuna gore dejenerasyonu olan hepatosit sayisi azdi. Santral ven ve sinuzoidlerde
dilatasyon ve staz yoktu (Sekil 4.14E). Fibrozis saptanmadi.

Dalakta kirmizi pulpa venoz sinislerinde diger gruplara oranla dilatasyon ve
stazin ¢ok az oldugu dikkati ¢ekti. 1 6rnek disinda ¢ok az sayida dev hiicre 6zellikle
kirmizi pulpada venoz sinus komsulugunda yer yer seciliyordu (Sekil 4.14F). Fibrozis

saptanmadi.
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4.11.7. PNU-post Grubu

Karacigerde PNU-pre grubuna benzer sekilde hepatositlerde hiicre bitunligi
korunmustu, ancak santral ven cevresinde LPS grubuna gore daha az PNU-pre
grubuna benzer sekilde bazi hepatositlerde dejenerasyon mevcuttu. Santral ven
sinuzoidlerde dilatasyon ve staz yoktu (Sekil 4.14G). Fibrozis saptanmadi.

Dalakta kirmizi pulpada vendz sinislerde belirgin dilatasyon ve staz vardi. 1
ornek disinda c¢ok az sayida dev hiicre oOzellikle kirmizi pulpada vendz sinus

komsulugunda seciliyordu (Sekil 4.14H). Fibrozis saptanmadi.
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Sekil 4.13. A. Salin KC, B. Salin dalak, C. LPS KC, D. LPS dalak, E. LPS+PNU-pre KC,

F. LPS+PNU-pre dalak, G. LPS+PNU-post KC, H. LPS+PNU-post dalak
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Sekil 4.14. A. Salin KC, B. Salin dalak, C. DMSO KC, D. DMSO dalak, E. PNU-pre KC

F. PNU-pre dalak, G. PNU-post KC, H. PNU-post dalak



Tablo 4.1. Karaciger 6rneklerine ait histolojik degerlendirme

Hiicre Dejenerasyonu Staz
Gruplar Ornekler Fibrozis
Nekrotik Balon Santral Ven Siniizoid
Hiicre Dejenerasyonu
1 + Var Yok Yok Yok
2 ++ Var Bazilarinda var Yok Yok
3 + Var Bazilarinda var Yok Yok
4 + Var Bazilarinda var Yok Yok
Salin 5 + Var Bazilarinda var Yok Yok
6 + Var Yok Yok Yok
7 ++ Var Bazilarinda var Yok Yok
8 + Var Bazilarinda var Yok Yok
9 ++ Var Bazilarinda var Yok Yok
1 +++ Var Var Var Yok
2 +++ Var Var Var Yok
3 +++ Var Var Var Yok
4 +++ Var Var Var Yok
LPS 5 +++ Var Var Var Yok
6 +++ Var Var Var Yok
7 +++ Var Var Var Yok
8 +++ Var Var Var Yok
9 +++ Var Var Var Yok
10 +++ Var Var Var Yok
1 +++ Var Bazilarinda var Bazilarinda var Yok
2 +++ Var Yok Var Yok
3 +++ Var Bazilarinda var Var Yok
4 +++ Var Bazilarinda var Var Yok
LPS+PNU-pre 5 HH Var Yok Var Yok
6 +++ Var Yok Yok Yok
7 +++ Var Yok Yok Yok
8 +++ Var Yok Yok Yok
9 +++ Var Yok Yok Yok
1 ++ Var Yok Yok Yok
2 +++ Var Bazilarinda var Var Yok
3 ++ Var Yok Var Yok
4 ++ Var Bazilarinda var Yok Yok
LPS+PNU-post 5 ++ Var Yok Yok Yok
6 ++ Var Yok Yok Yok
7 ++ Var Yok Yok Yok
8 ++ Var Yok Yok Yok
9 +++ Var Bazilarinda var Var Yok
1 ++ Var Yok Yok Yok
2 + Var Bazilarinda var Yok Yok
3 + Var Bazilarinda var Yok Yok
4 + Var Bazilarinda var Yok Yok
5 ++ Var Bazilarinda var Yok Yok
DMSO 6 + Var Yok Yok Yok
7 + Var Bazilarinda var Yok Yok
8 ++ Var Yok Yok Yok
9 + Var Bazilarinda var Yok Yok
10 + Var Yok Yok Yok
11 +++ Var Yok Yok Yok
1 + Yer yer Bazilarinda var Yok Yok
2 + Yer yer Var Yok Yok
PNU-pre 3 + Yer yer Var Yok Yok
4 + Yer yer Bazilarinda var Yok Yok
5 + Yer yer Var Yok Yok
1 + Var Yok Yok Yok
2 + Var Var Yok Yok
PNU-post 3 ++ Var Yok Yok Yok
4 + Var Var Yok Yok
5 + Var Yok Bazilarinda var Yok




Tablo 4.2. Dalak 6érneklerine ait histolojik degerlendirme

Gruplar Ornekler Dev Hiicre Venoz Siniis Konjesyonu Fibrozis
1 +++ Yer yer var Yok
2 ++ Yer yer var Yok
3 ++ Yer yer var Yok
4 ++ Yer yer var Yok
Salin 5 ++ Yok Yok
6 ++ Yer yer var Yok
7 +++ Yok Yok
8 ++ Yok Yok
9 ++ Yer yer var Yok
1 . Var Yok
2 +++ Var Yok
3 +++ Var Yok
4 +++ Var Yok
LPS 5 +++ Var Yok
6 +++ Var Yok
7 +++ Var Yok
8 +++ Var Yok
9 +++ Var Yok
10 +++ Var Yok
1 +++ Var Yok
2 +++ Var Yok
3 +++ Var Yok
4 +++ Var Yok
LPS+PNU-pre 5 . Var Yok
6 ++ Var Yok
7 +++ Var Yok
8 ++ Var Yok
9 +++ Var Yok
1 ++ Var Yok
2 +++ Var Yok
3 +++ Var Yok
4 +++ Var Yok
LPS+PNU-post 5 ++ Var Yok
6 ++ Var Yok
7 +++ Var Yok
8 +++ Var Yok
9 +++ Var Yok
1 ++ Yer yer var Yok
2 ++ Yer yer var Yok
3 +++ Yer yer var Yok
4 ++ Yok Yok
5 + Yok Yok
DMSO 6 ++ Yok Yok
7 + Yer yer var Yok
8 ++ Var Yok
9 ++ Var Yok
10 ++ Var Yok
11 ++ Var Yok
1 ++ Yer yer var Yok
2 + Yer yer var Yok
PNU-pre 3 + Var Yok
4 + Var Yok
5 + Var Yok
1 + Var Yok
2 + Var Yok
PNU-post 3 ++ Var Yok
4 + Var Yok
5 + Var Yok
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda LPS ile olusturulan deneysel fare sepsis modelinde
a7nAChR tam agonisti olan PNU-282987'nin bozulan hemodinami, oksidatif ve
inflamatuvar organ hasarina olan etkileri incelendi. Mezenter arter kan akim hizi LPS
grubunda salin grubuna gore anlamli olarak azalirken, LPS+PNU-pre ve LPS+PNU-post
gruplarinda bu azalma ortadan kalkti. Portal ven kan akim hizi LPS+PNU-post
grubunda LPS grubuna gore anlaml olarak artti. Bu artis LPS+PNU-pre grubunda
gozlenmedi. Histopatolojik olarak incelendiginde, karacigerde LPS grubunda artmis
olan nekrotik hiicre yizdesinin LPS+PNU-post grubunda azaldigi gosterildi. Karaciger
ve dalak orneklerinde 6lglilen TNF-a ve IL-1B8 dizeylerinde anlamh fark yoktu.
Karaciger oOrneklerinde oOlgllen TAS dlzeyi LPS+PNU-pre ve LPS+PNU-post
gruplarinda LPS grubuna gbre anlamli olarak artti. Dalak érneklerinde 6lgiilen TOS
diizeyi LPS grubunda salin grubuna gére anlamli olarak artarken, LPS+PNU-pre

grubunda LPS grubuna gore anlamli olarak azaldi.

Sepsiste ilk hemodinamik bozukluk deri ve mezenter dolasimda gozlenir.
Arteriyel kan basinci vazokonstriktor ajanlarla normal aralikta tutulabilir, ancak
mezenter dolasim bozulmaya devam eder. Septik sokun erken evrelerinde gozlenen
mezenter kan akimindaki azalmanin kani bdbrek ve beyin gibi vital organlara
yonlendirerek bu organlarin perfiizyonunu artirmak icin oldugu distintiliir. Mezenter
hipoperflizyonu sonucunda bagirsak iskemisi ve bakteriyel translokasyon gorilir
(140, 141). Bakteriyel translokasyonun sistemik etkisiyle proinflamatuvar sitokin
saliverilmesi siddetlenir. Bu ylizden mezenter kan akimi regiilasyonu ¢oklu organ

yetmezliginin dniine gecmek icin gereklidir.

Vaskiler diz kasin fizyolojik tonusu, lokal (damar kaynakli)) veya
noérohormonal yolaklar ile belirlenir. Perflizyon basinci ile damar ¢api kan akigini
dizenleyen ana etkenlerdir. Basing ve c¢ap etkilesimi, organ sistemlerinin
perflizyonunda ‘direng’ kavramini olusturur (142). Hayvan tirline, vaskiler yatagin

anatomik lokalizasyonuna ve damar ¢apina gore farklilik gdsteren vaskiler sistemin



55

noéronal innervasyon dagilimiimmuinohistokimyasal ¢calismalar ile gosterilmistir (143).
innervasyon dagilimindaki fark, incelenen vaskiiler yatagin 6zgiil fizyolojik tonusunun
diizenlenmesinde etkili olur. Postganglionik adrenerjik innervasyon, vaskler
sistemde direnci olusturan prekapiller damarlarda yiiksek orandadir; hemen hemen
her vaskiler yatakta tonusun diizenlenmesi vaskiler diiz kasin dogrudan adrenerjik
inervasyonu ile iliskilendirilmistir. Vaskiler diiz kasin dogrudan postganglionik
kolinerjik inervasyonu; bundan 6tirt kolinerjik inervasyonun fizyolojik tonik aktivitesi
bulunmamaktadir. Kolinerjik sistem vaskiler sistemdeki etkisini sadece endotelde
sentezini tetikledigi nitrik oksit araciligi ile, vazodilatasyon seklinde gostermektedir.
Nitrerjik sistem, sinir sonlaniminda nitrik oksit sentezi ile vazodilatasyona katkida

bulunur (144, 145).

Vaskiler sistemin tonusu ve fizyolojik islevi, sepsis iliskili damar yanit
diizensizligi sebebiyle hasarlanir. inflamasyon ile sentezi tetiklenen molekiillerin
islevleri disindaki ikincil hasarlari, arter basincini dizenleyen kardiyovaskiler
reflekslere yanitsizlik literatiirde vaskiller tonus kaybinin olasi sebepleri olarak

incelenmistir (146, 147).

IlI

Fizyolojik fonksiyonlarindan biri “miyojenik kontrol” olan nitrik oksit
vazodilatasyona sebep olan ana etmendir. Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)
aktivitesi sonucu sentezlenen ve vaskiiler diiz kas hiicresi icinde 3'-5'-siklik guanozin
monofosfat (cGMP) ile etkilesen nitrik oksit, hiicre igi kalsiyum derisimini diisiirerek,
hiperpolarizasyonda etkili kanallari aktiflestirerek vaskiler diz kasi gevsetir (148-
150). Deneysel sepsis modelleri, eNOS aktivitesinin baskilandigini gostermis;
indliklenebilen nitrik oksit sentaz (iNOS) aktivitesinin arttigini kanitlamistir. iNOS
aktivitesi nedeniyle sentez miktari artan nitrik oksit oksidatif hasara sebep olmus,

vaskuler hasarin siddetini artirmistir (151, 152). Parasempatik inervasyonun hedefi

olan endotel, hasar nedeniyle islevini yerine getirememistir.
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Ayrica prospektif klinik ¢alismalar ve deneysel hayvan modelleri, sepsis
varhginda kan akisinin  mikrodolasim  birimlerinden uzaklasip arteriyel
kompartmandan ventéz kompartmana hat degistirdigini gostermistir (153, 154).
Calismamizda mezenter arter kan akim hizi LPS grubunda salin grubuyla
karsilastirildiginda anlamli olarak azaldi, ancak portal ven kan akim hizindaki azalma

salin grubuyla karsilastirildiginda LPS grubuna gore anlamli azalma gozlenmedi.

Calismada, deneysel sepsis modeli olusturulan sicanlarda endotoksin
enjeksiyonu ardindan periferal vaskiler sistem fonksiyonunda gozlemlenen
farklihiklar literatiir ile uyum gostermektedir (155, 156). Mezenter arter kan akim

hizindaki diists yukaridaki verilerle iliskilendirilebilir.

Calismada PNU-282987 saglikl hayvanlarda mezenter arter ve portal ven kan
akim hizini etkilemedi ancak LPS enjeksiyonuyla olusturulan deneysel sepsis
modelinde tedavi edici etkiyle, anlamh olarak kan akim hizini artirdi. PNU-282987

aracili a7nAChR’lerin aktivasyonu bu olumlu etkiden sorumlu olabilir.

Hem LPS+PNU-pre hem de LPS+PNU-post gruplarinda PNU-282987'nin
mezenter arter yataginda kan akim hizini artirici etkisi ¢alismamizda gézlenmistir.
Ancak LPS+PNU-post grubunda LPS grubuna gore portal ven kan akim hizi anlamli
olarak artarken (Sekil 4.3), LPS+PNU-pre grubunda anlaml fark tespit edilmedi.
Endotoksin enjeksiyonu o©ncesi PNU-282987 uygulamasi portal vende olmayip
mezenter arterde varolan bir mekanizmayi tetikleyerek akim hizini artiriyor olabilir.
Bu farkin olusmasinda kolinerjik antiinflamatuvar refleksle dalaktan saliverilen

norepinefrinin etkisi ileri calismalarla incelenebilir.

Kolinerjik antiinflamatuvar yolagin aktivasyonu; vagus sinirinin direkt
stimilasyonuyla, a7nAChR'yi uyarmak igin nikotin veya nikotinik agonistlerin
kullanilmasiyla veya kolinesteraz inhibitorleri ile saglanabilir (157). ACh
konsantrasyonlarini artiran ve merkezi sinir sistemine gegebilen kolinesteraz
inhibitorleri inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde daha etkili olabilir (158).

Siganlarda olusturulmus deneysel kolit modelinde, hem neostigmin hem de
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fizostigmin kolonik makroskopik hasari ve nétrofil infiltrasyonunu azaltmis,
fizostigmin muhtemelen santral sinir sistemine gecebildigi icin daha iyi etki
gostermistir  (159). Buradan, santral kolinerjik reseptoérlerin  uyarilmasinin
fizostigminin antiinflamatuvar etkisine daha fazla katkida bulundugu sonucuna

varilabilir.

Deneysel fare sepsis modeliyle yapilan baska bir calismada, vagus sinir
stimilasyonu ile a7nAChR aktivasyonunun plazma, karaciger ve dalaktaki TNF-a
seviyelerini azalttig gosterilmistir (118). Baska bir calismada farede c¢ekal ligasyon ve
delme (CLP) ile olusturulan sepsis modelinde, PNU-282987, 1 mg/kg dozunda
cerrahiden 1 saat 6nce (pre) ve 2 saat sonra (post) uygulanmistir. Hem 6n tedavi (pre)
hem de tedavi (post) gruplarinda sepsise bagli akciger hasari ile bronkoalveolar lavaj
sivisinda IL-6 diizeyinin azaldigi gdzlenmistir. On tedavi grubunda ayrica artan TNF-a

diizeyi de anlamli olarak distk bulunmustur (160).

Su ve dig. (2007)'ne ait calismada, PNU-282987 ile 6n tedavinin, farelerde asit
kaynakl akut akciger hasarini azalttigi bildirilmistir (134). CLP cerrahisi yapildiktan 2
saat sonra uygulanan PNU-282987 tedavisinin de inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu
ve akciger hasarini 6nemli Olglide azalttigi gosterilmistir (160). Calismamizda
karaciger ve dalak dokusu oOrneklerinde, oOzellikle karacigerde olmak Uzere, LPS
uygulamasi ile olusan hasarda LPS+PNU-pre ve LPS+PNU-post gruplarinda diizelme

gorildu ve bu diizelme LPS+PNU-post grubunda daha belirgindi.

Pinheiro ve dig. (2017)'nin yaptig ¢alismada ise PNU-282987, on tedavi
grubunda LPS indiiksiyonundan 30 dk once, tedavi grubunda ise 6 saat sonra
uygulanmistir. LPS indiiksiyonu sonrasi bronkoalveolar lavaj sivisinda artan TNF-a ve
IL-1B dizeyleri hem 6n tedavi hem de tedavi gruplarinda anlamli olarak azalmistir. Bu
azalma IL-1p diizeyi igin daha efektif olup 6n tedavi ve tedavi gruplariarasinda anlamli
fark yoktur (136). Calismamizda karaciger ve dalak érneklerinde 6lctilen TNF-a ve IL-

1B konsantrasyonlarinda gruplar arasinda anlamli fark bulunmamasi, doku diizeyinde
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heniiz inflamatuvar yanitin olusmamis olabilecegini duistindirmektedir. Doku
ornekleri yerine serumda TNF-a ve IL-1B diizeylerinin 6lciminin yapilmasi bu
calisma icin daha yararli olabilirdi. Ayrica galismamizda kullanilan LPS serotipinin farkli

olmasinin da bu sonuglarin bir nedeni olabilecegi disinilmektedir.

Oksidatif stres organizmadaki ROS (iretimi ile antioksidan kapasite arasindaki
dengesizlik olarak tanimlanir. Total oksidan durum genellikle hidrojen peroksit,
peroksil radikalleri ve DNA hasar belirtecleri gibi nispeten kararli ROS ailesi iyelerinin
dogrudan Olcimi yoluyla belirlenir. Total antioksidan durum ise gliclii serbest
radikallere karsi viicudun total antioksidan kapasitesini dlgen bir metottur. Mevcut
arastirmalar, sepsisli yogun bakim Unitesi hastalarinda TOS ve TAS arasindaki

dengesizlik ile klinik siddetin degerlendirilebilecegini diislindirtmektedir (161).

Lipopolisakkaritin TLR4 reseptorine baglanarak inflamatuvar vyanitlar
uyarmasi, sentezi/saliverilmesi artan proinflamatuvar sitokinlerin hicre igi yolaklar
araciligiyla oksidatif hasarin oncisu radikallerin sentezini tetiklemesi, endotoksin
enjeksiyonu ile olusturulan deneysel hayvan septik sok modellerinde oksidatif hasarin
inflamasyon ile iliskili nedenleridir (162-164). inflamatuvar yanitin oksidatif hasar
sonucu uyarilmasi veya inflamatuvar yanit siddetinin oksidatif hasar ile artmasi kisir

dongliye sebep olur (165).

inflamatuvar yanitlarin diizenlenmesinde otonom sinir sisteminin rolii klinik
calismalar ve hayvan deneyleri ile incelenmistir. Kolinerjik sistemin uyarilmasi (deney
hayvaninda vagal sinirin uyarilmasi, makrofaj kiltiirinde ACh inkiibasyonu gibi)
endotoksin ile tetiklenen inflamatuvar yaniti baskilamistir (166, 167). Kolinerjik
antiinflamatuvar  etkinin olugsmasinda a7 nikotinik asetilkolin  reseptor

aktivasyonunun ozellikle etkili oldugu belirtilmistir (124).
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Oksidatif hasar, kolinerjik uyarima inflamatuvar profile benzer sekilde yanit
verir. Vagal sinir innervasyonunun cerrahi/farmakolojik yontemler ile engellendigi
hayvan deneylerinde endotoksin ile indiklenen oksidatif hasarin arttig
gdzlemlenmistir (168). inflamasyona eslik eden oksidatif hasar, hiicresel inflamatuvar
dengeyi dizenleyen vagal uyarimin endotoksin ile dogrudan hasari ile
iliskilendirilebilir. Diyet degisikligi uygulanan deney hayvanlarinda barsak
mikrobiyatasinin degisimi proinflamatuvar bakteriyal Grlin olan lipopolisakkarit ve
proinflamatuvar sitokin miktarinin artisina sebep olmustur. Bu hayvanlarda vagal
uyarimda lipopolisakkarit iliskili hasar tespit edilmistir (169). Calismada, PNU-282987
tedavisinin oksidatif hasara etkisi endotoksin enjeksiyonu ardindan engellenen vagal

uyarimi artirmasi ile aciklanabilir.

Bu tez calismasinin ana bulgusu son yillarda ilgi ceken bir konu olan kolinerjik
antiinflamatuvar yolagin ve bu mekanizma ile iliskili a7nAChR agonisti olan
PNU-282987’'nin, deneysel fare sepsis modelinde azalmis mezenter arter kan akimini

artirmasi ve karaciger, dalak hasarini azaltmasidir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

1. a7nAChR agonisti PNU-282987, LPS (0111:B4) ile olusturulan deneysel fare sepsis

modelinde gézlenen mezenter arter kan akim hizindaki azalmayi énlemistir.

2. PNU-282987’nin LPS uygulamasindan hem 6nce hem de sonra verilmesi mezenter

arter kan akim hizini artirmigtir.

3. LPS uygulamasindan sonra yapilan PNU-282987 tedavisinde portal ven kan akim

hizi, LPS grubuna gore anlamli olarak artmistir.

4. Karaciger ve dalak orneklerinde 6lglilen TNF-a ve IL-1B dizeylerinde gruplar
arasinda fark bulunmamistir. TNF-a ve IL-1B dizeyleri bu deneysel modelde farkl

zamanda Olgulebilir ya da serumda 6lgiimiin yapilmasi daha aydinlatici olabilir.

5. Karaciger ve dalak drneklerinde yapilan histopatolojik incelemede LPS ile olugan
doku hasarinin 6zellikle karacigerde azaldig1 gdzlenmistir. Bu azalma LPS sonrasi PNU-

282987 tedavisinde daha yuksektir.

6. Farkli bir sepsis modeli olarak ¢ekal ligasyon ve delme (CLP) modeliyle de bu hipotez

test edilebilir.

7. LPS (O55:B5) serotipi ile deneysel sepsis modeli olusturularak benzer etkilerin olup

olmadigi test edilebilir.
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