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1. OZET

Giris: Trombosit graniilleri, neo-alveolarizasyona aracilik eden proanjiyojenik stromal
hiicre kaynakli faktor-1 (SDF-1/CXCL12) icerir. Trombosit kaynakli SDF-1in kemik iliginde
kok hiicrelerin mobilizasyonunun saglandigi, hemo-vaskiiler bir nis olusturarak kok hiicreleri
topladig1 da gosterilmistir. SDF-1 ayn1 zamanda kok hiicrelerin endotelyal progenitor hiicrelere
(EPC'ler) doniismesi i¢in giiglii bir uyaricidir. Trombositler SDF-1’den bagka vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF), epidermal biiyiime
faktorii (EGF), trombosit kaynakli biiytime faktorii (PDGF) ve matriks metaloproteinazlar gibi
molekiilleri de serbestlestirerek anjiyogenezi uyarir. Trombositler plazminojen aktivatorii
inhibitérii-1 (PAI-1), endostatin, trombospondin gibi antianjiogenik faktorleri de igerir.
Trombositler hem proanjiogenik hem de antianjiyogenik faktorler igerdigi i¢in, trombositlerin
anjiyogenezi nasil uyarabildigi veya inhibe edebildigi ve bu durumun hangi ¢evresel faktorlerle

diizenlendigi kesin olarak bilinmemektedir.

Amag: Bu calismanin amaci kronik aralikli hipoksinin trombosit kaynakli proanjiyogenik
ve antianjiyogenik molekiiller iizerindeki etkisini, akciger hasar1 sonrasinda endotelyal
progenitér hiicrelerin dokuya yerlesimini artirip artirmadigini ve endotelyal progenitor
hiicrelerin doku hasar1 bolgesine yerlesmesinin trombosit kaynakli SDF-1 seviyesindeki olas1

bir degisiklikten etkilenip etkilenmedigini arastirmaktir.

Gerec ve Yontem: 10 haftalik, erkek Wistar Albino tiirii sicanlar Kontrol, Akciger Hasar1
(AH), Kronik Aralikli Hipoksi (KH), Kronik Araliklt Hipoksi + Akciger Hasar1 (KH+AH)
gruplar olarak ayrildi. Hipoksi uygulamasi hipobarik hipoksik kamarada 42 giin boyunca,
giinde 6 saat, 3.000 metre ylikseklige karsilik gelen atmosferik basing (69,3 kPa, 520 mmHg,
~%14 0O2) ortaminda yapildi. Akciger hasar1 olusturmak i¢in intratrakeal yoldan
lipopolisakkarit 100 pg/100g dozunda verildi. Akciger hasarindan 3 giin sonra hayvanlar feda
edildi, kan ve akciger 6rnekleri alindi. Kan 6rneklerinden trombositler ayrildi, sayildi ve daha
once bildirilmis ti¢ asamali bir prosediir ile yikandi. Trombositlerin par¢alanmasi ile elde edilen
siipernatant &rneklerinde VEGF, SDF-1, PDGF, endostatin, trombospondin-1, PAI-1
konsantrasyonlar1 06l¢iildii. Akciger dokusunda immiinofloresan yontem ile EPC varligi

degerlendirildi.



Bulgular: Sicanlarin agirliginda hipoksi oncesi ve sonrast onemli farklilik yoktu.
KH+AH grubunun mililitredeki hiicre sayis1 (p<0,001) ve toplam elde edilen hiicre sayisi
(p<0,001) diger gruplardan yiiksek bulundu. KH grubunun SDF-1 konsantrasyonlar1 kontrol
(p<0,01) ve AH (p<0,05) gruplarindan diisiik bulundu. KH grubunda PAI-1 konsantrasyonu
kontrol grubundan (p<0,05) yiiksek bulundu. AH grubunun endostatin konsantrasyonu, kontrol
(p<0,01) ve KH+AH (p<0,01) gruplarina gore yiiksek bulundu. Trombospondin
konsantrasyonu KH grubunda kontrol (p<0,01), AH (p<0,01) ve KH+AH (p<0,05) gruplardan
ylksek bulundu. Hiicre basina diisen SDF-1 konsantrasyonu KH+AH gruplarinda kontrol
(p<0,001) ve AH (p<0,01) gruplarina gore diisiik bulundu. Hiicre basina diisen VEGF, PDGF,
PAI-1, endostatin, trombospondin konsantrasyonlart KH+AH grubunda kontrol (p<0,001), AH
(p<0,001) ve KH (p<0,05) gruplarindan diisiik bulundu. Immiinfloresan gériintiilemelerde
EPC’ler kontrol grubuna goére AH grubunda daha yogun gozlenirken, KH ve KH+AH
gruplarinda EPC’ler gozlenmedi.

Sonug¢: Calismamizin sonucunda hipoksiye bagl olarak proanjiogenik faktorlerden olan
SDF-1’in azaldig1 ve buna baglh olarak akciger hasar1 sonrasinda hasarli dokuya EPC’lerin
yerlesiminin azaldig1 goriilmiistiir. VEGF ve PDGF konsantrasyonlarinda ise hipoksiye bagl
anlaml1 bir degisiklik bulunmamistir. Antianjiogenik faktdrlerden olan PAI ve trombospondin-
1 konsantrasyonu ise KH’ye bagh olarak artarken, endostatin konsantrasyonu AH’na bagl
olarak artmistirr KH+AH grubunda hiicre basina diisen tiim faktdr konsantrasyonlar1 diger
gruplara gore oldukca diisiik bulundu. Bu durumun KH’nin megakaryositlere olan etkisine
bagli olabilecegi diisiiniildii. Sonuglarimiz KH’nin trombosit fonksiyonlarini degistirdigini

gostermektedir, ancak bu alanda daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: trombosit, kronik aralikli hipoksi, SDF-1, anjiogenez, akciger hasar1



2. ABSTRACT

Introduction: The granules of platelets contain proangiogenic stromal cell-derived
factor-1 (SDF-1/CXCL12), which mediates neo-alveolarization. It has also been shown that
platelet-derived SDF-1 mobilizes stem cells from the bone marrow and recruits them by
forming a hemo-vascular niche. SDF-1 is also a potent stimulator of stem cells to transform
into endothelial progenitor cells (EPCs). Platelets promote angiogenesis by releasing molecules
besides SDF-1, such as vascular endothelial growth factor (VEGF), fibroblast growth factor
(FGF), epidermal growth factor (EGF), platelet-derived growth factor (PDGF), and matrix
metalloproteinases. Platelets also contain antiangiogenic factors such as plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1), endostatin and thrombospondin. Since platelets contain both proangiogenic
and antiangiogenic regulatory proteins, it is not known exactly how platelets can stimulate or

inhibit angiogenesis and by which environmental factors this is regulated.

Aim: The aim of this study was to investigate the effect of chronic intermittent hypoxia
on platelet-derived proangiogenic and antiangiogenic molecules, whether it improves
endothelial progenitor cell placement in tissue after lung injury, and whether the placement of
endothelial progenitor cells at the tissue damage site is affected by a possible change in platelet-

derived SDF-1 level.

Materials and methods: Male Wistar Albino rats of 10 weeks of age were allocated into
Control, Lung Injury (AH), Chronic Intermittent Hypoxia (KH), Chronic Intermittent Hypoxia
+ Lung Injury (KH+AH) groups. Hypoxia was applied in the hypobaric hypoxic chamber for
42 days, 6 hours a day, at an altitude of 3,000 meters, in an atmospheric pressure (69.3 kPa, 520
mmHg, ~14% O3) environment. Lipopolysaccharide was administered intratracheally at a dose
of 100 pg/100g to induce lung injury. Animals were sacrificed 3 days after lung injury and blood
and lung samples were taken. Platelets were separated from blood samples, counted and washed
via a previously described three-step procedure. VEGF, SDF-1, PDGF, endostatin,
thrombospondin-1, PAI-1 concentrations were measured in the supernatant samples obtained
after the lysis of platelets. Presence of EPC in lung tissue was evaluated by immunofluorescence

method.

Results: There was no significant difference in the weight of the rats before and after

hypoxia. The number of cells per milliliter (p<0,001) and the total number of cells obtained in



the KH+AH group (p<0,001) were higher than the other groups. SDF-1 concentrations of KH
group were lower than the control (p<0,01) and AH (p<0,05) groups. PAI-1 concentration in
the KH group was higher than the control group (p<0,05). Endostatin concentration was
significantly higher in the AH group than the control (p<0,01) and KH+AH (p<0,01) groups.
Thrombospondin concentration was higher in the KH group than control (p<0,01), AH(p<0,01)
and KH+AH (p<0,05) groups. SDF-1 concentration per cell was lower in the KH+AH groups
compared to the control (p<0,001) and AH (p<0,01) groups. VEGF, PDGF, PAI-1, endostatin,
and thrombospondin concentrations per cell were lower in the KH+AH group than control
(p<0,001), AH (p<0,001) and KH (p<0,05) groups. In immunofluorescent imaging, EPCs were
observed more intensely in the AH group compared to the control group, while EPCs were not

observed in the KH and KH+AH groups.

Conclusions: Our results demonstrated that SDF-1, one of the proangiogenic factors,
decreased after to hypoxia, and accordingly, the placement of EPCs to the damaged tissue
decreased after lung injury. No significant changes were observed in VEGF and PDGF
concentrations after hypoxia. The concentrations of antiangiogenic factors, including PAI-1 and
thrombospondin-1, increased due to chronic hypoxia, while the concentration of endostatin
increased due to lung injury. In the KH+AH group, all factor concentrations per cell were found
to be considerably lower than other groups. This might be related to the effect of chronic
hypoxia on megakaryocytes. Our results show that chronic hypoxia may alter platelet functions,

however, more studies are needed in this area.

Key Words: platelets, chronic intermittent hypoxia, SDF-1, angiogenesis, lung injury



3. GIRIS VE AMAC

Memelilerde akciger hasar1 (AH) ya da akcigerin rezeksiyonu kalan akciger alveollerinde
kiitle ve gaz degisim fonksiyonunun restorasyonuna yol acar. Bu kompanse edici akciger
bliylimesi ve/veya yenilenme siireci yeni fonksiyonel alveoler birimlerin olusum siirecidir.
Akciger rezeksiyonu ile de tetiklenen neo-alveolerizasyon basta alveoler epitel hiicreleri,
endotelyal hiicreler ve mezenkimal hiicreler olmak {izere birkag hiicre tipinin artis1 ile olusan
bir siirectir (1). Vaskiiler hiicre proliferasyonu ve mezenkimal kok hiicrelerin migrasyonunu
iceren pulmoner vaskiiler remodalizasyon bir¢ok akciger hastaligimin ve onariminin anahtar
Ozelligidir. Biitiin bu hiicresel siireclerde rol oynayan biiyiime faktorleri ve inflamatuar

mediatdrlerin molekiiler mekanizmalar1 hala tam olarak anlagilamamaistir (2).

Rafii S. ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢aligmada farelerde akciger dokusunun bir kisminin
alinmasi sonrasi saglam akciger dokusunda olusan fonksiyonel alveoler iinitedeki ve kok
hiicrelerdeki artigin trombosit aktivasyonuna bagli oldugu, trombositopenik farelerde alveoler
tinitedeki artisin  olusmadigini  gostermislerdir. Akciger lobu kaybinin kalan saglikli
akcigerlerde alveoler rejenerasyonu nasil tetikledigi tam olarak bilinmese de trombositlerin

roliine isaret edilmistir (1).

Pulmoner dolasimdan siirekli olarak gecen trombositler aktive olduklarinda sadece
hemostatik mekanizmalarda rol almakla kalmazlar, ayn1 zamanda doku onariminda da 6nemli
role sahiptirler. Graniillerinde c¢esitli ve zengin peptit ve lipid mediyatdrler barindiran
trombositler endotel hiicreleri ile birlikte ¢oklu patofizyolojik siirecleri yonetir. Strese yanit
olarak trombositler aktive olup hasarli endotele yapisirlar ve alfa graniil igeriklerini
serbestlestirirler. Trombositler hasarli bolgeye lokalize bir sekilde yiiksek konsantrasyonlarda

anjiyogenez diizenleyici molekiilleri biriktirebilirler (1, 3).

Aktive trombositler akciger alveollerinin rejenerasyonunun baglatilmasinda énemlidir.
Trombositler neo-alveolerizasyona aracilik etmek igin graniillerinde proanjiyogenik stromal
hiicre kaynakli faktor-1 (SDF-1/ CXCL12) barindirirlar. Alveoler rejenerasyon mezenkimal
kok hiicrelerin aktivasyonu, anjiyogenik faktorler, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii-A
(VEGF-A) ve fibroblast biiyiime faktorleri (FGF'ler) dahil olmak iizere g¢esitli sinyal

molekiillerinin sinerjik etkilerinin koordineli bir siirecidir (1, 2).



Trombosit biyogenezinde akciger mikrosirkiilasyonu da ©nem tasir. Akciger
mikrosirkiilasyonunu dogrudan goriintiileyerek yapilan bir ¢alismada ¢ok sayida
megakaryositin akcigerde bulundugu ve pulmoner dolasimdan dinamik olarak trombositleri
serbest biraktiklar1 gosterilmistir. Trombosit biyogenezine akciger katkisi toplam trombosit
tretiminin yaklasik %50'si veya saatte 10 milyon trombosit liretimi ile 6nemlidir. Kemik
iliginde trombositopeni gelismesi ve kok hiicre eksikligi kosullarinda bu progenitorler
akcigerlerden disar1 go¢ edebilir, kemik iligini doldurabilir, kan trombositlerini yeniden
olusturabilir ve ¢oklu hematopoietik soylara katkida bulunabilirler. Bu bulgular akcigerleri
terminal trombosit iiretiminin birincil bolgesi ve dnemli hematopoietik potansiyele sahip bir

organ olarak konumlandirir (4).

Trombosit kaynakli SDF-1 'in trombosite 0zgii genetik silinmesi ile alveoler
rejenerasyondaki rolii ortaya ¢ikarilmistir. Trombositopenik farelerde alveoler rejenerasyonun
bozuldugu gosterilmistir. SDF-1 geninin trombosite 6zgii genetik silinmesi (SDF-17) ile
alveoler rejenerasyonun bozuldugu gézlemlenmis, SDF-1"/ * trombositlerin bu farelere
transflizyonu ile alveoler rejenerasyon diizelmistir. Trombosit kaynakli SDF-1’in bu etkisinin
mezenkimal kok hiicrelerin hiicre zarinda bulunan kemokin reseptor 4 ve 7 (CXCR4 ve 7)'yi
uyarmasi ile pro-rejeneratif matriks metalloproteinaz 14 (MMP14)'lin olugsmasina bagli oldugu
gosterilmistir. Ayn1 zamanda trombosit kaynakli SDF-1’in hemovaskiiler bir nis olusturarak

akcigerlere kok hiicreleri topladig1 da gosterilmistir (1, 2) .

SDF-1 endotelyal progenitor hiicrelerin (EPC'ler) olusmasi i¢in kok hiicrelerin giiclii bir
uyaricisidir. EPC'ler dogrudan yeni olusan damarlara yerlesen ve parakrin faktorler salgilayarak
yeni damarlarin biiyiimesini artiran kemik iligi kaynakli hiicrelerdir. SDF-1 i¢in ana reseptor
olan CXCR4 yalnizca EPC'lerde degil, ayn1 zamanda olgun endotelyal hiicrelerde, noral
onciillerde ve diiz kas onciillerinde de bulunur ve biitiin bu hiicrelerin yarali ve onarim
gerektiren alanlara goclinde kritik 6neme sahiptir. SDF-1/CXCR4 aksinin aktivasyonu

EPC’lerin hayatta kalmalarini ve endotelyal hiicrelere farklilagmasini saglar (5).

Xu J. ve ark. (2007)’nin ¢alismasinda trombosit kaynakli SDF-1’in kok hiicrelerde
bulunan CXCR4 reseptoriine baglanmasi ile kemik iliginden kok hiicrelerin mobilizasyonunun
saglandig1r gosterilmistir. SDF-1/CXCR4 aksmin yabani tip ve MMP-9’un genetik olarak
susturuldugu farelerde bleomisinle olusturulmus akciger hasart modelindeki rolii arastirilmas,
akcigerlerdeki hasarin biiytlikliigii ile SDF-1 ve CXCR4 ifade eden hiicre sayilarindaki artigin
uyumlu oldugu gosterilmistir (6) .



Doku ve/veya organ hasariyla ilgili uyaranlara yanit olarak nislerden dolasima gecen
onciil hiicreler hasar bolgesine ¢ekilerek doku yenilenmesine dahil olur. Stellos K. ve ark.’nin
(2008) calismasinda aktive olmamis trombositlerin ylizeyinde SDF-1'in ekspresyonu diisiik
bulunmustur. Ancak aktive olmalar1 ile SDF-1 yiizey ekspresyonunun 6énemli oranda arttigi
gosterilmistir. Iskemi / reperfiizyon hasarindan sonra farelerin mikro sirkiilasyonunda trombosit
kaynakli SDF-1’in kemik iligi kaynakli CD34+ kok hiicrelerinin hasarli endotele adezyonunu

ve bu hiicrelerin EPC’lere farklilasmasini sagladigi gosterilmistir (7).

Trombositlerin kiiltiir ortaminda endotel hiicrelerini uyardig1 ve in vitro ortamda kilcal
damar benzeri yapilarin olusumunu destekledigi bilinmektedir. Trombositler SDF-1"den baska
VEGF, FGF, epidermal biiylime faktorii (EGF), trombosit kaynakli biiytime faktorii (PDGF)
ve MMP'ler gibi molekiilleri de serbestlestirerek anjiyogenezi baglatir (8).

Trombosit graniilleri anjiyogenez inhibitorleri olan endostatin, platelet faktor-4,
trombospondin-1, alfa 2-makroglobulin, plazminojen aktivatdr inhibitorii-1(PAI-1) ve
anjiyostatini de igerir. Bir dizi deneysel veri ve klinik arastirma trombositlerin anjiyogenezin
ana diizenleyicileri oldugunu gostermistir. Bununla birlikte trombositler hem proanjiogenik
hem de antianjiyogenik diizenleyici proteinler i¢erdigi i¢in, trombositlerin anjiyogenezi nasil
uyarabildigi veya inhibe edebildigi ve bu durumun hangi ¢evresel faktorlerle diizenlendigi net

degildir (8, 9) .

Trombosit aktivasyonu anjiyogenik faktorlerin sekresyonunu ve trombosit yiizeyindeki
SDF-1 ekspresyonunu uyarir. ilging bir sekilde bu anjiyogenik faktdrlerin, 6zellikle SDF-1 ve
endostatinin trombosit yiizey ekspresyonu ile ortama salinmalari senkronize degildir. Ornegin,
tlim agonistlerin trombosit SDF-1 ve endostatin ekspresyonunu énemli dlgiide arttirdigi, ancak
Proteazla Aktiflesen Reseptor-4 (PAR4-AP)’iin uyarilmasi ile sadece endostatin salgilandigi
gosterilmistir. Bu durum trombosit yilizeyinde eksprese olan SDF-1 ile trombositlerden salinan
plazma SDF-1 seviyeleri arasindaki zayif korelasyonu agiklayabilir. Artmis trombosit SDF-1
ylizey ekspresyonu anjiyogenez agisindan Onemlidir ve hasarli damarlarda EPC’lerin

yerlesmesini artirabilir (9) .

Anjiyogenez siireci anjiyogenezin uyaricilart ve inhibitorlerinin lokal olarak stirekli
etkilesimi ile diizenlenir ve bunlardaki dengesizlik ¢ok sayida inflamatuar ve malign yanita,
iskemik ve immiin bozukluga neden olur. Italiano J. ve ark. (2008)’nin g¢alismasinda
trombositlerin anjiyogenez diizenleyici proteinler iceren birden ¢ok tipte, en az iki farkli a-
graniil igcerme olasili@i gosterilmistir. Bununla birlikte o ve yogun graniillerin farklilagsma
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mekanizmalar1 bilinmemektedir (8) . Zhou B. ve ark. (2013)’nin ¢alismasinda agik yaraya
trombositten zengin ve trombositten fakir plazma uygulanmis, trombositten zengin plazmanin

yara bolgesine daha fazla kan akisini sagladig1 gosterilmistir (10) .

Trombosit kaynakli biiytime faktéri (PDGF) son yillarda kapsamli bir sekilde
incelenmistir. Trombosit aktivasyonu ile transmembran PDGF reseptorii (PDGFR)’niin
uyarilmasmin ardindan hiicrelerin hayatta kalmasi, ¢ogalmasi ve gocliyle sonuglanan
sinyalizasyon izlenir. Bu nedenle PDGFR aktivasyonu hiicresel homeostaz ve ayrica
patofizyolojik  proliferatif bozukluklarin olusumunda ©6nemli rol oynar. PDGFR
sinyalizasyonunun diizenlemesinin pulmoner vaskiiler remodalizasyonda énemi gosterilmistir.
Genetik bir yaklagimla pulmoner vaskiiler yeniden yapilanmada PDGFR aktivasyonunun ana
rolii dogrulanmigtir. immiinohistokimyasal bulgular pulmoner vaskiiler yeniden yapilanmada
SDF-1/CXCR4 aksinin rolii oldugunu ve SDF-1 ile PDGF sinyali arasinda potansiyel bir
etkilesime isaret eder (11) .

Aralikli hipoksi hiicreleri, dokulari, organlar1 ve tim organizmay1 daha yogun ve/veya
kronik hipoksi, iskemi ve diger streslerden korumasi nedeniyle klinik tip ve atletizm
antrenmanlari i¢in giderek daha ilgi ¢eken bir yontem haline gelmektedir. Serebrovskaya, T. ve
ark. (2011)’nin ¢alismasinda iki haftalik normobarik dongiisel hipoksi programi proinflamatuar
sitokinleri bastirirken dolasimdaki hematopoetik kok hiicreleri, kompleman aktivasyonunu,
dolasimdaki trombositleri ve noétrofillerin fagositik ve bakterisidal aktiviteleri artirdig:
gosterilmistir. Aralikli hipoksiden en az yedi giin sonra devam eden bu yanitin inflamasyonu
siddetlendirmeden viicudun Dbagisiklik yanmitin1  giiclendirmeye hizmet edebilecegi

diisiiniilmistiir (12).

Feng W. ve ark. (2011)’nin ¢aligmasinda hipoksiye bagli anjiyogenez degerlendirilmis,
kemik iliginden kok hiicrelerin dolasima gegmesi i¢in hipoksik bolgeler ile kemik iligi arasinda

iletisim kuruldugu ve bunun trombositopenik farelerde azaldig1 gosterilmistir (2).

Hipoksiye bagli anjiyogenezde kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin iskemik
dokuya yerlesimi, iskemik dokunun kemik iligi ile etkilesimi Onemlidir. Kemik iliginin
proanjiyogenik hiicreleri serbest birakmasi i¢in sinyalin dolasim yoluyla iletilmesi durumunda,
bu sinyalin organizmanin diger kisimlarina ulagsmasini 6nlemek ve iletisimin 6zgulliigiini
saglamak i¢in bir araca ihtiyag¢ vardir. Bu nedenle trombositlerin hipoksik ve hasarli dokular ile
kemik iligi arasinda iletisimin korunmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Onemli olan
trombositlerin segici olarak proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktorleri hiicreye alip, hiicreden
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salabilmeleridir. Bu nedenle trombositlerin biiylime faktorleri ve sitokinler i¢in diizenlenmis bir

saklama alan1 gorevi gordiigi diistintilmektedir (2) .

VEGF gibi SDF-1 de hipoksi tarafindan diizenlenir (5). Iskemik hastaliklarda hipoksiye
bagli trombosit fenotipi degismekte ve sinyal iletim yolu proteinlerinin ekspresyonundaki
degisiklikler nedeniyle trombosit yanitlarinda degisiklikler olusmaktadir. Bu nedenle trombosit

fenotipi ve islevi iskemik ve hipoksik hastaliklarda daha iyi karakterize edilmelidir (13) .

Hipoksinin kok hiicrelere olan etkisi ortaya ¢ikan bir¢ok adaptasyon siireci acgisindan
onemlidir. Yaklasik 40 yildir kok hiicrelerin hipoksiye hizla yanit verebildigi bilinmektedir.
Aragtirmalar hipoksinin hematopoietik CD34+ kok hiicrelerin ¢ogalmasini engelledigini ancak
ikincil kiiltiirlerde koloni olusturan hiicre liretme kapasitesini korudugunu gostermistir. Oksijen
varlig1 kok hiicrelerinin pluripotent 6zelligi ile farklilasma arasindaki dengeyi derinden etkiler.
Hipoksinin farkli yogunluklari ve siireleri kok hiicre gelisimi lizerinde 6nemli ve ¢esitli etkilere
sahip olabilir, ancak farkli siire ve yogunluktaki aralikli hipoksinin insan kok hiicreleri

tizerindeki etkileri hakkinda bilgiler yetersizdir (12) .

Mevcut literatiir bilgilerine gére trombosit fonksiyonlarindan anjiogenezin modiilasyonu
doku rejenerasyonu i¢in onemlidir. Literatiirde trombositlerin proanjiogenik ve antianjiogenik
faktorleri hasarli bolgede lokal olarak salgilayarak endotel hasarinin iyilesmesi ve bu alana kok
hiicrelerin yerlesmesi ile ilgili bilgiler mevcuttur. Ancak kronik aralikli hipoksi (KH) varliginda
trombosit fonksiyonlarini belirleyen faktorler diizeyinde etkilenme olup olmadigi ve kok

hiicrelerin davraniglari ile ilgili calismalar yetersizdir.
Amac ve Hedef:
Bu c¢alismanin amac1 kronik aralikli hipoksinin;

1) Trombosit proanjiogenik ve antianjiogenik mediyatorler lizerinde etkisini,

2) Akeciger hasar1 sonrasinda endotelyal progenitor hiicrelerin dokuya yerlesimini artirip
artirmadigini ve

3) Trombosit kaynakli SDF-1 diizeyindeki muhtemel degisikligin endotelyal progenitor

hiicrelerin doku hasar1 olan bolgeye yerlesimine etkisi olup olmadigini aragtirmaktir.

Bu amagla kronik aralikli hipoksiye maruz birakilan si¢anlara lipopolisakkarit verilerek

akciger hasar1 olusturuldu. Akcigerlerden alinan orneklerde immiinfloresan yontem ile kok
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hiicrelerin yerlesimi incelendi. Kan orneklerinden elde edilen trombositten zengin plazma
(TZP)’da proanjiogenik (SDF-1, VEGF, PDGF) ve antianjiogenik (PAI-1, endostatin,

trombospondin) faktorlerin diizeyleri dl¢iildii.

Cahismanin Hipotezleri:

6 haftalik KH sonrasi

1) Trombositlerde bulunan proanjiogenik faktorlerin artmasi ve antianjiogenik
faktorlerin azalmasi,

2) Akciger hasar1 sonrasinda trombosit kaynakli proanjiogenik faktorlerden SDF-1’in
etkisi ile endotelyal progenitor hiicrelerin doku hasar1 olan bolgelere yerlesimini

artirmast beklenmektedir.
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4. GENEL BIiLGILER

4.1. Hipoksi

Aerobik metabolizma i¢in memelilerde oksijen gereklidir. Bu siirecte mitokondride enerji
veren bir maddenin (6rnegin sekerler, yaglar) oksijenle birlestirilmesiyle CO2 ve H2O ile enerji
uiretilir. Hipoksi hiicrede diisiik oksijen icerigi ve kismi basing durumudur. Hiicre tipine,
metabolik gereksinimlerine ve hipoksiye uyum saglama yetenegine bagl olarak cesitli hipoksi

seviyelerine verilen yanit, adaptasyondan hiicre 6liimiine kadar degisebilir (14) .

Dort tip hipoksi vardir

1. Hipoksemik tip; dokulara giden kandaki oksijen basincinin hemoglobini
doyuramayacak kadar diisiik oldugu hipoksi,

2. Anemik tip; fonksiyonel hemoglobin miktariin ¢ok az oldugu ve dolayisiyla kanin
oksijen tasima kapasitesinin ¢ok diisiik oldugu hipoksi,

3. Hipoperfiizyon tip; dokulara kan akisinin azaldig1 veya diizensiz dagildig1 hipoksi,

4. Histotoksik tip; dokuda hiicrelerin toksisite nedeni ile oksijeni uygun sekilde

kullanamadig1 hipoksidir (15).

4.1.1. Oksijenin Hiicrede Rolleri

Memeli hiicreleri adenozin trifosfat (ATP) yoluyla enerji liretimi i¢in oksijene ihtiyag
duyar. Hiicresel solunumda glikoliz ve ardindan Krebs dongiisii yoluyla ATP iiretilir. Aerobik
kosullarda glikoz molekiilii basina 38 ATP molekiilii verirken, anaerobik kosullarda glikoz
molekiilii bagina sadece 2 ATP olusur. Hiicrenin herhangi bir oksijen kaynagina yakinlig1 enerji
{iretim mekanizmasini diizenler. Ornegin, biiyiik eklemlerin avaskiiler eklem kikirdaginda
bulunan kondrositler, %1 ile %6 arasinda degisen oksijen gerilimleri yasarlar ve enerji
ihtiyaclart i¢in esas olarak glikoliz kullanirlar. Lokal oksijen konsantrasyonlar1 hiicresel
farklilasmay1 da yonlendirebilir. Tibia kortekslerinden izole edilen hiicrelerin in vitro olarak
yiiksek (%35) oksijen konsantrasyonlar1 altinda tutuldugunda kemige ve diisiik oksijen (%5)
konsantrasyonlar1 altinda tutuldugunda kikirdaga farklilastigini gosterilmistir. Kikirdak ve

kemigin oksijenle yonlendirilen farklilagsmasina iliskin baska caligmalar da bulunmaktadir (16).
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Oksijen seviyesi hiicre farklilagmasini ve buna bagli olarak multiorganogenezi
diizenler. Oksijen seviyesi organ ve doku tiplerinin yani sira embriyodan yetiskin viicuduna
kadar degisir. Oksijen akcigerden gecer ve daha sonra damar dolasim sisteminden gegerek her
organa daha kiigiik miktarlarda ulasir, oksijen seviyesi viicutta kan dolagiminda yiizde iki ila on

oraninda tutulur (17).

Calismalar oksijen seviyelerinin hiicresel enerji liretimini, metabolizmay1, proliferasyonu
ve farklilasmayr diizenledigini bildirmistir.  Ayn1 zamanda doku diizeyinde oksijen
degerlerindeki farkliligin komsu organlarin fonksiyonlarinda ve sinyalizasyonunda diizenleyici
roller oynuyor gibi goriinmektedir. Bunlar, hiicre tipine, doku islevine, hastalik durumuna ve

organ ortamina bagli olarak degisir (17).

Oksijen varlig1 epitelizasyon, kollajen sentezi ve anjiyogenez i¢in kritik olmasina ragmen,
oksijenin eksikligi (hipoksi) yara iyilesmesinde ©nemli fizyolojik sinyaldir. Oksijen
konsantrasyonu Ozellikle yaranin merkezinde diiser. Yaranin neden oldugu akut hipoksinin
sitokinlerin indiiksiyonu ve cesitli hiicre i¢i sinyal yollar1 ile hiicresel proliferasyonu,
migrasyonu, ve farklilasmayi diizenledigi i¢in yara iyilesmesinin tiim fazlar1 sirasinda 6nemli

bir sinyal olduguna inanilmaktadir (16).

Doku hipoksisine {i¢ genel anormallik neden olabilir: hipoksemi, dokulara oksijen

iletiminin bozulmasi ve doku oksijen ekstraksiyonu/kullaniminin bozulmasi (14).

Hipoksinin etkileri hem klinik olarak kardiyorespiratuar hastaliklarin patofizyolojik
mekanizmalarin1 ayirt etmekle, hem de yiiksek irtifaya yanit olarak meydana gelen adaptif
degisiklikleri anlamakla ilgilidir. Insanlar yiiksek irtifalara ¢iktikca, oksijeni verimli kullanmak
icin hipoksiye uyum saglarlar. Hipoksiye aligma siirecinde, ventilasyonda artis, dokulara
oksijen dagitimmi saglamak i¢in kardiyovaskiiler sistemdeki adaptasyonlar ve oksijenin
metabolik siireclerde daha verimli kullanilmasina izin veren doku seviyesindeki degisiklikler
gozlenir. Caligmalar gen ifadesini bu degisikliklerin nasil diizenlendigini belirlemeye
odaklanmistir. Organlarin molekiiler ve genomik seviyesine hipoksiye verdigi yanitlar ile ilgili

bilimsel veriler olmakla birlikte trombositlerin hipoksiye yanit1 ile ilgili ¢caligmalar kisithdir

(18).

Hem kronik hipoksi, hem de kronik hiperoksi, stres uyaranlar1 olarak kabul edilir. Bu
kosullarda, oksijen radikalleri (ROS) iiretilir. Bunlar hiicre membranlarinin yapisal ve

fonksiyonel bilesenlerine zarar verir. Aerobik organizmalarda oksijen kaynagimin %90'mmdan
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fazlas1 mitokondri tarafindan kullanilir. Mitokondri, yiiksek irtifadaki adaptasyon
mekanizmalariyla ilgili oldugundan, kronik hipoksi, yaglanma siirecinin bazi yonleriyle de

iligkilendirilmistir (19).

Hipoksik ve hiperoksik kosullarda hiicrelerin oksijeni kullanimi, metabolik islevlerin
enzimatik aktivitelerini etkiler. Farkli tiirlerin metabolik hizlar1 yasam siireleri ile
iligkilendirilmistir. Artan metabolizma hizi artan enerji harcamasi nedeniyle daha kisa bir yasam
stiresi ile sonuglanir. Ayrica artan metabolik hiz, yogun egzersiz ve stres yaslanmay1

etkileyebilecek ROS salinimini indiikler (19).

Kronik hipoksinin akut ve kronik etkileri hakkinda ¢ok sey bilinmesine ragmen, aralikli
hipoksinin etkileri hakkinda daha az sey bilinmektedir. Hipoksiye tekrar tekrar maruz kalma
hem yararli hem de olumsuz etkileri agisindan incelenmistir. Ornegin, tekrarlayan hipoksinin
fonksiyonel faydalar1 hem hastalardaki terapotik degeri hem de sporculardaki performans
degeri i¢in aragtirilmistir. Bununla birlikte, uyku apne sendromu ve prematiire apnesi ile iliskili
aralikli hipokseminin klinik patolojisi, kronik dongiisel hipoksinin uzun vadeli olumsuz

sonuclarinin olabilecegini diisiindiirmektedir (18, 20).

4.1.2. Arahkh Hipoksi

Aralikli hipoksinin temel 6zelligi, normoksi donemlerinin arasina serpistirilmis
tekrarlayan hipoksi donemlerinin biitiiniidiir. Bununla birlikte bu tanim uygulama araligini
anlamay1 saglamaz. Neyin "aralikli hipoksi" olarak tanimlanmasi gerektigine dair gergek bir
fikir birligi olmadig1 gibi, aralikli hipoksinin biyolojik etkisini tanimlayan temel degiskenlere
iliskin gergek bir anlayis da yok gibi goriinmektedir (20). Bu degisikliklerin tam dogas1 dinamik
olarak uygulama tipine bagli olabilirken, yanitlar aralikli hipoksinin kiimiilatif bir etkisi
oldugunu da diistindiirmektedir. Araliklt hipoksinin kronik olmasi, yanitin koruyucu yanittan

patolojik yanit esigini gecip ge¢medigini de belirleyebilir (18).

Literatiirde arastiricisinin perspektifine bagli olarak degisiklik gosteren cok sayida
aralikli hipoksi protokolii bulunmaktadir. Bu protokolleri birbirlerinden bes farkli diizlemde

ayirabiliriz:

1) Hipoksinin siddeti (soluk havasinda bulunan Oz %2- %16)
2) Hipoksik epizodunun siiresi (15-30 saniye- 12 saat)
3) Giinliik hipoksi/reoksijenizasyon sikluslarinin sayist (3- 2400)
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4) Hipoksi uygulama sekli (Giinliik birden fazla epizotlar veya haftada 3 giin gibi)
5) Protokoliin toplam siiresi (2-90 giin).

Literatiir verileri incelendiginde 1liml1 hipoksinin (soluk havasinda bulunan Oz %9-16),
diisiik epizot sayisinin (3-15 epizot/giin) yararh etkilere sebep olurken, siddetli hipoksinin
(soluk havasinda bulunan O; %3-8) ve yiiksek epizot sayisinin (48-2.400 epizot/giin) patolojik
etkilere sebep oldugu goriilmektedir (20).

Akut ve kronik hipoksinin etkileri uzun yillardir degerlendirilmektedir. Aralikli hipoksi
insanlarda hipoksik maruziyetin en yaygin sekli olmasina ragmen, bu konudaki ¢caligmalar son
yillarda yeni baslamistir. Aralikli hipoksi siddetli egzersiz, ugak yolculuklari, yiiksek irtifaya
maruz kalma, yenidoganlarda uyku, obstriiktif uyku apnesi sendromu (OSAS) ve c¢esitli

solunum yolu hastaliklar1 gibi fizyolojik ve patofizyolojik durumlarda gézlenebilir (21).

Aralikl1 hipoksik antrenmanin 6liimciil hipoksiden kurtulmay1 saglamasinin yani sira bazi
hastaliklarda koruma sagladigi ve sporcularda egzersiz performansini iyilestirdigi One
stiriilmiistiir. Aralikli hipoksinin klinik kullanimi, hastay1 bir dizi hastalik siirecinin stresine
hazirlamada faydali bir terapdtik modalite olarak kabul edilmektedir. Strese adaptasyon, daha
sonra hastalifin genel stresine karsi koruma saglayabilen stres proteinlerinin ve antioksidan
sistemlerin ekspresyonunun artmasiyla sonuglanir. Bu diislinceyi destekleyen c¢ok sayida
caligma vardir. Aralikli hipoksik epizodlarin, kronik hipoksiye benzer adaptasyonlar iirettigi ve
bu adaptasyonlarin, ¢esitli hastalik siireclerinin oksidatif stresinden koruma sagladigi

diistintilmektedir (18).

Aralikli hipoksik antrenman, sporcularda egzersiz performansini artirmak i¢in yararli bir
strateji olarak kabul edilmektedir. Antrenmanlar pulmoner rehabilitasyonun temel bir
bilesenidir (22). Kronik hipoksinin olumsuz etkilerini 6nlemek i¢in hematolojik ve solunumsal
adaptasyonlarin olusumunu desteklemede aralikli hipoksi énemli goriilmektedir. Protokoller
farklilik gosterse de aralikli hipoksi antrenman programlarinin ¢ogunun sonuglar1 oldukca
etkileyicidir. Aralikli hipoksik antrenmanlar; egzersiz siiresini, toplam eritrosit sayisini ve
hemoglobini artirir, egzersize kalp hizi yanitini azaltir ve ventilasyon esik diizeylerini artirarak

egzersize bagh laktat yiikiinii saga kaydirir (18).

Aralikli hipoksinin faydalarinin yani sira zararlar1 da vardir. Kronik aralikli hipoksi
muhtemelen pulmoner vaskiiler yeniden sekillenme ve pulmoner hipertansiyon ile iligkili

olarak sag ventrikiil kalp kiitlesini 6nemli 6l¢iide artirir. Aralikli hipoksi fetal biiyiimeyi 6nemli
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Olclide azalttigindan, 6zellikle fetliste normal gelisim lizerinde de zararh etkileri vardir. Bununla
birlikte OSAS olan hastalarda hipertansiyon, gelisimsel kusurlar, néropatolojik ve norobiligsel
kusurlar, oksidatif hasara kars1 artan duyarlilik bulunur ve muhtemelen miyokard ve beyin
enfarktiisii riskleri artmistir. Kronik aralikli hipoksi, aralikli hiperkapni ve uyku diizensizliginin
birlikte oldugu bu hastalikta hiicresel, molekiiler ve genomik diizeydeki tepkiler tizerindeki

yanitlart ve etkilerini anlamak 6nemlidir (18).

OSAS’ta oldugu gibi kronik aralikli hipoksinin sistemik arteriyel hipertansiyona neden
oldugu, saglikli insanlarda yiiksek irtifada oldugu gibi kronik hipoksinin pulmoner arteriyel
hipertansiyona aracilik ettigi bilinmektedir. Iklim kosullarina adapte olmus ya da olmamis
yiiksek irtifada yasayan her bireyde sistemik kan basincinin yiikseldigi bulunmustur. Yiiksek
irtifaya maruziyette bu artis ilk olarak yeterli doku oksijenasyonunu saglamak i¢in adaptasyon
stirecinin bir pargasidir. Submaksimal ve maksimal egzersiz yiiksek irtifadaki gibi sistemik kan
basincini yiikseltir. Kan basincinda bu yiikselmenin artan sempatik uyaridan kaynaklandigi ve
alfa adrenerjik blokaj ile hafifletilebildigi ancak ortadan kaldirilamadigi gdsterilmistir.
Sempatik aktivitedeki artisga hipoksik kemorefleks mekanizmalarinin aracilik ettigi

bilinmektedir (23).

4.1.3. Kronik Hipoksi ile Aralikhh Hipoksi Arasindaki Farklar

Kronik ve aralikli hipoksiye maruz kalmaya verilen yanitlarda bazi 6énemli farkliliklar

vardir.

1. Hipoksiye kars1 bifazik solunum tepkisi vardir yani, ventilasyonda baslangicta bir
artisin ve ardindan 3-5 dakika sonra hipoksik ventilatuar diisiisiin oldugu, zamana
bagli yanittir. Kronik hipokside ventilasyondaki ilk artig 6nemli 6l¢iide azalmistir ve
hipoksik ventilasyondaki diisiis fazladir. Aralikli hipoksi kronik hipoksinin aksine,
hipoksik ventilasyondaki diisiisii ortadan kaldirir. Bu durum aralikli hipoksinin
solunumun noral aktivitesini degistirme 6zelligi ile baglantili olabilir.

2. Aralikli hipoksi solunum aktivitesinin serotonerjik bagimli fasilitasyonu ile
normoksik ventilasyon siiresini uzatir, ancak kronik hipoksi bunu yapamaz.

3. Aralikli hipoksiye verilen yanitlardaki varyasyonlar genetik farkliliklar tarafindan da
belirlenebilir (18).
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4.2. Trombositler

Trombositler, megakaryositlerden ayrilarak olusurlar. Bir megakaryositin parcalanmasi
ile yaklasik 500 trombosit iiretebilirler. Trombositler megakaryositlerin sitoplazmasindan
ayrildiktan sonra kan dolasiminda 9 ila 11 giin arasinda dolasirlar. Cekirdeksiz hiicrelerdir ve
hiicresel boliinme gecirdigine dair bir kanit yoktur, ancak son arastirmalarda mRNA'y1 igsleme

ve protein sentezi de dahil olmak {izere bircok beklenmedik hiicresel islevleri tanimlanmistir

(24, 25).

Trombositlerin yapisinda mitokondri ve sitoplazmalarinda rastgele dagilan spesifik
graniiller, lizozomlar, karmagik bir zar sistemi ile iskelet bilesenleri (mikrotiibiiller ve aktin
filamentleri) olup, sitoplazmasinda enerji kaynagi olarak biiylik miktarda glikojen vardir (26,
27). Hiicre membranm iki belirgin yapidan olusur: Sitozol ve cevreleyen ortam arasinda
baglantilara izin veren agik kanalikiiler sistem (OCS) ve 6nemli metabolik enzimleri depolayan

yogun tiibiiler sistem (YTS)(27).

Yogun graniiller fosfatlar, niikleotidler, katyonlar ve biyoaktif aminler igerir. a-graniiller
biiylime faktorleri, sitokinler, kemokinler gibi ¢esitli proteinleri igerir. Lizozomlar proteinleri,
karbonhidratlar1 ve fosfatlar1 hidrolize eden enzimler icerir. Trombosit hiicre zar1 serotonin,
ADP ve interlokin-1 (IL-1) gibi trombositin kendi bilesenlerine yonelik reseptorler dahil olmak
lizere cesitli reseptorleri ifade eder. Trombositler, ¢ekirdekleri olmamasina ragmen mRNA,
mikroRNA, mitokondrial DNA igerirler. Bu nedenle, trombositler protein iiretebilir. Aktive
trombositler mitokondriyi serbest birakir, mitokondriyal zardan yag asitleri ve lizofosfolipitler,

fosfolipazA2 salarak inflamasyonu destekler (26).

Olgunlasan megakaryositler diger graniil hiicreler gibi, bol miktarda ribozom ve protein
sentezinin meydana geldigi kaba endoplazmik retikulum igerir. Megakaryosit gelisiminin bu
asamasinda sitoplazma, hiicre iskeleti proteinleri, trombosite 6zgii reseptorler, salg1 graniilleri,

mitokondri ve lizozomlar gibi normal hiicresel organellerle dolar (28).

YTS prostaglandinlerin biyosentezi i¢in ana bolgedir. Bu hiicre i¢i zar organeli aragidonik
asitten tromboksan olusum siirecini katabolize eden fosfolipid degistirici enzimleri, yani

siklooksijenaz ve tromboksan sentetazi depolar (27).
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4.2.1. Trombosit Mitokondrisi

Mitokondri, enerji ve redoks metabolizmasini, stres direncini ve hiicre oliimiinii
diizenleyen fizyolojik sinyal yollarinda ve ayrica bir¢ok hastaligin patogenezinde yer alir . Bu
organel sekil, say1 ve boyut olarak ¢ok dinamiktir. Mitokondrinin i¢ ve disg zar1 vardir.
Mitokondri i¢ zar1, elektron tasima sistemini olusturan bir dizi protein kompleksinin bulundugu,
sirali redoks reaksiyonlarinin, besin oksidasyonundan iiretilen elektronlar: molekiiler oksijene

dontistiigli yerdir (29).

Cekirdeksiz hiicreler olmalarina ragmen, trombositler, hiicre fizyolojisine ve patolojik
durumlara katilim1 giderek daha fazla kanitlanmis olan fonksiyonel olarak aktif mitokondriye

sahiptir (30).

Trombosit mitokondrisi enerji metabolizmasindaki klasik rolleriyle birlikte trombosit
aktivasyonu, kalsiyum metabolizmasi, reaktif oksijen radikalleri liretimi ile de iliskilidir.
Trombosit aktivasyonunda mitokondri gegirgenligi artar, reaktif oksijen radikalleri liretiminde
artis olur. Mitokondri ayrica farkli agonistler tarafindan tetiklenen trombosit apoptozuna da

aracilik eder (29).

4.2.2. Trombosit Graniilleri

Trombositler ii¢ tip salgi araci igerir: Yogun graniiller, a-graniiller ve lizozomlar.
Trombositler sitokinler, kemokinler ve biiylime faktorleri gibi genis bir aktif madde yelpazesi
icerirler. Bugiline kadar trombositin kendi fonksiyonlarint ve cevredeki ortamla iletigimi
saglayan 1.100'den fazla trombosit kayakli protein tanimlanmistir. Inflamasyonu yoneten,
bagisiklik hiicrelerini uyaran ve hatta mikrobiyal organizmalara saldiran askerlerdir. Hasarli
dokunun onarimina yardimci olan biiylime faktorlerini ve onarimi durdurucu molekiilleri
bolgesel olarak belli bir alana salar. Anjiogenezin baglatilmast ve simirlandirilmasini

diizenlerler (31).

Graniiller salg1 vezikiilleridir: Salgilanan ¢6ziliniir molekiillerin bir kism1 hiicre dis1 siviya
yayilir. Baz1 proteinler ise trombositlerin ylizeyine yapisir, hiicre zarinin periferal proteinleri
haline gelir. Graniillerin salgilanmasi, diizenlenmis bir ekzositoz yolu ile olur, graniil membran

plazma zarina dahil olur (27).
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Trombositler dis ortamda uygun kosullarda tutulduklarinda birkag¢ giin boyunca protein
sentezlemeye devam ederler. Bu bulgular, trombositlerin son derece farklilasmis durumlarina
ragmen, biyosentetik olarak onceden diisiiniilenden daha karmasik oldugunu gostermektedir.
Ayrica trombositlerin ¢evresel uyaranlara yanit olarak fenotipik kompozisyonlarini
diizenleyebilecegi One stiriilmektedir(25). Trombositler, depoladiklar1 bir dizi modiilatér ve
aktif bilesikleri salgilayarak damar hasarina ve dolasimdaki molekiillere yanit veren son derece

reaktif bir hiicredir(27).

4.2.2.1. Yogun Graniiller

Yogun graniiller en kiigiik trombosit graniilleridir (ortalama ¢ap 150 nm). Acik bir alan

ve tek bir zarla ¢evrili yogun opak yogun bir ¢ekirdegin varligi ile karakterize edilirler (27).

Yogun graniiller hem agir hem de elektron yogun olduklar i¢in bu adla anilir. Elektron
demetini emerler ve bu nedenle, boyanmamuis biitiin trombosit preparatlarinin elektron mikroskobu
ile goriintiilendiginde 6ziinde yogundurlar. Erken megakaryosit doneminde yogun graniiller olusur,

burada olgunlagma sirasinda adenin niikleotidleri ve serotonin ile doldurulurlar (27).

Yogun graniil bilegenleri, protein olmayan kii¢iik molekiillerdir. ADP/ATP oran1 1,5 olan
yiiksek konsantrasyonlarda adenin niikleotidleri (toplam trombosit igeriginin %65') igerirler.
Bu adenin niikleotid havuzu metabolik olarak inerttir ve trombositlerin radyoaktif-etiketli fosfat
inkiibasyonu ile etiketlenmedigi i¢in metabolik havuzdan ayirt edilebilir. Yogun graniiller 65
milimolar konsantrasyonda serotonin (5-hidroksitriptamin,5-HT) igeren depolama graniilleridir
ve bu nedenle orijinal olarak 5-HT organelleri olarak adlandirilmistir. Yogun graniillerde,
adenin niikleotidleri ve pirofosfat molekiiller arasi1 kuvvetler tarafindan bir arada tutulan
kalsiyum ve serotonin ile sik1 kompleksler olusturur. Bu agir kompleks yogun graniillere 6zgii
olarak iki ozellik kazandirir: Yiiksek miktarda kalsiyum iyonize halde degildir ve bu durum
yuksek stabiliteye katkida bulunur; Yogun graniiller ¢ok yiiksek bir konsantrasyon gradyani
yoluyla serotonini stabilize eder, stabilize olan serotonin konsantrasyonu, plazmadakinden

1000 kat daha yiiksek olabilir (27).

4.2.2.2. a-graniiller

Trombosit a-graniillerinde anjiogenezi baglatan ve sonlandiran/sinirlandiran proteinler
bulunur. o-graniiller boyut ve sayr olarak ana graniil popiilasyonunu temsil ederler. Von

Willebrand Faktorii (VWF), multimerin ve faktér V a-graniillerde bulunur (27).
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Trombosit basma yaklasik 50-80 a-graniil vardir. Bunlar trombosit hacminin kabaca
%10'unu olusturur, yogun graniillerden 10 kat daha fazladir. Trombosit basina toplam o-graniil

membran yiizey alan1 14 um?'dir, yaklagik olarak OCS’ye esittir (32).

a-graniillerde bulunan baslica proanjiogenik faktorler; VEGF, PDGF, FGF, Epidermal
Biiyiime Faktorii (EGF), Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF) ve Insiilin-benzeri Biiyiime Faktorii
(IGF), anjiyopoetin, SDF-1 (CXCL12) veya Matriks Metalloproteinazlardir (MMP-1,-2 ve -9).
a-graniiller ayrica trombospondin-1, trombosit faktor-4 (PF-4/CXCL4), anjiyostatin, endostatin
ve metalloproteinazlarin spesifik doku inhibitorleri gibi anti-anjiyogenik faktorler icerir. Bu
bliyiime faktorleri, ¢esitli inflamatuar hiicrelerden de salinir. Ancak, trombositlerin damar hasari
bolgelerinde birikme hizi, onlar1 bu mitojenik aracilarin ilgili bir kaynagi haline getirmektedir.
Bu hipotez 6nkol insizyonu ile yapilan bir ¢calismada tika¢ olusumundan sonraki ilk dakikalarda
VEGF konsantrasyonlarinin ii¢ kat arttig1 bulgusu ile desteklenmistir. Ayrica VEGF'nin in vivo

olusan trombiis i¢inde de biriktigi bilinmektedir (27, 33) .

Anjiyogenik ve antianjiyogenik faktorlerin farkli a-graniillerde bulundugu gosterilmistir.
PARI stimiilasyonuna (anjiyojenik faktorlerin salinmasina neden olan) ve PAR4 stimiilasyonuna
(antianjiyojenik faktorlerin salinmasina neden olan) yanit olarak anjiyogenik faktorlerin farkl
zamanlarda salgilandigi gosterilmistir. Kemokin mikrodizileri kullanan PAR1 ve PAR4
agonistlerine yanit olarak o-graniil igeriklerinin salgilanmasini degerlendiren kapsamli bir dizi
caligmada graniillerin olaya bagl salgis1 gosterilememistir. Caligmalar tarafindan desteklenen

temel diislince a-graniillerin i¢eriginin rastlantisal olarak dagildigidir (34).

4.2.3. Reseptor-Ligand Etkilesimleri

Akis kosullart altinda, 6zellikle yiliksek akis kesme hizlarinda, trombositlerin kan damari
duvarma ilk yapigmasi endotel yiizeyinde veya subendotelyal matriste hareketsizlestirilmis
VWEF ile trombosit reseptorii glikoprotein (GP) Ib-1X arasindaki etkilesimi gerektirir. VWF ve
GPIba, birbirlerine olan yakinliklarini artiran konformasyonel degisikliklere ugrayarak artan
kesme kuvvetine yanit verirler, trombosit yapigmasina izin veren kaymaya dayanikli "yakalama
baglar1" veya "esnek baglar" olustururlar. GPIba'nin sitoplazmik alani filamin A ile etkilesim
yoluyla trombosit plazma zarinin altinda yatan aktin filamentlerine baglanir. Bu etkilesim
membran yapisint ve trombosit seklini korumak icin kritiktir ve ayrica trombosit adezyonu

sirasinda kesme kuvvetine direnmek i¢in 6nemli bir yapisal giiglendirmedir (33).
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Aktive trombositlerin dolasimdaki lokositleri etkiledigi gosterilmistir. Damar duvarina
yapisik olan trombositler bolgeye lokositleri toplayabilir, bu da sonunda damar duvarinda ve
dokuda 16kosit infiltrasyonuna yol agar. Bu baglanmadan sorumlu reseptor etkilesimleri PSGL-
1'in P-selektin ile baglanmas1 ve ardindan Mac-1 araciligiyla GPIba'ye [40] ve/veya JAM-C
[41] ve ICAM-2 dahil olmak iizere trombosit zarinin diger reseptorlerine baglanmasidir. Farkl
kosullar altinda fibrinojen (GPIIb/GPIlla'ya bagli) veya yiiksek molekiiler agirlikli kininojen
(GPla'ya bagli) gibi proteinlerin baglanmasi gerekebilir. Bu yapisma siireclerinin ardindan,
l6kosit i¢indeki inflamatuar kaskatlar aktive olur ve aterogenez gibi damar hasarmin

ilerlemesine katkida bulunur (33).

4.2.4. Trombosit Kaynakh SDF-1

4.2.4.1. SDF-1 Tanimi

Kemokinler 8 ila 12 kDa peptit yapisindadir ve hiicre yerlesmesi, aktivasyonu ve
farklilagmasi ile ilgili kemoatraktan sitokinler olarak islev goriirler. Kemokinler spesifik G-
protein-bagli transmembran reseptorlerine baglanir. Cogu kemokin birden fazla reseptore
baglanir ve/veya ayni reseptor birden fazla kemokine baglanabilir. Kemokinler yapilar igindeki

sisteinin yerlesimine bagli olarak (CXCL, CCL, CX3CL1 ve XCL1/2) simiflandirilir (35).

Kemokin terminolojisine gore CXCL12 olarak adlandirilan stromal hiicre kaynakli faktor-
1 (SDF-1), ti¢ farkli grup tarafindan bagimsiz olarak kesfedilmistir ve pre-B-hiicresi biiylime
uyarici faktor (PBSF), stromal hiicre kaynakli faktoér-1 (SDF-1) veya tetradecanoylphorbol-13-
acetate tarafindan bastirilmis gen 1 (TPAR1) olarak tanimlanmistir (35).

SDF-1, ¢ok ¢esitli hiicre tipleri ve ¢esitli dokularin stroma hiicreleri tarafindan eksprese
edilir (36). SDF-1’in mRNA ekspresyonu akcigerde, beyinde, kalpte, karacigerde, bobrekte,
dalakta, lenf dugiimlerinde, midede, gastrointestinal sistemde, kasta, akciger kaynakli
fibroblastlarda, kalp ve gelisen beyincik hiicrelerinde gosterilmistir. Ozellikle kemik iligi
stromal hiicrelerinde ve Ozellikle B hiicre lenfopoezisini destekleyen hiicrelerde yiiksek
seviyelerde bulunur. Bu durum inflamasyondan ziyade immiinitedeki dnemine isaret etmektedir

(35, 37, 38).

SDF-1 integrinler gibi baglanma molekiillerinin aktivasyonu ile hiicrelerin stroma ve

endotelyal hiicrelere baglanmasini saglar (35).
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SDF-1 tarafindan uyarildiktan sonra hiicreler, muhtemelen NF-kB yolunun aktivasyonu

yoluyla daha fazla MMP (6rnegin, MMP-9), nitrik oksit ve VEGF salgilar (35).

SDF-1'e yanit veren hiicre tipleri arasinda monositler ve makrofajlar, B ve T lenfositler,
trombositler ve megakaryositler ve hem hematopoietik progenitorler hem de kok hiicreler dahil

CD34+ hiicreler bulunur (39).

4.2.4.2. SDF-1 Reseptorleri

Trombosit kaynakli SDF-1'in reseptoriic CXCR4 ve CXCR7’dir. CXCR4 kemik iligi
kaynakl1 onciil hiicreler (CD34 ‘progenitorler), dolasimdaki EPC’leri, olgun endotel hiicreleri,

diiz kas onciil hiicreleri, megakaryositler ve trombositlerin kendileri gibi bir ¢ok hiicrede

bulunmaktadir (38).

CXCR4 reseptorii aynt zamanda primordial germ hiicreleri, noral, karaciger ve kas kok
hiicreleri, retina pigment epitelyal Onciil hiicreleri, bagirsak epitel hiicreleri, fibrositler,
dolasimdaki mezenkimal kok hiicreler ve dolasimdaki onciil epitel hiicreleri {izerinde
bulunmustur. SDF-1/CXCR4 biyolojik aksinin hematopoietik olmayan 6nciil hiicrelerin gog

etmesinde de 6nemli oldugu anlamina gelir (35).

SDF-1'nin reseptorii CXCR4'e baglanmasi birka¢ sinyal yolunun aktivasyonu ile
sonuglanir. CXCR4'e baglandiktan sonra reseptOriin dimerizasyonunu tetikledigi One
striilmiistiir. Ek olarak diger ylizey reseptorleri sinyal iletim yollarinin proteinleri ile daha
verimli bir sekilde etkilesime girmek ve dolayistyla kemotaksiyi indiiklemek i¢cin CXCR4'lin

hiicre zarina dahil edilmesi gerektigine dair kanitlar vardir (35).

CXCR4 aktivasyonu, heterotrimerik protein kompleksinin (Gofy) a ve By alt birimlerine
ayrismasina yol agar, bu durum C-terminalinin tirozin kalmtilarmin JAK2 ve JAK3 kinazlar
yoluyla fosforilasyonu ile sonuglanir. Fosforillenmis CXCR4/SDF-1 kompleksi daha sonra G-
protein-bagl reseptor kinazlari igeren bir mekanizma ve B-arestinin baglanmasi yoluyla hizla

hiicre igine alinir (35).

Bu islem, CXCR4 reseptdr sinyalini sonlandirir ve kalsiyum akis1 ve prolin agisindan
zengin kinaz-2 (Pyk-2), p130Cas, kinaz, paxilin, Crk, Crk-L, protein kinaz C, fosfolipaz C-g,
mitojenle aktive olan protein kinaz gibi fokal yapisma bilesenleri (MAPK) p42/44-ELK-1, PI3-
kinaz, AKT ve niikleer faktor kappa B (NF-kB) gibi bir dizi sinyal yolunu aktive eder. PI3-
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kinaz nihayetinde aktin polimerizasyonunda ve hiicre iskeleti yeniden diizenlemelerinde yer
alan efektor proteinleri artirmak i¢in Rho/Rac/cdc4?2 araciliiyla sinyal olusturur ve bu durum

kemotaksis ve adezyon molekiilii artis1 ile sonuglanir (35).

SDF-1’in CXCR4’1i doyurulabilir konsantrasyonlardan daha aziyla uyardigi kosullar
altinda CXCR4 hiicre ylizeyinde yeniden ifade edilmek iizere plazma membranina geri taginir.
Bu sirada CXCR4'iin klatrin kapli cukurlara ve oradan endozomlara hareketi gézlenir. Bununla
birlikte, CXCR4 uzun siireli yiiksek SDF-1 konsantrasyonlarina maruz kalirsa ve reseptor
doygunlugu saglanirsa, endozomlardan gelen CXCR4'lin onemli bir kismi, bozunma ig¢in

lizozoma hareket eder (35).

SDF-1 ayrica yiiksek afinite ile diger bir reseptor CXCR7'ye baglanir. CXCR?7 kalp ve
merkezi sinir sisteminin gelisimi, ilkel germ hiicrelerinin gogii, ayrica tiimor biiyiimesi ve
metastazda 6nem tasir. Her iki reseptor de birbiriyle baglantili ve birbirlerinden farkl rollere
sahipti. CXCR7 ayrica CXCR7-CXCR4 heterodimerizasyonu yoluyla CXCR4 aracili
sinyalizasyonu modiile edebilir. Ancak CXCR7'nin varlig1 ve trombosit patofizyolojisine

katkis1 heniiz arastirilmamistir (40).

4.2.4.3. SDF-1’in Diizenlenmesi

SDF-1, sitokinler/biiylime faktorleri, kemokinler ve diger diizenleyici faktorler arasindaki
karmasik etkilesimler yoluyla diizenlenir. Ornegin, endotel hiicrelerinde SDF-1 gen
ekspresyonu transkripsiyon faktorii hipoksi ile indiiklenen faktdr-1 (HIF-1) tarafindan
diizenlenir ve iskemik dokularda azalmis oksijen ile dogru orantili olarak SDF-1'in secici in

vivo ekspresyonu ile sonuglanir (35).

HIF-1 doku hipoksisinin belirleyici bir aracisidir ve endotelyal hiicrelerinde hipoksi ile
dogrudan baglantili olarak SDF-1 ifadesini artirir. Doku yenilenmesi sirasinda SDF-1
ekspresyonu diizenli oksijenizasyondan sonra normallesir. Diisiik oksijen konsantrasyonu farkli
hiicre tiplerinde (monositler, monosit tiirevli makrofajlar, tiimérle iligkili makrofajlar,
endotelyal hiicreler ve kanser hiicreleri) CXCR4'lin yiiksek ekspresyonunu indiikler, bu da

SDF-1'e artan kemotaktik yanitla paraleldir (38).

Ayn1 zamanda disik yogunluklu lipoprotein (LDL) artis1 ile seyreden
hiperkolesterolemide de periferik kanda artmis SDF-1 seviyeleri trombositlerde, CXCR4-

pozitif B lenfositlerde, notrofillerde ve karaciger progenitor hiicrelerde artiga neden olmustur.
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Yiiksek kolesteroliin kemik iliginde SDF-1: CXCR4 aksina etki ettigi lenfositoz, trombositoz

ve hematopoetik kok hiicre mobilizasyonu ile sonu¢landigi gosterilmistir (41).

4.2.4.4. SDF-1’in Trombosite EtKisi

SDF-1 anti-apoptotik potansiyeli ile muhtemelen dolasimdaki trombositlerin hayatta
kalmasini ve doniisiimiinii diizenliyor olabilir. Bu nedenle, trombositler sadece SDF-1 kaynagi
degil ayn1 zamanda gelisimleri (yani trombosit biyogenezi- megakaryopoez) ve hayatiyetlerinin

devam etmesi SDF-1 tarafindan diizenlenmektedir (40).

Trombositlerin gog ettigi ve bdylece damar duvarini istila ettigi gosterilmistir. Trombosit
gbcii SDF-1 tarafindan uyarilir. Sonug olarak, trombosit go¢ii, Ca>" kanali olan Orail'in ve Ca?*
ile aktive olan K" kanali SK4'in aktivasyonuna baglidir, ancak Cl kanallarinin aktivitesi ile
muhtemelen iligkili degildir. Bir ¢aligmada, trombositlerin SDF-1 ile uyarilan migrasyonunun,
Ca?" kanal inhibitorleri (2-APB ve SKF96365)'nin yan1 sira K kanal inhibitorlerine duyarli
oldugu, ancak CI kanal inhibit6rii (NPPB)’ye karsi duyarli olmadig1 gosterilmistir (42).

CCL22 (macrophage-derived chemokine, MDC) ve SDF-1, trombosit P-selektin
ekspresyonunu indiikleyebilir, kollajen ve fibrinojene trombosit yapigmasini uyarabilir ve

cesitli trombosit kemokinlerinin salintmini indiikleyebilir (43).

4.2.4.5. SDF-1’in Megakaryosite Etkisi

CXCR4 daha 6nce akim sitometri veya ters transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu ile
gosterildigi gibi megakaryosit farklilasmasi boyunca eksprese edilir. Farklilagsmamis
hematopoietik progenitorlerde ekspresyonu %50’iken olgun megakaryositlerde %90'a yiikselir.

Ayni1 zamanda trombositlerde de ifade edilir (44).

Megakaryopoez c¢ok cesitli kemokinler, sitokinler ve adezyon molekiillerinden etkilenir.
Megakaryositleden olgun trombosit olugsmasi iki asamada kategorize edilebilir. Megakaryosit
gelisiminin ilk asamasi CD34+ hematopoietik kok hiicrelerin megakaryoblastlara doniismesi
ve ¢ogalmasim igerir. Ikinci asamada megakaryositler niikleer endoreplikasyona ugrar, pro-
trombosit uzantilar1 olusur ve nihayetinde fonksiyonel trombositlere parcalanir.
Olgunlagmalarmin sonunda, poliploid megakaryositler kemik iligi endotel hiicreleri yoluyla

go¢ eder ve trombositleri dogrudan kemik iligi-intravaskiiler siniizoidal bosluga birakir (45).
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Megakaryositlerin gelisimi, erken donemde SDF-1, IL-3, GM-CSF ve daha sonra
trombopoietin gibi ¢esitli hiicre sinyal yollarini ve hiicre biiylimesini diizenleyen faktorleri igeren
karmasik bir siirectir. Kemotaktik bir faktor olan SDF-1 JAK1, JAK2, STAT2, STAT4 yolunu
aktive ederek miyeloid Onciil hiicrelerin kemotaksisini uyardigi, boylece JAK2 ve PI3K
arasindaki etkilesimi arttirdigi bildirilmistir. Baska aragtirmalar SDF-1'in megakaryositlerin

mitojen aktive edici protein kinaz yoluyla olgunlagmasini destekledigini diistindiirmektedir (45).

SDF-1, olgun insan megakaryositler tarafindan MMP-9 ekspresyonunu ve salgilanmasini
indiikler. MMP-9'a kars1 notralize edici antikorlar SDF-1'in neden oldugu megakaryosit géciinii
bloke edebilir. SDF-1 megakaryositlerin transendotelyal goéciinii destekler ve trombosit

iretimini in vitro ve in vivo olarak gelistirir (44).

Kanda SDF-1'in stirekli yliksek olmasi, megakaryosit lizerinde VEGF reseptorii-A
(VEGFR-A) aracili CXCR4"in artisina neden olur. Bu durum artan trombosit iiretimi ile
baglantilidir. SDF-1 sinyalinin muhtemelen megakaryosit gogiinii yonlendiren SDF-1 gradyani
boyunca polarize hale gelen CXCR4 membran reseptorii araciligryla gergeklestigi de bir siiredir
bilinmektedir. Osteoblastlar endotelyal hiicreler ve perivaskiiler mezenkimal stromal hiicreler
kemik iliginde SDF-1 iireten hiicrelerin basinda gelmekte olup, SDF-1'in megakaryosit
lokalizasyonu ve daha da Onemlisi trombosit iiretimi iizerindeki akut ve endojen etkileri

belirsizligini korumaktadir (46).

Hiicre kiiltiirleri ile yapilan bir g¢alismada, SDF-1 verilmesi farklilasmanin tim
asamalarinda megakaryositik onciil hiicrelerde CXCR4'lin azalmasina neden olmustur. Ayrica,
SDF-1 baslangigcta erken donemdeki megakaryosit antijeni CD41'1 artirirken, daha sonraki
zaman noktalarinda (12-16. giinler) ge¢ megakaryosit antijeni CD42b'nin azalmasina neden
olmustur. 16. giinde SDF-1 ile desteklenmis kiiltiirlerde olgun megakaryositlerin sayist dnemli
Olclide azalmistir. Bu bulgular hematopoietik dokularda oOncii hiicrelerin tutulmasini
diizenlemedeki birincil roliiniin yan1 sira SDF-1/CXCR4 sisteminin olgunlasmamis
megakaryoblastlarin olusumunu uyararak ve olgun megakaryositlerin olusumunu engelleyerek

megakaryosit gelisimin diizenlenmesine katildigin1 gostermektedir (47).

Trombosit SDF-1 veya CXCR4 geninin farelere 6zgii genetik ablasyonu ile SDF-1'in
hematopoietik kok hiicrelerde mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu, ATP {iretimini ve
mitokondriyal igerigi diizenleyerek mitokondriyal solunumu diizenledigini gosterilmistir.

Baska bir calismada aktive trombositlerden salinan SDF-1/CXCR4'in mitokondriyal solunum
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rezervine bagli trombosit enerjisi ve aktivasyonunun diizenlenmesinde onemli rolii oldugu

gosterilmistir (48).

4.2.4.6. SDF-1’in Embriyogeneze Etkisi

Farelerde SDF-1 geninin hasar1 perinatal 6liimle sonuglanir. Embriyonel dénemde
eksikligi hem kemik iliginde hem de karacigerde B oOnciil hiicre sayisimi ciddi sekilde
azalmasina neden olur ancak sadece kemik iliginde miyeloid progenitdrler azalir. Bu sonu¢ B
hiicresi lenfopoezinden ve kemik iliginde miyelopoezden SDF-1'in sorumlu oldugunu gosterir

(35, 36).

Benzer sekilde CXCR4 eksikligi olan fareler perinatal donemde oOliir, hematopoietik
sistem ve sinir sisteminde Onemli kusurlar sergiler. CXCR4 eksikligi olan farelerde ciddi
sekilde azalmis B hiicre lenfopoezi fetal karacigerde azalmis miyelopoez ve kemik iliginde

miyelopoez yoklugu gorilmiistiir (49).

CXCR4 eksikligi olan farelerde T-hiicre lenfopoezi etkilenmez. Ayrica diizensiz dis
graniiler hiicre tabakasi, ektopik yerlesimli Purkinje hiicreleri ve anormal sekilde go¢ eden
graniiler hiicrelerin sayisiz kromofilik hiicre kiimeleri ile gozlenen gelisimsel beyincik
anomalileri gézlenir. SDF-1'den yoksun farelerde ayni kusurlar gézlenir, bu da CXCR4 ve SDF-
1 arasinda tek esli bir iliski oldugunu diisiindiiriir. CXCR4 gelisen vaskiiler endotelyal
hiicrelerde eksprese edilir ve CXCR4 veya SDF-1'den yoksun fareler gastrointestinal sistemi
besleyen biiylik damarlarin kusurlu olusumuna sahiptir. Ayrica kalp gelisimleri de kusurludur.
Bu reseptor-ligand seciciligi hematopoietik olmayan hiicrelerin gociindeki islevde oldugu gibi
bir reseptore baglanan birka¢ liganda sahip olmak yaygin oldugundan, kemokinler ve

reseptorleri arasinda olagan disidir (49).

4.2.4.7. SDF-1’in Progenitor Hiicrelere Etkisi

Dolasimda bulunan mezenkimal progenitor hiicreler ve fibrositler CXCR4' eksprese
eder ve SDF-1'e yanit olarak akcigerlere go¢ eder. Bu durum bleomisin kaynakli pulmoner
fibrozis modelinde gosterilmistir. SDF-1'e 6zgii notralize edici antikorlar dolagimdaki bu
fibrositlerin akcigere yerlesmesini durdur ve akciger fibrozunu hafifletir. Ek olarak fare trakeal
transplant modelinde submukozal bezler, kanallar ve hava yolu epitelinde SDF-1

ekspresyonunun arttigi; dolasimdaki progenitor epitel hiicreleri i¢in bir kemokin gradyani
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saglayarak hasarli hava yoluna hiicre gociinii sagladig1 ve doku onarimina katkida bulundugu

gosterilmistir (35).

SDF-1'in ve tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a)’nin vitro ters hiicre gociinii uyardigin,
ancak dendritik hiicrelerin gé¢ hizinda onemli bir artisa yalnizca SDF-1’in neden oldugu
gosterilmistir. TNF-o uyarimi ile insan fibroblastlarinda ve lenfatik endotelyal hiicrelerde SDF-
1 mRNA seviyeleri gegici olarak artarken, SDF-1 protein ekspresyon seviyeleri onemli dlgiide

degismemistir (50).

Kemik iliginde anjiotensin 1 reseptor eksikliginin, kemik iligi kaynakli damar diiz kas1
progenitor hiicrelerin (EPC’ler yerine) mobilizasyonunu ve go¢ etmesini SDF-1'e bagimli bir
sekilde etkileyerek vaskiiler yaralanmadan sonra neointimal olusumu engelledigine dair yeni
kanitlar bulunmustur. Kemik iliginde anjiotensin 1 reseptorii bozulmus farelerde trombosit
kaynakli SDF-1’in yaralanma bolgesinde ve serumda seviyesinde artis biiylik Olciide
bozulmustur, ardindan hem dolasimdaki damar diiz kasi progenitor hiicrelerde hem de
neointima'ya yerlesen damar diiz kasi progenitdr hiicrelerde azalma olmustur. ADP reseptor
blokortii ile trombosit kaynakli SDF-1 salinmasi baskilandiginda dolasimdaki damar diiz kas

progenitor hiicrelerin azalmasina ve neointima olusumunun zayiflamasina neden olmustur (51).

SDF-1 /CXCR4 aksinin damar diiz kas progenitor hiicrelerinin yani sira endotelyal
progenitdr hiicrelerin mobilizasyonu ve hedef aramasinda da 6nemli oldugu gosterilmistir (51,
52). Zernecke ve arkadaslarinin ¢alismasinda yaralanmadan sonra SDF-1'in bloke edilmesinin
EPC'lerden ziyade vaskiiler progenitér hiicreler (VPC)'in gdogiliniin yiizdesini azalttigi
gosterilmistir.  Birlikte ele alindiginda SDF-1 vaskiiler yaralanma sonrasi neointima
olusumunun patogenezinde EPC'lerden ziyade VPC'lerin mobilizasyonunda ve

hedeflenmesinde tercihli olarak yer aliyor gibi goériinmektedir (52).

4.2.4.8. SDF-1’in Akciger Dokusuna EtKisi

Submukozal bez limenindeki mukus ve proteoglikanlar, SDF-1'i depolamak ve
kemotaksis i¢in SDF-1 gradyan1 olustururlar (37). Ayrica SDF-1 akut ve kronik akciger hasari
ve onariminda kritik olan neovaskiilarizasyonu indiikler. Ornegin astimli hastalardan alman
brons biyopsi ornekleri kontrol deneklerle kiyaslandiginda, submukozada SDF-1-pozitif
makrofajlar ve T lenfositleri ile kan damarlarinin sayisinda ve SDF-1-pozitif endotel

hiicrelerinin ko-lokalizasyonunda 6nemli bir artis goriilmiistiir. Bu bulgular astimda SDF-1'in
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anjiyogenez yoluyla hava yollarinin yeniden sekillenmesinde rol oynayabilecegini

distindiirmektedir (35, 53).

Trombosit kaynakli SDF-1’in akciger yenilenmesini tetikledigi de belgelenmistir.
Akcigerin bir kisminin cerrahi ile ¢ikarilmasindan sonra aktive trombositler pulmoner kapiller
endotel hiicreleri (PCEC'ler) tlizerindeki SDF-1 reseptorleri CXCR4 ve CXCR7'yi uyararak
anjiyokrin membran tipi metalloproteinaz MMP14'ii yerlestirdigi, alveolar epitel hiicresi
genislemesini ve neo-alveolarizasyonu uyardigi gosterilmistir. Bu nedenle trombositler
hemostatik katkilarinin 6tesine gecerek akciger rejenerasyonunu baglatmak icin PCEC'leri
hazirlar. Bu hemo-vaskiiler nisin terapdtik olarak hedeflenmesi akciger hastaliklari igin

rejeneratif tedaviyi miimkiin kilabilir (1).

4.2.5. Trombosit Kaynaklh VEGF

VEGEF ailesi VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve plasental biiylime
faktorii (PIGF)’nden olugsmaktadir. VEGF-A anjiyogenezde baskin rol oynamaktadir. VEGF-C
ve VEGF-D oncelikle lenfanjiyogenezin diizenlenmesinde rol oynar. VEGF ¢oklu izoformlari
olan alternatif ekzon eklemeyle olusturulmustur. VEGF121, VEGF165, VEGF189, VEGF206,
VEGF145 ve VEGF183 dahil olmak {izere daha az yaygin izoformlar vardir. Bu izoformlar1

ayirt eden 6nemli bir 6zellik heparini baglamaya yonelik farkli yetenekleridir (54).

1992'de VEGF reseptorii 1 (R1), yiiksek afiniteli tirozin kinaz VEGF reseptorii olarak
tanimlandi, ancak o zamandan beri diisiik afiniteli, yliksek diizeyde homolog reseptdr 2'nin (R2)
ana sinyal reseptorii oldugu gosterildi. VEGF R1 ve R2 agirlikli olarak endotelyal hiicrelerde
eksprese edilir. VEGF-A hem R1 hem de R2'ye baglanir, VEGF-B ve PIGF, VEGF-R1'e baglanir
ve VEGF-C ve -D, VEGFR3'e baglanir (lenfanjiyogenezde yer alir), ancak proteolitik
boliinmeden sonra R2'ye baglanabilir. VEGFR2 aktivasyonu vaskiiler endotel hiicre mitogenezini
ve gecirgenligini destekleyen ana sinyal reseptoriidii. VEGFR2'deki iki tirozin tortusunun,

vaskiiler gecirgenlige kars1 anjiyogenezi farkl sekilde diizenledigi gosterilmistir (54).

Hipoksi, HIF-1 yoluyla VEGF ekspresyonunun ana diizenleyicisidir. HIF-1 ve diger
hipoksi ile diizenlenen genler, EGF, PDGF ve onkojenik mutasyonlar (vhl, ras, wnt-kras sinyal
yolu genleri) dahil olmak {izere ¢esitli faktdrler VEGF ekspresyonunu koordine eder ve VEGF
ile tetiklenen sinyalizasyonu baslatir. VEGFRI1/R2 yoluyla VEGF sinyali, birka¢ kinazin

aktivitelerini diizenler ve nihai olarak vaskiilojenez ve anjiyogenez sirasinda hiicre cogalmasini,

27



gociinii, hayatta kalmasimi ve damar gecirgenligini yonlendirir. Endotel hiicreleri, vaskiiler

proliferasyonun en basinda yer alir (54).

VEGF reseptoriinde azalma veya anti-anjiyogenik faktorlerin eklenmesi biiyiiyen
siganlarda arter olusumunda bir azalmaya ve alveolar septasyonun basarisiz olmasina yol acar.
Bu nedenle VEGF pulmoner hipertansiyon gelisimini onlemeye yardimci olabilecegi

distiniilmektedir (55).

Akciger gelisim sirasinda damarlarin olgunlasmada VEGF yiiksek oranda rol oynar.
Prematiirelerde akcigerlerin hiperoksi ataklarina maruz kalmasina bagl olarak kanama ve
vaskiiler yetmezlik goézlendigine iliskin ¢alismalar vardir. VEGF yeni kan damarlarinin
anjiyojenik biiylimesine yol acan damar proliferasyonunu, gociinii ve tiip olusumunu uyaran
giiclii bir endotelyal hiicre mitojenidir. Pulmoner gelisim sirasinda anjiyogenez i¢in gereklidir;
tek bir alelin silinmesi dahi anjiogenezi durdurur ve pulmoner hipertansiyona ve embriyonik
Oliime neden olur. VEGF ve VEGF reseptorii mRNA ekspresyonu bronkopulmoner displazide
bozulmustur. Hiperoksiye maruz kalan yenidogan si¢anlarda dismorfik mikrovaskiilatiire ve
bozulmus alveolarizasyona VEGF ve VEGF reseptor ekspresyonundaki degisiklikler katkida
bulunur (56).

4.2.6. Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGF)

PDGEF fibroblastlar, diiz kas hiicreleri ve glia hiicreleri i¢in bir plazma biiylime faktorii
olarak tanimlanmustir. insan PDGF'si orijinal olarak ters faz kromatografisi kullanilarak
ayrilabilen iki farkli polipeptit zinciri A ve B'nin disiilfid baglantili bir dimeri olarak

tanimlanir (57).

Toplam bes biyolojik aktif PDGF proteini vardir: PDGF'nin doért homodimerine (PDGF-
A, PDGF-B, PDGF-C ve PDGF-D) ek olarak bir heterodimer PDGF-AB. Bu nedenle bazi
hiicreler salgilamadan 6nce proteolitik olarak islenen bir heterodimer halinde birlesen PDGF-

A ve PDGF-B'yi birlikte eksprese ederler (58).

PDGF'ler hiicreler (endotelyal hiicreler, makrofajlar ve epitel hiicreleri gibi) tarafindan

salgilanmalarina ek olarak trombositlerde bulunur ve degraniilasyon iizerine salgilanir (58).
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Bilinen PDGF genleri ve polipeptitleri ayn1 zamanda yapisal ve fonksiyonel olarak iliskili
oldugu VEGF'ler dahil olmak iizere biiyiime faktorleri ailesine aittir. PDGF/VEGF biiylime

faktorleri, sistin baglar1 igeren biiyiik bir protein iist ailesinin bir pargasini olusturur (57).

Secici tirozin kinaz reseptorleri yoluyla sinyallerini ortaya ¢ikaran PDGF gibi peptit
yapili biiylime faktorleri pulmoner vaskiiler yenilenmede onemli rol oynamaktadirlar.
Ateroskleroz ve restenoz modellerinden elde edilen veriler in vivo olarak PDGF'nin énemli

roliinii destekler (57-59).

PDGF'lerin gelisim sirasinda ¢ok onemli rolleri vardir, ancak yetiskinlerde normal
fizyolojik fonksiyonlar i¢in sinirli kanit vardir. Bununla birlikte artan PDGF aktivitesi ¢esitli
hastaliklar ve patolojik durumlar ile baglantilidi. PDGF antagonistleri tedavi igin
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda rekombinant insan PDGF-BB'si klinikte bir yara iyilesmesinde

tedavi olarak kullanilmaktadir (57).

4.2.7. Trombosit Kaynakh PAi-1

Hemostazda serin proteaz inhibitdrii (serpin) plazminojen aktivatorii inhibitorii-1 (PAI-
1), doku plazminojen aktivatoriinii ve fibrinolizi inhibe ederek pihtinin stabilize olmasini saglar.
Dokularda PAI-1 iirokinaz plazminojen aktivatdriiniin inhibisyonu yoluyla hiicre dis1 matriksin
bozulmasini durdurur. PAI-1 seviyelerinin damar ve dokudaki artismin tromboz, kanser,

fibrozis, ateroskleroz, restenoz ve gibi bir dizi patofizyolojik olay ile iliskili bulunmustur (60).

PAI-1 trombosit aktivasyonu iizerine salgilandig1 ve bolgesel etki ile endojen fibrinolizi
inhibe ederek trombiisiin stabilizasyonuna katkida bulundugu diisiintilmektedir. Trombositlerin

PAI-1 sentezi icin mRNA icerdigi ve aktif olarak PAI-1 sentezledikleri bildirilmistir (61).

PAI-1 eksikligi olan farelerde fibrinolizin artt181, kollajen olusumunun azaldig1 ve hayatta
kalma siiresinin 6nemli 6lciide azaldigi gosterilmis PAI-1'in doku onarmmindaki 6nemi
dogrulanmistir. Bu bulgular anormal PAI-1 artisinin plazminojen aktivitesini ve olusan
plazmini azalttifi ve boylece hiicre dis1 matriksi stabilize ettigini gostermektedir. Bununla
birlikte PAI-1'in ayrica cesitli hiicrelerin in vitro ve in vivo adezyonunu ve gogiinii diizenledigi
gosterilmistir. PAI-1 artist plazmini inhibe ederek degil, lokositlerin ve kollajen iireten
hiicrelerin hasarli dokuya gociinii uyararak kollajen birikimini artirir. Bu degerlendirmelere
dayanarak PAI-1'in etki mekanizmasmin proteaz inhibe edici aktivitesine mi yoksa hiicre

adezyonu ve migrasyonu lizerindeki etkilerine mi bagli oldugu agik degildir. (62).
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Trombiis olusumunun ilk safhasinda, PAI-1'in temel kaynagi trombositlerdir. Bununla
birlikte, fibroblast, adiposit, endotel, makrofaj gibi birden fazla hiicre tipi ¢esitli inflamatuar
sitokinlere yanit olarak PAI-1 sentezleyebilir. Endotelyal hiicrelerde PAI-1 sentezinin hipoksi,
reaktif oksijen tiirevlerinin olusumu ve kan akisindaki kesme gerilimi sonucunda arttigi
gosterilmistir. Endotel hiicrelerinde PAI-1 ifadesindeki artis yaslanma ile de iliskilendirilmistir
Dokularda artan PAI-1 ekspresyonu glomeriiloskleroz , karaciger fibrozisi ve pulmoner

fibrozis gibi fibroz doku olusumu ile iligkilendirilmistir (60).

PAI-1'in plazminojen aktivasyonunun birincil inhibitérii olarak hareket etmekle
kalmayip, ayn1 zamanda hiicre proliferasyonunu, gociinii ve apoptozu modiile etmede de yer
alan, islevsel olarak karisik bir protein oldugu aciktir. PAI-1 ekspresyonu siki bir sekilde
diizenlenir ve normal kosullar altinda PAI-1 plazmada iz protein olarak bulunur. Bununla
birlikte kanser, ateroskleroz, diyabet ve siddetli obezite gibi patolojik bir durumda PAI-1
seviyeleri 6nemli dl¢iide yiikselir. PAI-1'in anjiyogenezdeki rolii tartismalidir ve tam olarak
anlasilamamistir. PAI-1'in vitronektine baglanmasi yoluyla veya fazla plazmin aktivitesinin
durdurarak damar stabilizasyonuna yol acar, plazminojen aktivatdrlerinin inhibisyonu yoluyla
bu siireci diizenler ve plazminin bilesenlerinin de apoptozu diizenledigi bilinmektedir. Bununla

birlikte PAI-1 hem pro-apoptotik ve hem anti-apoptotik olabilir (63).

Anjiyogenezi analiz eden bir ¢calismada, PAI-1'in endotel hiicrelerinin yiizeyindeki Fas-
ligandinin plazmin aracili ile par¢calanmasini inhibe ederek pro-apoptotik hiicre sinyalini inhibe
ettigini &ne siiriilmektedir. Bu, PAI-1'in endotel hiicrelerinin apoptozunu nasil énledigine ve

dolayisiyla anjiyogenezi nasil destekledigine dair yeni bir mekanizmay1 temsil eder (63).

4.2.8. Trombosit Kaynaklh Endostatin

Hiicre dis1 matriks kolajen X VII'nin karboksil terminalinin proteaz tarafindan hidrolizinin
biyoaktif bir {iriinii olan endostatin dikkate deger anti-anjiyojenik etkilere sahip endojen bir
glikoproteindir. Endostatinin amino-terminal kismi anti-anjiyojenik aktiviteye sahipken,

karboksil-terminal kismi anti-fibrotik fonksiyona sahiptir (64).

Hiicresel diizeyde, endostatin spesifik olarak biiytime faktoriiniin neden oldugu endotel
hiicrelerinin proliferasyonunu ve gdciinii durdurur. Integrin baglanmasinin ardindan Src tirozin
kinaz/Rho yolu veya mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)/p38 yoluyla hiicre-matriks

etkilesiminin bozulmasina neden olur. Endostatin mikrogram dozlarinda endotelyal hiicre
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apoptozunu indiikler, VEGFR2 ile dogrudan etkilesime bagli olarak VEGF aracili sinyali inhibe
eder (65).

Endostatinin PDGFR ve p-ERK (hiicre dis1 sinyal diizenleyici kinaz) protein seviyelerini
baskiladig1 ve bir fibroblast fibroz modelinde skar olusumunu azalttig1 gosterilmistir. Hasarli
dokuda fibroblastlarda yiiksek oranda fosforile olan ERK PDGFR sinyalizasyonu hiicre
cogalmasimi ve gogiinii modiile eder. Endostatinin ERK ekspresyonunu etkilemedigi ancak
fosforilasyonunu  baskiladigi  bildirilmektedir, bu da endostatinin PDGFR/ERK

sinyalinizasyonunu diizenleyerek fibrozisi hafifletebilecegini diisiindiirmektedir (66).

Endostatin gii¢lii bir anjiyogenez inhibitoriidiir. Anjiyogenez, insan akcigerinin gelisimi
icin merkezidir. Endostatinin insan akcigerinin gelisimindeki rolii ve bunun kronik akciger
hastaligtyla baglantist bilinmemektedir. Pulmoner endostatin proteini ekspresyonunun paterni
ve erken dogan bebeklerde trakeal aspirat sivisinda tutarli endostatin proteini varligi akcigerin

fizyolojik gelisiminde bir rolii oldugunu gostermektedir (67).

4.2.9. Trombosit Kaynaklh Trombospondin-1

Trombospondin (TSP)’ler, hiicresel islevleri diizenlemede gesitli rollere sahip olan ve bes
tiyeden olusan bir protein ailesidir. Trombospondin-1 ve trombospondin-2 ailedeki trimerik
yapida proteinleri, trombospondin-3, trombospondin-4 ve COMP (Kikirdak Oligomerik
Matriks Proteini) pentamerik yapida proteinleri igerir. Trombospondin 1 ve 2 yalnizca belirli
gelisim asamalarinda, doku yeniden sekillenmesi, yaralanma inflamasyon yanitinda genellikle
hiicre dis1 matrikste bulunur. Pek ¢ok hiicre tipi, spesifik biiylime faktorlerine yanit olarak
trombospondin-1'i sentezler ve salgilar, ancak yaralanma bolgelerinde hiicre dis1 matrikste
biriken trombospondin-1 trombosit o-graniillerinden salgilanir. Bu baglamda trombositler

tarafindan doku hasar1 bolgelerinde trombospondin-1'in hizla birikmesi 6nemlidir (68, 69).

Trombospondin ailesinin diger iiyeleri dogal kaynaklardan izole edilmis veya memeli
veya bocek hiicrelerinde eksprese edilen plazmid veya viral yapilar kullanilarak rekombinant
proteinler olarak hazirlanmistir. Trombospondin-2'nin tam uzunlukta ve kesik formlari
rekombinant proteinler olarak ifade edilmis ve saflagtirllmigtir. Trombospondin-3 bir
rekombinant protein olarak hazirlanmistir. Trombospondin-4'iin tam uzunluktaki ve kesik
formlar1 ekspresyon plazmitleri, bakuloviriis ve adenovirlis vektorleri kullanilarak
incelenmistir. COMP'nin kikirdaktan izolasyonu ve saflastirilmis rekombinant COMP'in

hazirlanmasi i¢in yayinlanmis yontemler mevcuttur (68).
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Anjiyogenezin trombospondin-1 ve trombospondin -2 tarafindan diizenlenmesi
incelendiginde trombospondin -1 ve trombospondin -2'nin endotel hiicrelerinin ig¢inde ve
cevresinde VEGF biyoyararlaniminin ve aktivitesinin baskilanmasi, endotel hiicre apoptozunun
indiiklenmesi, endotel hiicre gociiniin inhibisyonu ve nitrik oksit sinyalinin baskilanmasi gibi

anjiogenezi yoneten molekiiler olaylar tizerindeki etkili oldugu gdsterilmistir (70).

Trombospondinler c¢ok c¢esitli diger proteinlerle etkilesime giren ¢ok yonlii
proteinlerdir. Bu nedenle islevleri dinamik ve pleiotropiktir. Bazi ¢caligsmalarda trombospondin-
1'in anjiyojenezi artirdig1 gosterilmistir. Ayn1 zamanda trombospondin-1'in izole edilmis amino-
terminal bolgesinin anjiyogenezi artirdigt da gosterilmistir. Ancak trombospondinin

antianjiogenez 6zelligini baskin goriinmektedir (70).

Trombospondin-1 dogrudan etkilesimler yoluyla ve hiicre tarafindan salgilanan diger
bilesenler iizerindeki etkileri yoluyla hiicre disi matriksin yapisim1 ve islevini etkiler.
Kollajenlerin ve diger matriks molekiillerinin sentezini artirir, TGFB'yi aktive eder. Fibrinojene
baglanir ve fibrin pihtisinin olusumunu saglar. Fibrin trombospondin-1 varliginda daha hizl
olusur, trombospondin-1 yoklugunda olusanlara goére daha ince ve daha fazla
sayidadir. Trombospondin-1 Faktor XIIla'nin aktivitesi ile fibrine kovalent olarak baglanir.
Cesitli trombospondinlerin fibronektin, laminin, matrilinler, kollajenler ve diger hiicre disi
matris proteinlerine baglandig1 gosterilmistir. Ancak trombospondin-1 trombospondin ailesinin

TGFp'y1 aktive etme yetenegine sahip tek iiyesidir (68).

Trombosit trombospondin-1'nin anjiyogenezi engelledigi ve altta yatan mekanizmalari
kesin olmasa da calismalar trombospondinlerin SDF-1’in hiicre i¢i depolardan salinmasini
onledigini ve MMP-9'u azalttigin1 gostermektedir. Mekanizma ne olursa olsun trombositler hem
anjiyogenezi destekler hem de patolojik durumlarda anjiogenezi sinirlandirmada 6dnemli roller

oynadiginidogrudan etkile gdstermektedir (71).

4.2.10. Trombositler ve Anjiogenez

Trombositler vaskiiler ve doku yaralanmasindan sonra yaralar1 kapatmak i¢in ilk yanit
olusturan hiicreler olarak 6nemli bir isleve sahiptir. Trombositler hemostazin saglanmasinin
yani sira, yeni kan damarlarinin olusumunu ve biiylimesini uyaran faktorleri iiretir ve salarlar.
Anjiogenezi hem baslatabilir hem de durdurabilirler. Bugiine kadar trombositlerde en az 20
anjiyogenez diizenleyici faktor tanimlanmistir. Trombosit kaynakli anjiyogenez diizenleyiciler

yara iyilesmesi, timor biliylimesi ve iskemiye yanit olarak anjiyogenezi
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destekler. Trombositlerde, anjiyogenez diizenleyici molekiiller oncelikle o-graniillerde

depolanir, ancak sitozolde de bulunur veya membran lipitlerinden de tiretilir (72) .

Kan damar1 olusumu bolgesel olarak pro- ve anti-anjiyogenik sinyallere hiicresel
yanitlarin biitiinii olan karmasik ve siki bir sekilde diizenlenmis bir siiregtir. Trombositlerin
anjiyogenez diizenleyicileri i¢in ayr1 bir rezervuar oldugunu ve aktivasyon iizerine damar
olusumunu ortaya ¢ikarma veya  kisitlama  potansiyeline  sahip  oldugunu
gostermektedir. Trombositler anjiyogenik diizenleyicilerin tek kaynagi olmasa da, hizlhi
aktivasyonlar1 ve ardindan faktorlerin salinmasi ile dokuda yerlesik hiicreler tarafindan

sitokinlerin de novo sentezine kiyasla daha hizli bir mikrogevre olusumunu saglar (71).

4.3. Akut Akciger Hasar1

Akut akciger hasar1 agirlikli olarak saglikli olan geng insanlarda goriiliir ve diinya ¢apinda

her yil binlerce yetiskin ve pediatrik 6liimden sorumludur (73).

Akut akciger hasari ilk olarak 1967'de Ashbaugh ve meslektaslarinin tanimina gore ALI
(Acute Lung Injury-Akut Akciger Hasar1); "siddetli nefes darlig1, takipne , oksijen tedavisine
direngli siyanoz , akciger uyum kayb1 ve gogiis rontgeninde goriilen yaygin alveoler

infiltrasyon olarak tanimlanmustir (73, 74).

ALI ve ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrome-Akut Sikintili Solunum Sendromu)
hizli gelisen ve oksijen tedavisine direngli akut solunum yetmezligi sendromlaridir. Cesitli
patolojiler tarafindan tetiklenen, inflamasyona bagli olarak alveoler kapiller permeabilitede
artis ve her iki akcigeri de i¢ine alan non-kardiyojenik 6zellikteki diffiiz infiltrasyondur. Kanda
¢Ozilinmiis oksijen basinci (PaOy) ile solunan oksijen fraksiyonu (FiO2) (PaO>/Fi0;) arasindaki
iligki, akut solunum yetmezligi olan hastalarda hastaligin ciddiyetini siniflandiran bir indeks
olarak kullanilmaktadir. Oksijenizasyon oraninin (PaO2/FiO2) < 300 olan olgular ALI, PaO»/
FiO2 < 200 olan olgular ise ARDS olarak tanimlanmistir (75). Azalmis akciger kompliyansi,
akciger grafisinde diffiiz alveolar infiltrasyon tipik bulgularidir (76).

ALI/ARDS pndmoni, aspirasyon pndmonisi, pulmoner tromboemboli, duman veya
toksik gaz inhalasyonu gibi direkt ya da sepsis, akciger dist enfeksiyonlar, travma, pankreatit,
ciddi kan transfiizyonlar1 ve ilag toksisiteleri gibi indirekt yolla gelisebilmektedir. Direkt yolla

olusan akciger hasarina bagli gelisen olgular primer (pulmoner), akciger dis1 nedenlere baglh
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gelisen olgular sekonder (ekstra-pulmoner) olarak tanimlanmistir (73, 77) . Bununla birlikte

risk faktorlerine sahip hastalarin yalnizca kiiciik bir oran1 gergcekte ALI gelistirmektedir (73).

4.3.1. Patogenez

ALI/ARDS gelisiminde asil nedenin normal endotelyal-epitelyal bariyerin hasarina bagl

oldugu diistiniilmektedir (78).

ALTI'nin patogenezini anlamak i¢in 6demin akciger hava sahasina nasil girdigini ve
cikarilmasinin Oniindeki engelleri belirlemek gereklidir. ALI'de alveolar-kapiller membran
hasarina bagli olarak transepitelyal notrofil gogiinde ve ortamda sitotoksik ve proinflamatuar
mediatorlerin artis1 goriiliir. Erken donemde akciger damar biitlinliigiiniin kayb1 proteinden
zengin sivinin hiicreler arasi bosluga ve alveollere gecmesine neden olur. Notrofil hareketten
bagimsiz olarak bu vaskiiler biitlinliik kaybinin sorumlusudur. Uyarilma ile nétrofiller pulmoner
mikrovaskiilatiirde birikir ve aktive olurlar ve proteazlar, reaktif oksijen radikalleri,
proinflamatuar sitokinler ve prokoagiilan molekiiller dahil olmak iizere cesitli toksik
meditatorleri salarak damar gegirgenligini artirir. Notrofil kaynakli elastaz epitelyal baglanti

proteinlerini bozar, apopitozu artirir, epitel izerinde dogrudan sitotoksik etkiler gosterir (79).

ARDS'nin ilk asamasi eksiidatif fazda, yaygin alveolar hasar, epitel ve endotel
hiicrelerinin yaralanma ve ¢esitli faktorler salinmasi1 goriiliir. Hiicresel biitiinliigiin kaybi ile
olusan 6dem alveollerde gaz aligveriginin bozulmasina neden olur. Pulmoner siirfaktanin
seyrelmesi ve disfonksiyonu alveollerin kollapsina ve akciger kompliyansinin azalmasina

neden olur (78).

Eksudatif fazda inflamasyona bagli olarak yaygin alveol hasar1 olusur. Hastaligin erken
doneminde TNF-a, IL-1 ve ge¢c donemde IL-6 ve IL-8 etkisiyle alveoler alanda artan notrofil
migrasyonu olusur. Sitokinlerin etkisi sonucu nétrofil aktivasyonu gelisir ve aktive olan
l6kositlerce iiretilen reaktif oksijen iirlinleri ve proteazlarin salgilanmasma baglh kapiller
endotel ve alveol epitelinde hasar gelisir. Hasarlanma sonucu alveol biitiinliigii bozulur ve
alveol 6demine karsi koruyucu olan normal bariyer ortadan kalkar, sonu¢ olarak kapiller
permeabilitede artis gézlenir. Protein vaskiiler alandan interstisyuma sizar ve reabsorbsiyonu

saglayan ozmotik gradyent kaybolur (76).

ARDS'nin sonraki seyri degiskendir. Bazi hastalarda alveoler 6dem sivisinin emilmesi ve

alveoler epitelin onarimi, ardindan klinik iyilesme olur. Bazi hastalarda ise alveoler 6dem
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devam eder, ardindan hiyalin membranlarin organizasyonu ve intra-alveolar fibrozis ve skar

olusumu yavas yavas ortaya ¢ikar (73).

ALI/ARDS'nin sonraki fibroproliferatif asamasi, epitelyal ve endotelyal hiicrelerin
proliferasyonu ve akciger onarim siirecleri ile iliskilidir. Eksiidatif asamada, proteinli ortam,

sonraki hiicresel repopiilasyon i¢in gegici bir matris saglar (80).

Bireysel olarak farklilik gosteren doku biyobelirte¢ seviyeleri, belirli tipteki akciger
hiicrelerinin- epitel veya endotelyal hiicreler, bronsioller ekzokrin hiicreler (kuliip hiicreleri
olarak da adlandirilir), nétrofiller, makrofajlar, vb.- hasar, aktivasyonu ya da onarimina neden
olur. Akciger dokusunun iyilesme siirecinde gozlenen bu biyobelirtecler mortalite ve

morbiditeyi etkilemektedir (80).

Artan kanitlar, akut akciger hasarmnin iyilesme doneminde trombositlerin gerekli
oldugunu gostermektedir. Trombosit ADP yolunun inhibisyonu pulmoner kapiller sizintiy1

onemli Olgiide azaltarak ALI gelisimini 6nledigi gosterilmistir (81).

Ug farkli ALI modelini kullanarak, akcigere notrofil sizmasimin ve buna bagh akciger
hasarmin trombositler tarafindan yonetildigi gosterilmistir. Mekanik olarak, trombosit kaynakli
CCLS5 ve CXCL4', notrofil akciger infiltrasyonuna aracilik etmede ¢cok onemli aracilar olarak

tanimlanmistir (82).

Epitel hiicrelerinin yaralanmasi, ayn1 zamanda, epitelyal Na" kanallar1 ve Na'/K" ATPaz
pompalari yoluyla bu 6demin temizlenmesini saglayan yollarin bozulmasina da yol acar. Tip II
epitel hiicreleri epitel onarim siirecinde merkezi bir rol oynar; islevlerinin kayb1 diizensiz,

fibrozis ile onarima neden olur (79).

Siirfaktan yikimu ile artan plazma siirfaktan seviyeleri alveolar epitel hasarinin diizeyini
ve prognozu belirlemede dnemlidir, epitel gecirgenligini yansitir. Esas olarak tip I epitelyal
hiicrelerde eksprese edilen bir transmembran immiinoglobulin olan RAGE, ALI 6demini
hidrostatik 6demden ayirt etmeye yardimci olabilir. Proinflamatuar sitokinler tiimor nekroz
faktorii a, IL-1p, IL-6, IL-8 ve IL-18 morbidite ve mortaliteyi ile iligkili bulunmustur. ALI akut
kardiyojenik pulmoner 6demi olan hastalardan alinan kan drnekleri karsilastirilmis ve ALI’de
protein C seviyelerinde azalma ve plazminojen aktivator inhibitorii-1 seviyelerinde artig

bulunmustur (79).
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ALI'nin patogenezinde ve genel olarak inflamatuar reaksiyonda trombositlerin rolii biiytik
Olciide yeterince anlagilmamistir. Calismalar, akciger endotel hasarinda trombositler ve
nétrofiller arasinda sinerjistik bir etkiye isaret etmektedir. Trombositler dogrudan nétrofiller ve

monositlerle etkilesime girer, ayn1 zamanda kendileri de proinflamatuar sitokin kaynagidir (79).

Sistemik endotel aktivasyonunun derecesi, vWF nin dolagima ve pulmoner 6dem sivisina
salinmasiyla tahmin edilebilir. ALI/ARDS'li hastalarda hem alveolar epitelyal hem de
endotelyal hasarin bir belirteci olan ¢dziiniir hiicreler aras1 adezyon molekiilii-1'in (SICAM-1)
seviyesiyle de onemli olabilir. Zamanla artan plazma sICAM-1 seviyesi kotii prognoz ile
iliskilendirilmistir. ~ Endotel biyobelirteclerinden anjiyopoietin-1 (Ang-1) apoptozu ve
inflamasyonu azaltarak endoteli stabilize eder ve anjiyopoietin-2 (Ang-2) ise inflamasyonu,
apoptozu ve gecirgenligi artiran zit etkilere sahiptir. Bu nedenle Ang-2'nin Ang-1'e oran1 ALI'de
mortalitenin bir gostergesi olarak kullanilabilir. Endotelyal hiicrelerde ifade edilen diger bir
faktor E-selektindir. Bu adezyon molekiilii 16kosit-endotelyal adezyonda yer alir ve yiikselmesi
ALI'de daha yiiksek mortalite ile iligkilidir. Epitel ve vaskiiler yapilar1 destekleyen hiicre dis1
akciger matrisinin yaralanmasi, bazal membranin bir proteini olan laminin, elastin ve

desmosinin yiiksek seviyeleri ile belirlenebilir (80).

Akut akciger hasarindan sonraki iyilesme siirecinde epitel hiicrelerinin ¢ogalmasi, tip II
hiicreler icin giiclii mitojenler olan keratinosit biiylime faktorii (KGF) ve hepatosit biiylime
faktorii (HGF) gibi biliylime faktorlerinin seviyesi ile gosterilebilir. Bu iki faktdriin artan
seviyeleri kotii sonugla iliskilendirilmis bu da daha ciddi yaralanmalar diisiindiirmiistiir. Ote
yandan, endotel hiicrelerinin proliferasyonu VEGF tarafindan ifade edilebilir. VEGF hem
vaskiiler gecirgenligi artirir hem de mitojen olarak gorev alir. Endotel ve trombositin yaninda
VEGF diger hiicreler (tip II hiicreler, alveolar makrofajlar veya nétrofiller) tarafindan da
iretilir. Bu muhtemelen ALI/ARDS hastalarinda VEGF diizeylerinin saptanmasinin tartigsmali

sonuglara yol agmasinin nedenidir (80).

Memelilerde akciger hasar1 ya da akcigerin rezeksiyonu, rezidiiel akciger alveollerinde
kiitle ve gaz degisim fonksiyonunun restorasyonuna yol agar. Akcigerde biiyiime /
rejenerasyonu siireci, yeni fonksiyonel alveolar birimlerin olusum siirecidir. Akciger
rezeksiyonu ile indiiklenen neo-alveolarizasyon, alveolar epitel hiicreleri, endotelyal hiicreler
ve mezenkimal hiicreleri igceren birkag hiicre tipinin artis1 ile olusur. Bununla birlikte akciger
lobu kaybmin, kalan akcigerlerde alveolar rejenerasyonunu nasil tetikledigi tam olarak

bilinmemektedir. Ancak trombositler ve akciger damarlar1 arasindaki yakin iliskinin
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arastirildigr  calismalarda aktive trombositlerin alveolar rejenerasyonunu tetikledigi

gosterilmistir (1).

4.4. Kok Hiicre

Kok hiicre bir canlida uzun bir silire boliinmeye devam ederek kendini yenileyebilen,
Ozellesmis hiicrelere doniisebilen hiicrelere verilen addir. Ayn1 zamanda farkli hiicre tiplerine
doniisebilen, kendini yenileyebilme giicline sahip olan hiicreler olarak da tanimlanmaktadir.

Belirlenmis bir fonksiyonlar1 yoktur (83).

Temelde gergek kok hiicre tanimi;

1- Kendi kendini yenileyebilme yetenegi ya da baslangigtaki hiicrenin karakterlerini
tagiyan en az bir benzer hiicre olusturabilme yetenegi (self-renewal),

2- Tek bir hiicreden birden fazla seri hiicresine farklilagabilme (multi-lineage
differentiation),

3- Belli bir dokunun in-vivo fonksiyonel rekonstriiksiyonudur (83).

4.4.1. Farklilasma Potansiyeline Gore Kok Hiicre Simiflandirmasi

1. Totipotent kok hiicreler tiim organizmanin hiicrelerine boliinebilir ve farklilasabilir.
Totipotens en yiiksek farklilasma potansiyelini gosterir. Hiicrelerin hem embriyo hem de
embriyo dis1 yapilar olusturmasina izin verir. Zigot bir totipotent hiicredir. Zigot daha sonra
germ tabakalarindan herhangi birine doniisebilir veya bir plasenta olusturabilir. Blastokistin i¢
hiicre kiitlesi yaklagik dort glin sonra, pluripotent hale gelir. Bu yap1 pluripotent hiicrelerin

kaynagidir (84, 85).

2. Pluripotent kok hiicre (PSC)’ler tiim germ katmanlarinin hiicrelerini olusturur, ancak
plasenta gibi ekstraembriyonik yapilart olusturmaz. Embriyonik kok hiicre (ESC)'ler bu
hiicrelere bir ornektir. ESC'ler, preimplantasyon donemindeki embriyolarn i¢ hiicre
kiitlesinden elde edilir. Testisteki teratom olusumu da aktivitelerini ve spektrumlarini gésteren
basska bir ornektir. Kiiltiirleri ve tedavi segenegi olarak kullanimlari, giiniimiiz ve gelecekteki

rejeneratif tip i¢in ¢ok umut vericidir (84, 85).

3. Multipotent kok hiicreler (MSC), PSC'lerden daha dar bir farklilagsma spektrumuna
sahiptir, ancak bunlar, belirli hiicre soylarinin ayr hiicrelerinde uzmanlasabilirler. Cesitli kan

hiicrelerine doniigebilen hematopoietik kok hiicreler bu gruba bir 6rnektir. Farklilagsmadan
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sonra, bir hematopoietik kok hiicre bir oligopotent hiicre haline gelir. Farklilasma yetenekleri
daha sonra soyunun hiicreleriyle sinirlidir. Bununla birlikte, baz1 ¢ok potansiyelli hiicreler,
ilgisiz hiicre tiplerine doniisme yetenegine sahiptir, bu nedenle bu hiicrelerin pluripotent

hiicreler olarak adlandirilmasini onerilir (84, 85).

4. Oligopotent kok hiicreler birkag hiicre tipine farklilasabilir. Ornek olarak miyeloid kok

hiicre, beyaz kan hiicrelerine boliinebilir ancak kirmizi kan hiicrelerine boliinemez (84, 85).

5. Unipotent kok hiicreler, en dar farklilasma yetenekleri ve tekrar tekrar boliinme 6zel
bir 6zelligi ile karakterize edilir. ikinci 6zellikleri, onlar1 rejeneratif tipta terapotik kullanim igin
umut verici bir aday yapar. Bu hiicreler sadece bir hiicre tipini, 0rnegin dermatositleri

olusturabilirler (84, 85).

Kok hiicre farklilasma stirecini etkileyen sinyalizasyon, hiicreler arasindaki fiziksel temas
veya ¢evreleyen doku tarafindan salgilanan kimyasal maddeler gibi harici ve DNA'daki genler

tarafindan kontrol edilen sinyaller olan dahili olarak ayrilabilir (84).

4.4.2. Kokenine Gore Kok Hiicre Siniflandirmasi

Kok hiicreler kdkenlerine gore bes kategoriye ayrilabilir: embriyonik, fetal, perinatal,

yetigkin (yerlesik veya dokuya 6zgii) ve indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (85).

4.4.2.1. Embriyonik Kok Hiicreler (ESC)

ESC'ler, fertilizasyondan 5-6 giin sonra implantasyon 6ncesi embriyonun bir agamasi olan
blastokistin i¢ hiicre kiitlesinde bulunan pluripotent kok hiicrelerdir. Bu hiicreler, 3 birincil germ
tabakasinin dokusuna farklilasabilir, kiiltiirde uzun bir siire farklilasmamis olarak da
tutulabilir. ESC'ler, Nanog ve Oct4 gibi transkripsiyon faktorlerinin varligi ile tanimlanir. Bu

faktorler, kok hiicreleri kendi kendini yenileyebilen farklilasmamis bir durumda tutar (86).

Insan embriyonik kok hiicreleriyle ilgili etik, dini ve politik konulara dikkat edilse bile,
bu hiicrelerin hiicre tabanl tedavi i¢in yaygin olarak kullanilabilmesinin 6nilinde ¢6ziilmesi
gereken bazi engeller vardir. En ¢ok 6ne cikan iki konu, genomik stabilite ve farklilagsma

protokolleridir (85).
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4.4.2.2. Fetal Kok Hiicreler

Sonlandirilmig gebeliklerden fetal kok hiicreler elde edilir. Potensi embriyonik kok
hiicrelerden diisiiktiir ve kullanimlar1 biraz daha az tartismalilar. Fetal kok hiicreler hiicre
kiiltliriinde zorlanmadan siiresiz olarak boéliinemezler. Béyle bir miidahalenin giivenli olup
olmadig1 diizenlemelere baghdir ve diizenlemeler iilkeden {iilkeye farklilik gosterir. Bugiin
mevcut olan noral kok hiicre dizilerinin ¢ogu cenin kdkenlidir ve bircogu ABD ve Birlesik

Krallik'ta klinik deneylerden gegmektedir (85).

4.4.2.3. Perinatal Kok Hiicreler

Kokenlerine gore, perinatal kok hiicreler ii¢ gruba ayrilabilir: amniyotik sivi, plasenta
(amniyon, villus ve kan kok hiicre kaynaklaridir) ve gébek kordonu (kordon kan1 ve Wharton
jolesi) kok hiicreleri. Gobek kordonundan elde edilen kok hiicreler muhtemelen en ¢ok
bilinenidir. Ebeveynler, hayatlarini tehdit eden bir hastaliklardan ¢ocuklarin1 korumak ig¢in

kordon kanin1 kok hiicre bankacilig1 kuruluslarinda sakliyorlar (85).

4.4.2.4. Yetiskin ve Somatik Kok Hiicreler

Yetiskin kok hiicreler, yetiskin dokusundan elde edilir. Ornekler, insan amniyon epitel
hiicreleri gibi plasental doku kaynakli kok hiicrelerin yani1 sira MSC'leri igerir. Bu hiicrelerin
anti-inflamatuar 6zellikte oldugu ve hasarli dokunun onarimini artirdigi gosterilmistir. Siirl

farklilagma kapasitelerine sahiptirler(86).

Viicudun farkli dokularinin her birinin kendi dogal yasam dongiisii vardir. Viicudumuzun
siirekli yenilenmesi, yerlesik kok hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilagmasiyla saglanir; 6rnegin,
insan epidermisi her 3-4 haftada bir, gastrointestinal epitel bir haftadan kisa siirede ve
endometriyal epitel ayda bir yenilenir. Yetiskin kok hiicreler, oligopotent veya ¢ogunlukla
unipotenttir. Bu hiicrelerin sayisi ¢ok sinirlidir, ¢ok ilgi goren bir konudur. Kok hiicreler kan,
kemik iligi veya yag dokusundan kolayca izole edebilirken, kalp veya pankreas kok hiicreleri

ile bunu yapmak son derece zordur (85).

Otolog hiicreler ret veya etik tartigmalarina yol agmadigi i¢in avantajlidir. Yetiskin kok
hiicreler plasentanin yani sira 3 germ tabakasinin tiim dokularindan elde edilebilir. Birgok
caligma, yetiskin kok hiicre transplantasyonunun, kok hiicre farklilasmasi ve yeni 6zellesmis
hiicrelerin {iretilmesi yoluyla kemik dokusu onarimi ve iskemik kardiyak dokunun

revaskiilarizasyonu gibi in vivo hasarl1 organlar iyilestirdigini gostermistir (86).
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Hematopoietik hastaliklarin tedavisinde kullanilan kemik iligi nakli, muhtemelen
giiniimiizde kullanimda olan tek giivenli ve kontrollii kok hiicre temelli tedavidir. Bolgesel yag
alma islemi (liposuction) ile elde edilmis yagda bulunan c¢ekirdekli hiicrelerin %50'den
fazlasinda kok hiicre belirtecleri i¢erir. Bu islem ile elde edilen 6rnekte tedavi icin yeterli sayida
hiicre elde edilip edilemeyecegi sorusu heniiz yanitlanmamistir ancak bu konuda caligmalar

devam etmektedir (85).

4.4.2.5. indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler (iPS)

iPSC'ler, genetik olarak "ESC benzeri bir duruma" yeniden programlanan yetiskin

somatik hiicrelerden tiretilir (86)

Farklilagmis hiicrelerin kaderini bir hiicre tipinden digerine degistirmek, uzun siiredir
aragtirllan bir konuydu. 2006'da bir grup Japon arastirmaci, farklilasmis hiicrelerin kararh
durumunu bozmay1 ve onlar1 embriyonik kok hiicre diizeyine dondiirmeyi basardi. Bu yeni
pluripotent kok hiicre tiirleri, iPS hiicreleri olarak adlandirildi. Heyecan verici bir arastirma ve ilag
gelistirme araci olmasinin yani sira iPS hiicreleri, in vitro olarak boliinebildikleri i¢in kisiye 6zel
hiicre tedavisi i¢in terapdtik potansiyele sahiptir. Siiresiz olarak insan viicudunun herhangi bir olgun
hiicre tipine farklilastirilabilir. Bu nedenle iPS hiicreleri, organ nakli i¢in eslesen doku eksikligini

ve bagisiklik bastiricilarla dmiir boyu tedavi gereksinimini ortadan kaldirabilir (85, 86).

Yeniden programlama i¢in kullanilan retroviral vektorler ve c-Myc gibi onkogenler,
hiicrelere transkripsiyon faktorlerini sokmak i¢in kullanilan vektorler kansere neden
olabileceginden, klinik bir ¢alismada iPSC'lerin kullanim1 sinirlidir. Giivenli iPSC olusturmak

i¢cin yeni yontemler arastirilmaya devam ediyor (86).

4.4.3. Cesitli Kokenlerden Kok Hiicrelerin Fenotipleri

Kok hiicre soylari, dokuya 0zgii lokalizasyonlarinin yani sira, belirli isaretleyici
proteinlerin ve diger kok hiicreye 6zgii epitoplarin ifadesiyle tanimlanir. Bununla birlikte, kok
hiicre soylar1 arasindaki Ortiisen gen ifadeleri nedeniyle, bir kok hiicre genellikle tek bir

isaretleyici protein ile siniflandirilamaz (87).

Kok hiicre soylart igindeki dogal fenotipik varyasyonlarin dikkatli bir sekilde
degerlendirilmesi gerekir. Cesitli dokulardan elde edilen aymi kok hiicre soyunda belirteg
ekspresyonunun varyasyonlari, pluripotenslerindeki farkliliklar1 gosterebilir. Kok hiicre isareti
ifade seviyelerinin hiicre dongiisliniin fazlarma bagli olarak degisiklik gosterebilir. Kok
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hiicrelerin farklilasmasini anlamak ve bu hiicrelerin hiicre tedavisinde basarili bir sekilde
kullanilabilmesi i¢in bu kdk hiicre epitoplarinin mekanizmalar1 ve fonksiyonlar1 hakkinda daha

fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir (87).

4.4.4. Endotelyal Progenitor Hiicreler (EPC)

Endotelyal progenitor hiicreler (EPC'ler), endotel homeostazi ve damarlarin yeniden
sekillenmesinde rol oynayan, damar duvar1 ve kemik iligi kaynakli dolasimdaki hiicrelerdir.
(88). EPC’ler eriskinlerde damar olusumuna katkida bulunurlar, iskemik olaylardan sonra

neovaskiilarizasyona dahil olurlar (89).

EPC’ler, VEGFR (KDR), UEA-1, vWF, CD146 ve CD144 gibi ¢esitli spesifik endotelyal
antijenlerin gen ifadesinin varligi ile degerlendirilir (90). EPC'ye 0zgii bir antijen
tanimlanmamis olmasina ragmen, CD34 ile birlikte CD133'"lin (ifadesi daha fazla farklilasma
sirasinda kaybolan) ve VEGFR2'nin (kinaz ekleme reseptorii olarak da bilinir, KDR) es zamanli
ifadesinin dolasimdaki EPC'ni tanimladig diisiintilmektedir (88-92). CD133 ve VEGFR-2'yi
eksprese eden, ancak CD34'i eksprese etmeyen multipotent progenitor hiicreler, dolasimdaki
EPC'nin olas1 kaynaklaridir. CD34, yalnizca progenitor hiicrelerde degil, ayn1 zamanda olgun
endotel hiicrelerinde de eksprese edilir, CD133 olgun endotel hiicrelerde yoktur. Bu nedenle,

CD133'lin, CD34'ten daha spesifik bir kok hiicre belirteci olduguna inanilmaktadir (89) .

4.4.5. Kok Hiicre ve Hipoksi

Diisiik oksijen konsantrasyonu gen ifadesinde degisiklikler ile hiicresel farklilagsma,
cogalma ve hiicre gogii gibi bircok olayi etkiler. HiF-1ile tetiklenen yolaklar ile kok hiicreler
hipoksiye yamt olustururlar (93). HIF-1 iki alt birimden olusur: HIF-1a / -2a ve digeri aril-
hidrokarbon-reseptdr niikleer translokatdrii olarak da bilinen HIF-1p. HIF-1o hemen hemen
tiim ¢alisilan memeli hiicre tiplerinde eksprese edilirken, HIF-2a sadece endotelyal hiicreler,

bobrek interstisyel hiicreler ve hepatositler gibi belirli hiicre tiplerinde tespit edilebilir (94).
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5. GEREC ve YONTEM

Sunulan tez Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Koordinatorliigii
tarafindan 2210230002 No’lu “Kronik Intermittant Hipoksinin Trombositlerin Anjiogenez
Fonksiyonlarina ve Akcigerde Multipotent Epitelyal Kok/Progenitor Hiicrelerin Yerlesimine

Etkisi.” baslikli lisansiistii tez projesi olarak desteklenmistir.

5.1. Etik Yaklasim

Calisma Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul’undan alinan 16/06/2021
tarith ve 2021-11-91 ve 13/10/2021 tarth ve 2021-17-159 karar numarali etik kurul onaylar ile
gerceklestirilmistir (Ek 1, 2). Deney hayvanlart T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi
tarafindan hayvan barindirma ruhsat1 verilen deney hayvani bakim iinitesinde, hayvan refahini

gozetecek ve uluslararasi etik kurallara uygun sekilde barindirilmistir.

5.2. Deney Hayvanlari

Cahismada, A.U. Tip Fakiiltesi Deney Hayvani Yetistirme ve Temini Laboratuvari’nda
tiretilen 35 adet, 10 haftalik, erkek Wistar Albino tiirii (Rattus norvegicus) siganlar kullanildi.
Hayvanlar adaptasyon icin deneyler baslamadan bir hafta énce A.U Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali’'ndaki deney hayvanlar1 barinma laboratuvarina getirildi, 12 saat aydinlik/karanlik
dongiistinde, 22-24°C sicaklik ve %50-55’lik bagil nemli ortamda barindirildi. Standart sican yemi
ve musluk suyuna serbest erisimleri saglandi. Laboratuvara adaptasyon donemini takiben hayvanlar

rastgele gruplara ayrldi:

1. Kontrol Grubu (n=7)

2. Akciger Hasar1 Grubu (AH, n=7)

3. Kronik Aralikli Hipoksi Grubu (KH, n=7)

4. Kronik Aralikli Hipoksi + Akciger Hasar1 Grubu (KH+AH, n=9)

Ormneklem biiyiikliigii hesabi Arifin, W. N., & Zahiruddin, W. M. (2017) calismasi
kullamlarak gerceklestirilmistir (95). Istatistiksel anlamlilik igin grup sayilari en az 6 olarak
belirlendi. Kronik aralikli hipoksi uygulamasi ve akciger hasari uygulamasina bagl olusabilecek

komplikasyonlar ile muhtemel kan ve trombosit kayiplari goz oniine alinarak deneye dahil edilen
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hayvan sayilar1 artirildi. Calismada AH hasar1 grubunda bulunan iki hayvan, KH+AH grubunda

olan bulunan {i¢ hayvan kaybedildi. Caligma yukarida verilen 6rnek sayilari ile tamamlandi.

5.3. Kronik Aralikh Hipoksi Uygulamasi

Hipoksi uygulanan gruplar (KH ve KH+AH) hipobarik hipoksik kamarada 42 giin
boyunca, giinde 6 saat, 3.000 metre ylikseklige karsilik gelen atmosferik basing (69,3 kPa, 520
mmHg, ~%14 O,) ortaminda tutuldular (Sekil 5.1).

Sekil 5.1. Hipoksi Uygulamasinin Yapildigi Kamara Sistemi

5.4. Akut Akciger Hasar1 Olusturulmasi

Son hipoksi uygulamasindan 24 saat sonra akciger hasar1 gruplarinda yer alan deney
hayvanlarina steril kosullarda anestezi altinda (intramuskiiler 90 mg/kg Ketamin + 10 mg/kg
Xylazine enjeksiyonu ile agrili uyarana yanit vermedikleri tespit edildiginde) trakeostomi
acilarak intratrakeal yoldan lipopolisakkarit (Lipopolysaccharides from Escherichia coli
055:B5) 100png/100g dozunda verildi. Takiben hayvanlar genel anesteziden ¢ikmadan once

trakeostomileri eriyen siitiir ile kapatildi.
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5.5. Doku Orneklerinin Alinmasi

Lipopolisakkarit uygulamasindan 3 giin sonra, lipopolisakkarit uygulanmayan
gruplarda son hipoksiden 4 giin sonra anestezi altinda (intramuskiiler 90 mg/kg Ketamin + 10
mg/kg Xylazine) hayvanlar feda edildi. Literatiirde genel olarak lipopolisakkarit ile akciger
hasar1 olugmasi i¢in beklenmesi gereken siire 4-24 saat olarak bildirilmistir (96, 97). Akcigerde
hasar sonrast SDF-1’nin en yiiksek degerine ulastigt ve endotelyal progenitdr hiicrelerin
akcigerde yerlesmeye basladigi giin bleomisin uygulamasindan sonra {igiincii giin olarak
gosterilmistir (98). Bu nedenle ¢alismamizda akciger hasari1 sonrasi kok hiicrenin yerlesiminin

degerlendirilmesi akciger hasarindan sonraki dordiincii giinde yapildi.

Abdomen ve toraks bosluklar1 acilmadan Once intrakardiyak kan oOrnekleri sitrath

enjektorler ile alindi. Kan alimindan sonra toraks boslugu acilarak akciger dokusu ¢ikarildi.

Akciger dokular1 %4 paraformaldehit (PFA) soliisyonunda 1 gece boyunca + 4 °C’de
bekletilerek fikse edildi. Daha sonra dokularin, 1,2 m siikroz+ %0,1 fiksatif PFA karisimi i¢inde
+4 °C’de bir gece ¢Okmesi beklendi. Dokular kurutma kagidinda kurutulduktan sonra

kriyomatrikse gomiilerek kesit alinana kadar -18 °C de saklandi.

5.5.1. Trombositten Zengin Plazma Hazirlanmasi

Trombositten zengin plazma (TZP), ii¢ asamali yikanmis trombosit siispansiyonu
hazirlama prosediirii kullanilarak hazirlandi (Cazenave, J. P., 2004) (99). Tam kan 6:1 oraninda
antikoagiilanl sitrat dekstroz soliisyonu (ACD-A) iceren tiiplere alindi. Her bir kan 6rnegi 10
dakika 2.300 g'de santrifiijlendi; altta kirmizi kan hiicreleri, arada bir "buffy coat" olarak
adlandirilan tabaka ve siipernatantta hiicreden yoksun plazma olmak iizere ii¢ katman elde
edildi. Steril bir pipet kullanilarak, {ist ve buffy coat katmanlar1 baska bir tiipe aktarildi (Sekil
5.2).
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Sekil 5.2. Tam Kandan Elde Edilen Trombositten Zengin Plazma

Elde edilen mililitre plazmadaki trombosit sayis1 invitrogen Countess Otomotik hiicre
sayim cihazi kullanilarak hesaplandi (Sekil 5.3). Mililitrede bulunan hiicre sayilari ile
orneklerin mililitreleri carpilarak her deney hayvanindan elde edilen trombosit sayilari

hesaplandi.
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Sekil 5.3. Invitrogen Countess Otomotik Hiicre Sayim Cihazi ile Trombositten Zengin
Plazmada Bulunan Hiicrelerin Sayilmasi

Daha sonra 2.200 g'de 4-6 dakika siireyle yeniden santrifiijlendi. Elde edilen hacim
miktarina gore santriflijleme siiresi ayarlandi, 1 ml / 4 dakika olarak belirlendi ve artan her bir
mililitre i¢in 1 dakika siireye eklendi. Tiipiin alt kismindan trombositler ayrildi. Ust kisminda
bulunan trombositten fakir plazma (TFP) uzaklastirildi. Albumin (0,35% , w/v), Heparin (10
U/ml) ve prostaglandin 12 (PGI2, 0,5 uM) igeren ¢ozeltiden standart olarak 5 ml eklenerek
trombositler tekrar siispanse edildi. 10 dakika 37°C'de bekletildikten sonra 1.900 g’de 5 dakika
santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi tistte bulunan kisim uzaklagtirildi. Albumin (0.35%, w/v) ve
PGI2 (0.5 uM) iceren ¢ozeltiden Sml eklenerek yeniden siispanse edildi ve 1.900g’de 4 dakika
santrifiijleme islemi tekrarlandi. Santrifiij sonras1 iistte kalan kisim uzaklastirildi (Sekil 5.4).

Trombosit ornekleri -80°C'de dondurularak saklandi.
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Sekil 5.4. U¢ Asamali Yikama Prosediirii Sonucunda Elde Edilen Trombosit Ornekleri

3.5.2. Histoloji I¢cin Ornek Hazirlama ve Immiinofloresan incelemeler

Histolojik incelemeler Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dalinda gergeklestirildi. Feda edilen hayvanlardan elde edilen ve uygun kosullarda
saklanan dokulardan elde edilen 6rneklerden Shandon marka kriyotom kullanilarak -15 °C’de
10 pm kalmhiginda kesitler elde edildi ve Poly-L-Lisin kapli lamlar {izerine alind.
Immunfloresan boyama i¢in hazirlanan lamlar pappen ile ¢izilip ytkama soliisyonu (tweet 20 +
PBS) ile yikanip bloklama tamponu (BSA+NGS+ PBS) i¢inde 30 dk oda sicakliginda muamele
edildi. Sonrasinda + 4 °C de Anti- VEGFR (biossusa-bs-10412R) 1:50 oraninda sulandirilarak
bir gece bekletildi. Ertesi giin yikama soliisyonu ile yikanan kesitler 1:800 oraninda diliie edilen
Cy3 (jacksonimmuno-111-165-003) sekonder antikoru ile 37 °C de 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibatdrden cikarilan kesitler yikama soliisyonu ile yikanip bloklama soliisyonu ile 30 dk
beklendikten sonra ikinci boyama i¢in CD133 Antikoru (santa cruz-365537) 1:50 diliie edilerek
4°C de bir gece birakildi. Ertesi giin yikama soliisyonu ile yikanan kesitler 1:400 oraninda diliie
edilen Cy5 (jacksonimmuno-115-175-146) sekonder antikoru ile 37 °C de 2 saat inkiibe edildi.
Yikama soliisyonu ile yikanan kesitler hoecst ile kapatilarak Leica marka konfokal mikroskobu

ile incelendi.
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3.6. ELISA Olciimleri

Elde edilmis olan doku siipernatant drneklerinden VEGF, SDF-1, PDGF, endostatin,
trombospondin-1, PAI-1 konsantrasyonunun tayini igin iireticinin talimatlar1 takip edilerek
[Bioassay Technology Laboratory (BT Lab) Rat Vascular Endothelial cell Growth Factor BT-
,VEGF ELISA Kit E0659Ra, BT Lab. Rat Stromal cell derived factor 1a, SDF-1a ELISA Kit
BT-E0327Ra, BT Lab. Rat platelet-derived growth factor, PDGF ELISA Kit BT-E0691Ra, BT
Lab. BT Lab. Rat Endostatin, ES ELISA Kit BT-E0467Ra, BT Lab. Rat Thrombospondin
1,TSP-1 ELISA Kit BT-E0687Ra, BT Lab. Rat Plasminogen Activator Inhibitor 1, PAI-1
ELISA Kit BT-E0636Ra] ELiSA yontemi uygulandi. Plaga yiiklenen 6rneklerin 450 nm dalga
boyundaki absorbans degerleri spektrofotometre yardimiyla &lgiildii. Orneklerden ve standart
cozeltiden elde edilen absorbans 6l¢iimleri birlikte degerlendirilerek drneklerin konsantrasyon
degerlerine ulasildi. Konsantrasyonlar ng/L. protein cinsinden ifade edildi. Elde edilen
konsantrasyon degerleri Ornegi olusturan trombosit sayisina boliinerek normalize edildi.

Faktor/hiicre konsantrasyonlar1 10~ ng/L cinsinden ifade edildi.

3.7. istatistiksel Analiz

Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik grafikleri) ve
analitik yontemler (Shapiro-Wilk testi) kullanilarak incelendi. Tanimlayicr istatistikler normal
dagilan veriler i¢in ortalama + standart sapma, normal dagilima uymayan veriler i¢in ortanca
ile minimum ve maksiumum degerler olarak verildi. SDF-1, PAI-1, PDGF, endostatin
konsantrasyonlar1 normal dagilim gosteriyordu. Bu parametreler gruplar arasinda ANOVA testi
kullanilarak karsilastirildi. Ikili karsilastirmalarda ise Post-Hoc test olarak Bonferroni testi
kullanildi. VEGF ve trombospondin konsantrayonlari, SDF-1/hiicre, VEGF/hiicre, PDGF/
hiicre, PAI-1/hiicre, endostatin/hiicre, trombospondin/hiicre verilerinin normal dagilim
gostermedigi belirlendigi i¢in bu parametreler gruplar arasinda Kruskal-Wallis testi kullanilarak
karsilastirildi. Ikili karsilastirmalar Mann-Whitney U testi kullanilarak yapildi ve Bonferroni

diizeltmesi kullanilarak degerlendirildi.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi 0,05 olarak kabul edilip analizlerin gergeklestirilmesinde
Statistical Package for Social Sciences (SPSS, Versiyon 15.0, Chicago,IL.) kullanildi.
Istatistiksel anlamlilik igin toplam tip-1 hata diizeyi %5 kabul edildi. Verilerin grafiklere
aktarilmasinda GraphPad Prism Version 8.4.3 (686) programi kullanildi.

48



6. BULGULAR

6.1. Deney Hayvanlarimin Viicut Agirhg:

Deney hayvanlarinin viicut agirliklar1 ¢alisma oncesinde ve hipoksi uygulamasinin
bitiminde 6l¢iildii. Deney hayvanlariin ilk agirlik 6l¢timlerinde gruplar arasinda farklilik yoktu
(F=1,408, p=0,265). Son agirlik degerlerinde de gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmadi
(F=1,521, p=0,235). Son agirliktan ilk agirligin ¢ikarilmasi ile elde edilen viicut agirligi
degisimi degerleri karsilastirilmis olup, agirlik degisiminin gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermedigi bulundu. (F=0,985 p=0,415). Agirlik degisimi yiizde orani degerleri agirlik
degisiminin ilk agirliga boliinmesi ve sonucun 100 ile ¢arpilmasi ile hesaplanmis olup, gruplar
arasi karsilastirmalarda anlaml farklilik gostermedigi bulundu (F=0,824 p=0,493, Sekil 6.1,
Tablo 6.1).
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Sekil 6.1. Deney hayvanlarinin ilk ve son agirliklari
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Tablo 6.1. Deney hayvanlarinin ilk ve son agirliklar: (Ort.+S.S.)

Kontrol AH KH KH+AH
(n=7) (n=7) (n=T7) (n=9)
Ik Agirhik (gr) 283,00 £ 4,58 303,14+ 5,74 302,29 + 2,58 284,56 £ 8,76
Son Agirhik (gr) 416,20 + 7,65 431,57+ 1,14 | 397,00+ 11,76 | 397,11 +9,39
Agirhik Degisimi (gr) 95,14+ 24,77 128,42 + 21,35 94,71 £2,06 112,55+ 6,75
Agirhik Degisimi % 33,62+ 8,74 42,57+ 7,10 31,72 £ 1,65 39,99 +£2,81

Agirlik degisimi = son agirlik-ilk agirlik,
Agirlik degisimi %= (son agirlik-ilk agirlik) /ilk agirlik x 100

6.2. Hiicre Sayisi

Otomatik hiicre sayim cihazi kullanilarak, santrifiij isleminden sonra elde edilen TZP’nin

ml’sinde bulunan hiicreler sayildi. Hiicre sayilar1 gruplar arasinda farklilik gosterdi (F=19,71,

p=0,00). KH+AH grubunun mililitredeki hiicre sayis1 diger gruplardan anlamli olarak fazla
bulundu (Sekil 6.2, Tablo 6.2).

Elde edilen toplam TZP miktar1 ile mililitrede bulunan hiicre sayisi ¢arpilarak elde edilen

toplam hiicre sayist hesaplandi. Toplam hiicre sayisinda gruplar arasinda anlamli farklilik

saptand1 (F= 24,38, p=0,00). KH+AH grubunda hiicre sayis1 diger gruplara gore anlamli1 olarak
fazla bulundu (Sekil 6.2, Tablo 6.2).

8x107

ek

*xx QB0
s

- 6%x107

- 4x107

- 2x107

*** Kontrol grubu ile anlamli farklilk(p<0,001)
@8\ H grubu ile anlamli farklilik (p<0,001)
### KH grubu ile anlamli farklilik (p<0,001)

3 Kontrol
= AH
= KH
= KH+AH

Sekil 6.2. TZP’de bulunan toplam ve mililitrede hesaplanan hiicre sayilari
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Tablo 6.2. TZP’de bulunan toplam ve mililitrede hesaplanan hiicre sayilar1 [Ort£S.S., Toplam
Hiicre Sayisi= (Hiicre sayis1 x Elde Edilen TZP ml. hacmi)]

Kontrol (n=7) AH (n=7) KH (n=7) KH+AH (n=9)

Hiicre Sayisi

25,60 + 3,76x10° 31,00 + 5,40x10° 32,54 +£9,49x10° | 103,66 + 11,56x10""##
(hiicre/ml)

Toplam Hiicre sk
105,64 + 16,03x10° | 112,78 +16,60x10° | 146,64 +40,79x10° | 455,50 + 47,08x10%""##

Say1s1

*#%* Kontrol grubu ile anlamli farklilik (p<0,001).
** AH grubu ile anlaml: farklilik (p<0,001).
## KH grubu ile anlamli farklilik (p<0,001).

6.3. Trombositlerden Olciilen Proanjiogenik Faktorler

Trombositlerin parcalanmasi sonrasi elde edilen siipernatanttan proanjiogenik faktorlerin
konsantrasyonlart 6l¢iildli, sonuglar toplam hiicre sayisina boliinerek hiicre basina diisen

miktarlart hesaplandi.

6.3.1. SDF-1

Gruplar arasinda SDF-1 konsantrasyonlar1 arasinda anlamli farklilik bulundu (H=8,33,
p=0,04). SDF-1 konsantrasyonlar1 kontrol ve KH gruplari arasinda anlamli farklilik gosterdi
(M=1,00 p=0,001). AH ve KH gruplar1 arasinda da fark anlamli bulundu (M=8,50 p=0,038)
(Sekil 6.3, Tablo 6.3).

Hiicre basina diisen SDF-1 konsantrasyonlarinin (SDF-1/hiicre) gruplar arasinda farklilik
gosterdigi bulundu (H=16,30, p=0,001). SDF-1/hiicre konsantrasyonu kontrol grubu ile
KH+AH gruplar arasinda anlamli farklilik gdsterdi (M=0,00, p=0,00). Ayn1 zamanda AH ve
KH+AH gruplar arasinda da anlamli farklilik bulundu (M=3,00, p=0,001, Sekil 6.3, Tablo 6.3).
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Sekil 6.3. TZP’den elde edilen siipernatantta SDF-1 konsantrasyonu (A), hiicre basina diisen
SDF-1 konsantrasyonu diizeyleri (B)

*#%* Kontrol grubu ile anlamli farklilik (p<0,001).
** Kontrol grubu ile anlaml farklilik (p<0,01).

* AH grubu ile anlamli farklilik (p<0,01).

* AH grubu ile anlamli farklilik (p<0,05).

Tablo 6.3. TZP’den elde edilen siipernatantta SDF-1 konsantrasyonu (ng/L; ortanca,
min;maks) ve hiicre basma diisen SDF-1 konsantrasyonu diizeyleri (SDF-
1/Hiicre,1x107 ng/L; ortanca, min;maks).

Kontrol (n=7) AH (n=7) KH (n=7) KH+AH (n=9)
SDF-1 2,47 2,06 1,04 *%*e 1,33
Konsantrasyonu (1,40; 2,55) (2,05; 4,21) (0,56; 2,19) (0,88; 3,26)
0,01 0,01 0,004 0,001 ™"
SDF-1/Hiicre
(0,006; 0,027) (0,003; 0,018) (0,000; 0,014) (0,000, 0,005)

*#%* Kontrol grubu ile anlamli farklilik (p<0,001).
** Kontrol grubu ile anlaml farklilik (p<0,01).

*« AH grubu ile anlamli farklilik (p<0,01).

* AH grubu ile anlaml farklilik (p<0,05).

6.3.2. VEGF

Gruplar arasinda VEGF konsantrasyonlar1 arasinda anlamli farklilik bulunmadi (H=3,69,

p=0,29, Sekil 6.4, Tablo 6.4).

Hiicre basina diisen VEGF konsantrasyonlar1 gruplar arasinda farkli bulundu

(H=18,431, p=0,00). VEGF/hiicre konsantrasyonu kontrol ve KH+AH gruplar1 (M=0,00,
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p=0,00), AH ve KH+AH gruplar1 (M=0,00, p=0,00), KH ve KH+AH gruplar1 (M=4,00,
p=0,002) arasinda anlaml1 olarak farkli bulundu (Sekil 6.4, Tablo 6.4).
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Sekil 6.4. TZP’den elde edilen siipernatantta VEGF konsantrasyonu (A), hiicre basina diisen
VEGF konsantrasyonu diizeyleri (B)

*** Kontrol grubu ile anlaml farklilik (p<0,001).
e« AH grubu ile anlamli farklilik (p<0,001).
# KH grubu ile anlaml farklilik (p<0,01).

Tablo 6.4. TZP’den elde edilen siipernatantta VEGF konsantrasyonu (ng/L; ortanca,
min;maks), hiicre basina diisen VEGF konsantrasyonu diizeyleri (VEGF/Hiicre,

1x10° ng/L; ortanca, min;maks)

Kontrol (n=7) AH (n=7) KH (n=7) KH+AH (n=9)
VEGF 243,60 180,00 167,50 179,30
Konsantrasyonu | (160,18; 258,20) | (162,90;290,23) | (134,50; 237,20) (146,40; 269,75)
VEGF/Hiicre 1,091 0,91 0,87 0,19 *#
(0,47; 3,10) (0,52; 1,73) (0,22; 2,35) (0,13; 0,45)

*#%* Kontrol grubu ile anlamli farklilik (p<0,001).
e« AH grubu ile anlamli farklilik (p<0,001).

# KH grubu ile anlamli farklilik (p<0,01).

6.3.3. PDGF

PDGF konsantrasyonda gruplar arasinda farklilik yoktu (F=1,41, p=0,26) (Sekil 6.5,
Tablo 6.5).
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Hiicre basina diisen PDGF konsantrasyonlar1 arasinda gruplar arasinda farklilik bulundu

(H=16,894, p=0,001). PDGF/hiicre konsantrasyonu kontrol ve KH+AH gruplar1 (M=0,00,
p=0,00), AH ve KH+AH gruplart (M=0,00, p=0,00), KH ve KH+AH gruplar1 (M=4,00,
p=0,002) arasinda anlaml1 olarak farkli bulundu (Sekil 6.5, Tablo 6.5).
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Kontrol AH
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-0.01

T
Kontrol AH

KH KH+AH

Sekil 6.5. TZP’den elde edilen siipernatantta PDGF konsantrasyonu (A), hiicre bagina diisen
PDGF konsantrasyonu diizeyleri (B)

*** Kontrol grubu ile anlaml farklilik (p<0,001).
+es AH grubu ile anlaml1 farklilik (p<0,001).
# KH grubu ile anlaml farklilik (p<0,01).

Tablo 6.5. TZP’den elde edilen siipernatantta PDGF konsantrasyonu (ng/L, ortalama+SS),
hiicre basina diisen PDGF konsantrasyonu diizeyleri (PDGF/Hiicre, 1x10-5 ng/L;

ortanca, min;maks)

(0,004; 0,028)

(0,004;0,014)

(0,002;0,027)

Kontrol (n=7) AH (n=7) KH (n=7) KH+AH (n=9)
PDGF Konsantrasyonu 2,086+0,126 1,858+0,132 2,055+0,068 2,116+0,056
PDGF/Hiicre 0,0097 0,0100 0,0101 0,0022 "

(0,015; 0,038)

*** Kontrol grubu ile anlaml farklilik (p<0,001).
*es AH grubu ile anlaml: farklilik (p<0,001).
# KH grubu ile anlamli farklilik (p<0,01).
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6.4. Trombositlerde Bulunan Antianjiogenik Faktorler

Trombositlerin pargalanmasi sonrasi elde edilen silipernatanttan dlciilen antianjiogenik

faktor sonuglari ve toplam hiicre sayisinda bdliinerek hiicre basmna diisen faktor

konsantrasyonlar1 hesaplandi.

6.4.1. PAi-1

Gruplar arasinda PAI-1 konsantrasyonlar1 arasinda anlamli farklilik bulundu (F=3.92,
p=0.02). ikili karsilastirmalarda KH grubunun PAI-1 konsantrasyonu kontrol grubundan
anlamli olarak yiiksek bulundu (Sekil 6.6, Tablo 6.6).

Hiicre basina diisen PAI-1 konsantrasyonlari arasinda gruplar arasinda anlaml farklilik
gosterdi (H=17,380, p=0,001). PAI-1 /hiicre konsantrasyonu kontrol ve KH+AH gruplari
(M=1.00, p=0.00), AH ve KH+AH gruplar1 (M=0.00, p=0.00), KH ve KH+AH gruplar
(M=2.00, p=0.001) arasinda anlaml1 olarak farkli bulundu (Sekil 6.6, Tablo 6.6).

A
15 B 0.20-
2
o * 0.15-
@ 40
£ 0.10-
c ? 5 0.05-
Q 5- T
P a 0.004
&
0 T T T T -0.05 T T T T
Kontrol AH KH KH+AH Kontrol AH KH KH+AH

Sekil 6.6. TZP’den elde edilen siipernatantta PAI-1 konsantrasyonu (A), hiicre basina diisen
PAI-1 konsantrasyonu diizeyleri (B)

*** Kontrol grubu ile anlaml farklilik (p<0,001).
* Kontrol grubu ile anlamli farklilik (p<0,05).

*es AH grubu ile anlaml1 farklilik (p<0,001).

# KH grubu ile anlaml farklilik (p<0,01).
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Tablo 6.6. TZP’den elde edilen siipernatantta PAI-1 konsantrasyonu (ng/L, ortalama+SS),
hiicre basina diisen PAI-1 konsantrasyonu diizeyleri (PAI-1/Hiicre, 1x10 ng/L;
ortanca, min;maks)

Kontrol (n=7) AH (n=7) KH (n=7) KH+AH (n=9)
PAI-1
4,818 +£0,365 5,114 £ 0,465 6,851 £0,421* 5,644 + 0,459
Konsantrasyonu
) 0,025 0,024 0,027 0,005 "
PAI-1/Hiicre
(0,122; 0,062) (0,013; 0,045) (0,009; 0,127) (0,002; 0,013)

*** Kontrol grubu ile anlaml farklilik (p<0,001).
* Kontrol grubu ile anlamli farklilik (p<0,05).
e« AH grubu ile anlamli farklilik (p<0,001).

# KH grubu ile anlamh farklihk (p<0,01).

6.4.2. Endostatin

Gruplar arasinda endostatin konsantrasyonlari arasinda anlamli farklilik bulundu
(F=6,490, p=0,002). AH grubunun endostatin konsantrasyonu, kontrol grubuna gore anlaml
olarak yiiksek bulundu. AH grubunun endostatin konsantrasyonu KH+AH grubuna gore de
anlamli olarak yiiksekti. (Sekil 6.7, Tablo 6.7).

Hiicre bagina diisen endostatin konsantrasyonlari arasinda gruplar arasinda farklilik
bulundu (H=14,856, p=0,002). Endostatin/hiicre konsantrasyonu kontrol ve KH+AH gruplari
(M=0.00, p=0.00), AH ve KH+AH gruplar1 (M=0.00, p=0.00), KH ve KH+AH gruplari
(M=11.00, p=0.031) arasinda anlaml1 olarak farkli bulundu (Sekil 6.7, Tablo 6.7).
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Sekil 6.7. TZP’den elde edilen siipernatantta endostatin konsantrasyonu (A), hiicre basina
diisen endostatin konsantrasyonu diizeyleri (B).

*** Kontrol grubu ile anlaml farklilik (p<0,001).
** Kontrol grubu ile anlamli farklilik (p<0,01).
+es AH grubu ile anlaml farklilik (p<0,001).

e« AH grubu ile anlamli farklilik (p<0,01).

# KH grubu ile anlaml farklilik (p<0,05).

Tablo 6.7. TZP’den elde edilen siipernatantta endostatin konsantrasyonu (ng/L, ortalama+SS),
hiicre basina diisen endostatin konsantrasyonu diizeyleri (Endostatin/Hiicre, 1x107
ng/L;ortanca, min;maks)

Kontrol (n=7) AH (n=7) KH (n=7) KH+AH (n=9)
Endostatin 149,94243,551 | 187,085+9,029™ 163,300+6,956 150,600+6,531"
Konsantrasyonu
Endostatin/Hiicre 0,744 0,844 0,856 0,164 **#
(0,369; 3,10) (0,576; 1,570) (0,224; 2,113) (0,111, 0,310)

*** Kontrol grubu ile anlaml farklilik (p<0,001).
** Kontrol grubu ile anlamli farklilik (p<0,01).
e« AH grubu ile anlamli farklilik (p<0,001).

*« AH grubu ile anlaml farklilik (p<0,01).

# KH grubu ile anlaml farklilik (p<0,05).

6.4.3. Trombospondin

Gruplar arasinda trombospondin konsantrasyonlari arasinda anlamli farklilik bulundu
(H=14,644 , p=0,002). Trombospondin konsantrasyonu kontrol ve KH gruplar1 arasinda anlaml1
olarak farkli bulundu (M=0.00, p=0.001). Trombospondin konsantrasyonu AH ve KH gruplari
arasinda (M=0.00, p=0.001) ve KH ve KH+AH gruplar1 arasinda da (M=5.00, p=0.003) anlaml1
olarak farkli bulundu (Sekil 6.8, Tablo 6.8).
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Hiicre basina diisen trombospondin konsantrasyonlar1 arasinda gruplar arasinda anlaml
farklilik bulundu (H=18,620, p=0,00). Trombospondin/hiicre konsantrasyonu kontrol ve
KH+AH gruplart (M=1.00, p=0.00), AH ve KH+AH gruplari (M=0.00, p=0.00), KH ve
KH+AH gruplan (M=1.00, p=0.00) arasinda anlamli olarak farkli bulundu (Sekil 6.8, Tablo
6.8).
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Sekil 6.8. TZP’den elde edilen siipernatantta trombospondin konsantrasyonu (A), hiicre basina
diisen trombospondin konsantrasyonu diizeyleri (B)

*#%* Kontrol grubu ile anlamli farklilik (p<0,001).
** Kontrol grubu ile anlamli farklilik (p<0,01).
se¢ AH grubu ile anlamli farklilik (p<0,001).

*« AH grubu ile anlaml farklilik (p<0,01).

## KH grubu ile anlamh farklilik (p<0,001).

# KH grubu ile anlamli farklilik (p<0,05).

Tablo 6.8. TZP’den elde edilen siipernatantta trombospondin konsantrasyonu 1x10” (ng/L,
ortanca, min;maks), hiicre basina diisen trombospondin konsantrasyonu diizeyleri
(Trombospondin/Hiicre, 1x107 ng/L; ortanca, min;maks).

Kontrol (n=7) AH (n=7) KH (n=7) KH+AH (n=9)
Trombospondin 29,100 28,310 43,400 ** 29,230 %
Konsantrasyonu (22,7205 38,570) | (22,060;32,320) | (39,080; 56,340) | (19,460; 48,840)
Trombospondin/ 0,147 0,134 0,219 0,033 "
Hiicre (0,061; 0,395) (0,090; 0,212) (0,060; 0,574) (0,016; 0,075)

*** Kontrol grubu ile anlaml farklilik (p<0,001).
**  Kontrol grubu ile anlamli farklilik (p<0,01).

se¢ AH grubu ile anlamli farklilik (p<0,001).

*« AH grubu ile anlaml farklilik (p<0,01).

## KH grubu ile anlamh farklilik (p<0,001).

#KH grubu ile anlaml farklilik (p<0,05).
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6.5. Akciger Dokusunda Immiinofloresan Boyama ile Endotelyal Progenitor Hiicrelerin

Degerlendirilmesi

Histolojik c¢alisma i¢in akcigerden alinan 6rnekler VEGFR2 (CD309) ve CDI133
immunofloresan boyalar1 ile isaretlendi, konfokal mikroskobu ile akciger dokularindaki

epitelyal progenitor hiicrelerin varlig1 gézlendi (Sekil 6.9).

Immiinofloresan boyama ile kontrol grubuna ait akciger dokusu kesitlerinde VEGFR2+
ve CDI133+ hiicrelere ait ifadelenme giiglii olarak izlenmistir. Her iki antikorun birlikte

ifadelendigi endotelyal progenitor hiicreler kontrol grubunda bulunmaktadir.

AH grubunda VEGFR2+ ve CD133+ hiicrelere ait ifadelenme kontrol grubuna gore daha
belirgin olarak izlenmistir. Her iki antikorun birlikte ifadelendigi endotelyal progenitor

hiicrelerin varligi AH grubunda kontrol grubuna gore daha yogun goézlenmistir.

KH grubuna ait akciger dokusu kesitlerinde alveol duvarinda VEGFR2+ ve CDI133+
hiicrelerin ifadelenmesi silik diizeydedir, birlestirilmis goriintiide her iki antikorun birlikte

ifadesi bulunmamaktadir.

KH+AH grubunda VEGFR2+ hiicreler KH grubu ile benzer ifadelenme gosterirken
CD133+ hiicreler KH grubuna gore daha belirgin ifadelenme gostermistir. Birlestirilmis

goriintiilerde her iki antikorun birlikte ifadelendigi hiicreler izlenmemistir.
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VEGFR CD133 Merge

Kontrol

KH+AH

Sekil 6.9. Kontrol, AH, KH ve KH+AH gruplarma ait immunofloresan igaretli mikrograflarda
akcigere yerlesen CD133+, VEGFR2+ hiicrelere ait goriintiiler izlenmektedir.
Alveol duvarinda CDI133 (kirmiz1) ile, VEGFR2 (yesil) ile isaretli olarak
gozlenmektedir. Birlestirilmis (merge) goriintiide her iki antikoru birlikte ifade eden
hiicrelerin varlig1 AH grubunda yiiksek, kontrol grubunda diisiik diizeyde izlenirken,
KH ve KH+AH gruplarinda birlikte ifadelenme goriilmemektedir.
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7. TARTISMA

Bu calismada kronik aralikli hipoksiye bagli trombositlerin anjiogenez modiilasyonlari
ile endotelyal progenitor hiicreler iizerindeki etkisi incelenmistir. Klinikte akciger hasari
durumunda trombosit kaynakli mekanizmalarin endotel onarimindaki rolii aydinlatiimaya

calisiimistir.

Calismamizda deney hayvani olarak kullanilan Wistar albino siganlara 42 giin, giinde alt1
saat 3.000 m yiikseklige karsilik gelen hipobarik hipoksi uygulanan grupta kontrol grubuna
gore viicut agirligr ortalamalar1 daha diisiik bulundu. Ancak bu durum istatistiksel olarak
anlaml degildi. Siganlarda {i¢ hafta aralikli hipoksi uygulamasmin viicut agirligini azalttigi
gosterilmistir (100). Baska bir ¢alismada da 3 ve 10 giin hipoksi uygulamasi viicut agirligini
azaltmistir (101). Bizim c¢alismamizda degisiklik olmamasi daha uzun siireli hipoksi

maruziyetine bagl aklimatizasyon kaynakli olabilecegi diistintildii.

Calismamizda elde edilen TZP’de KH, kontrol ve AH gruplarinda hem mililitrede
bulunan trombosit sayis1t hem de toplam trombosit sayisi1 benzer bulundu. Sigcanlarda yapilan
bir caligmada ¢alismamiza benzer sekilde kronik aralikli hipoksinin trombosit sayisi lizerinde

etkisi olmadig1 gosterilmistir (100).

Bununla birlikte KH+AH grubunun mililitredeki trombosit sayis1 ve toplam trombosit
sayis1 diger gruplardan anlamli olarak fazla bulunmustur. Literatiirde farelere kronik hipoksi
uygulanmasinin 14. giiniinde megakaryosit boyutunda artis gdsterilmistir (102). Benzer sekilde
baska bir calismada da kemik iligindeki megakaryositlerin boyutunda hipoksiye bagh artig
gosterilmistir.  Ayn1  zamanda akut hipoksinin promegakaryositlerin megakaryositlere
donlistimiinii  hizlandirdigt ve hem akut hem de kronik hiposinin megakaryosit ve
promegakaryositlerin ~ boyutunu artirdigi  gosterilmistir.  Akut hipokside yiikselen
promegakaryosit sayis1 hipoksi uygulamasi sonrasi baglangi¢ diizeyine geri donerken hipoksiye

maruz kalma siiresinin uzamastyla megakaryosit sayisi yliksek kalmistir (103).

Calismamizda da KH nin megakaryosit sayisini ve boyutunu artirmis olabilecegi, akciger
hasar1 olusumu ile tetiklenen akut hipoksiye yanitin da megakaryosit sayisin1 ve boyutunu
etkilemis olabilecegi diisiinlilmiistiir. Megakaryositlerin par¢alanmast sonucu olusan

trombositlerin sayisindaki artis megakaryosit ¢apindaki artiga bagl olabilir.
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Trombosit biyogenezinde akciger mikrosirkiilasyonu da ©nem tasir. Akciger
mikrosirkiilasyonunu dogrudan goriintiileyerek yapilan bir ¢alismada ¢ok sayida
megakaryositin akcigerde bulundugu ve pulmoner dolasimda dinamik olarak trombositleri
serbest biraktiklart gosterilmistir. Toplam trombosit iiretiminin yaklagik %50'si veya 10
milyon/saat trombosit tretimi ile akcigerlerin 6nemli bir trombosit kaynagi oldugu
bildirilmistir. Bu bulgular akcigeri terminal trombosit {iretiminin birincil bolgesi ve 6nemli

hematopoietik potansiyele sahip bir organ olarak konumlandirmistir (4).

Trombosit sayis1 mortalite ve morbidite agisindan 6nem tagimaktadir. Pnémoni tanili1 405
hastada yapilan bir ¢alismada bagvuru sirasinda hastalarin %14,1'inde trombositoz, %4,2'sinde
trombositopeni goriilmiis, trombositopeni gelisen hastalarda daha fazla yogun bakim, invaziv-
noninvaziv mekanik ventilasyon ve vazopresor tedavi ihtiyaci olurken, trombositozu olan
hastalarda daha sik invaziv mekanik ventilasyon ihtiyaci olmustur. Bagvuru ve takipteki

trombosit sayisi ile 30 giinliik mortalite arasinda fark bulunmamustir (104).

Sicanlara 3 hafta boyunca giinde 8 saat ve her dakikada iki kez 15 sn stireyle hiperkapnik
hipoksik gaz karisimi (minimum %6-8 Oz, maksimum %10-14 COz) uygulandig1 kronik aralikli

hipoksi modelinin trombosit sayis1 lizerinde anlamli bir etkisi olmadigi gosterilmistir (100).

%?5,5-%6,5 oksijen seviyelerinde giinde yaklasik 8 saat tutulan farelerde yapilan bir
calismada hipoksiden 1-3 giin sonra periferik trombosit sayilarinin arttigi, 4. ve 5. giinlerde
normale yakin degerlere dondiigii, hipoksiden sonra 6. ve 7. giin normal sayilarin altina diistiigii

gosterilmistir (105).

Literatiirde hipoksinin trombosit sayisina etkisine dair farkli sonuclar iceren c¢esitli
caligmalar mevcuttur. Bu farkliliklarin nedeninin hipoksi siiresi, canlinin hipoksik ortama
adaptasyonu ve hipoksi kosullarinin farkliligt gibi ¢esitli nedenlere bagli oldugu

diistiniilmektedir.

Yapilan ¢alismalar KH’nin trombosit morfolojisini ve fonksiyonlarini degistirdigi fikrini
de desteklemektedir. Benzer sekilde ¢alismamizda trombositlerin anjiogenezin modiilasyonunu

saglayan faktorler diizeylerinde hipoksiye bagli etkileri bulunmustur.

Iki aydan uzun siire hipobarik hipoksi ortaminda yasayan insanlarin trombosit
transkriptomu ve tromboza yatkinlig1 gibi fonksiyonel tepkileri karsilastirilmis ve trombosit

reaktivitesinde, hemostaz ve trombozda gorevli protein ekspresyonunda artis goriilmiistiir
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(106). 6 saat hipoksik ortamda bulundurulan trombositlerde yiizey reseptorii ekspresyonu,
agonist duyarliligi, reseptor sonrasi sinyal iletimi ve trombositin ¢evresel ve farmakolojik
uyaranlara tepkisini degistirebilecek proteomik profillerde farkliliklar ortaya ¢iktig
gozlenmistir (13).

Baska bir ¢alismada kronik aralikli hipoksinin trombositlerde ortalama trombosit capinda
artis, membran fosfolipit yapisinda degisiklik, trombosit P-selektin ve sSCD40L ifadesinde artisa
neden oldugu gosterilmistir (107).

8 hafta boyunca hem %15 hem de %12 oksijen konsantrasyonu ile yapilan kronik aralikli
hipoksinin siddetli egzersiz veya akut hipoksinin neden oldugu eozinofil-trombosit
agregatlarini, proinflamatuar sitokin IL-1 {iretimini ve lipid peroksidasyonunu baskiladigi
gosterilmistir. Ancak %12 oksijen konsantrasyonu ile olusturulan hipoksinin siddetli egzersiz
sonrasi eozinofil-trombosit agregatlarinin olusumunu artirdig1, plazma anti-inflamatuar sitokin
IL-6 ve IL-10'un seviyelerinde artisa neden oldugu, bu etkilerin %15 oksijen konsantrasyonu

ile olusturulan kronik aralikli hipokside olusmadig1 gosterilmistir (108).

OSAS olan hastalarda yapilan bir ¢alismada kronik aralikli hipoksinin apne-hipopne
indeksi ile trombosit hacmi ve trombosit-lenfosit birlikteligi arasinda anlamli bir iligki oldugu
gosterilmistir (109). Baska bir ¢alismada da benzer sekilde OSAS hastalarinda trombosit-
lenfosit birlikteliginin artis1 anlamli bulunmus ve bu durumun OSAS ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelisimi acisindan anlamli olabilecegi bildirilmistir (34). Minimal semptomatik
OSAS olan 57 kisinin kontrol grubuna gore trombosit kaynakli mikropartikiil kan seviyelerinin
ylksek oldugu bulunmustur (110). Bu sonuglarla hipoksinin trombositlerin proanjiogenez ve
antianjiogenez fonksiyonlar1 iizerindeki etkisi tam olarak anlagilamamistir. Calismamizda KH
varhginin trombosit kaynakli SDF-1, PAI-1, trombospondin konsantrasyonlarini degistirdigi
gozlenmistir. Bu bulgularimiz hipoksinin trombosit fonksiyonlari degistirdigini gosterir

niteliktedir.

Hipoksi ile kosullandirilmis serum (HPS; 4 giin boyunca yaklasik %1 O ortaminda
hipoksiye maruz birakilmig insan kan Orneklerinden elde edilen serum) ve TZP’nin
karsilastirildigi bir ¢alismada HPS'de biiyiime faktorlerinden VEGF-C, PDGF-B ve bFGF'nin
daha yiiksek konsantrasyonlarda oldugu bulunmustur. Dermal lenfatik endotel hiicre kiiltiirtinde
yapilan ¢aligmada bu hiicrelerin ¢ogalmasi ve gogiiniin hem HPS hem de TZP ile 6nemli dlciide
desteklendigi gosterilmistir (111). Bu calisma hipoksiye yanit gostermekle birlikte calismamiza
benzer sekilde KH yanitina dair bilgi sunmamaktadir.
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Literatiirde trombosit sayis1 ile kanama zamani arasindaki iliskinin dogrusal olmadigi,
muhtemelen trombosit sayisinin yani sira trombosit fonksiyonunun yeterliliginin de 6nemli
oldugu gosterilmistir (112). Calismamizda da benzer sekilde trombosit sayisi ile anjiogenezi
etkileyen faktor diizeyleri arasinda dogrusal bir iligski olmadig goriilmiistiir. KH+AH grubunda
TZP’de mililitredeki ve toplam trombosit sayist artmis olmasina karsin SDF-1, VEGF, PDGF,
PAI-1, endostatin ve trombospondin-1 faktdr diizeyleri hiicre sayisi ile orantili olarak
artmamigti. Bu durum yukarida Ongordiigiimiiz gibi megakaryositlerde sitoplazmanin
bliylimesi ile protein sentezinin ayni oranda artmamasi ve graniillerin igeriginin yeterince
olgunlagsmamasina bagli olabilecegini diistindiirmektedir. Ancak bu Gnerimizin arastirilmaya

ithtiyac1 bulunmaktadir.

Literatiirde SDF-1"in hipoksi ile arttig1 bircok calismada gosterilmistir. Bunun nedeni
SDF-1 gen ekspresyonunun HiF-1 tarafindan diizenlenmesi ve iskemik dokularda azalmis
oksijen ile SDF-1'in ifadesinin orantili olarak artmasi seklinde ifade edilmistir (35). Ancak
calismamizda SDF-1 konsantrasyonlar1 KH grubunda AH ve kontrol gruplarina gore daha
diisiik bulundu. Hiicre basina SDF-1 konsantrasyonu ise KH+AH grubunda AH ve kontrol

gruplarina gore daha diisiik bulundu. Bulgularimiz literatiir bilgileri ile ¢eliskili gdziikmektedir.

SDF-1 farkli hiicrelerde sentezlenmektedir. Ancak trombosit kaynakli SDF-1’in kemik
iligi kaynakli progenitdr hiicrelerin dolasima ¢ikarak hasarli dokuya yerlesmeyi sagladigi,
progenitdr hiicrenin dokuda hayatiyetini devam ettirmesinin trombosit kaynakli SDF-1’e bagl
oldugu gosterilmistir (1, 6, 113). Bu nedenle trombosit kaynakli SDF-1"in ¢evresel faktorlere
bagl olarak degisiklik gostermesi onemlidir. SDF-1’in genel olarak hipoksi ile orantili olarak
artig gosterdigi bildirilmektedir. Buna karsin kronik aralikli hipoksinin SDF-1 iizerine etkisi ile

ilgili yapilmis bir ¢aligma bulunamamistir.

Asagida siraladigimiz literatlir verileri incelendiginde SDF-1 kaynaginin bizim
bulgularimizdan farkli olarak sadece trombosit kaynaklit SDF-1 olmadig1 ve hemen hemen tiim
caligmalarin akut hipoksi veya iskemi, iskemi/reperfliizyon g¢alismalarinda gen ifadesinde

gozlenenler oldugu goriilecektir.

Doku hasari ile akut hipoksi olusturulan bir ¢alismada endotel hiicrelerinde SDF-1 gen
ekspresyonunun HiF-1 tarafindan diizenlendigi, SDF-1'in iskemik dokudaki ekspresyonunun
azalan oksijen basinci ile orantili oldugu, HIF-1 ile indiiklenen SDF-1 ekspresyonunun
dolasimdaki CXCR4+ progenitor hiicrelerin iskemik dokuya gociinii ve yapigsmasini arttirdigi
bulunmustur (114).
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Sicanlarda yapilan bir ¢alismada femur kirig1 sonrasinda 2, 4, 8 hafta kronik aralikli
hipobarik hipoksi uygulamasinin kirik ¢evresindeki kallus dokusunda VEGF, SDF-1/CXCR4

aksinin ekspresyonunda 6nemli artisa neden oldugu gozlenmistir (115).

Yenidogan fareler iki hafta boyunca normobarik hipoksiye (%10 O2) veya normoksiye
(%20,9 O2) maruz birakilmis, SDF-1'in akciger dokusunda gen ifadesinin iki kat arttig1, sag
ventrikiil icinde SDF-1 gen ifadesinin de belirgin sekilde yiikseldigi, sol ventrikiilde ise SDF-
1’in hipoksiye yanit olarak yiikselmedigi gozlenmistir (116).

Calismamizda da KH grubunda trombosit kaynakli SDF-1"in konsantrasyonunun diistiigi
ve muhtemelen buna bagli olarak akciger dokusunda kok hiicrelerin azaldigi gézlenmistir. SDF-
1, EPC'lerin olusmasi i¢in kok hiicrelerin gii¢lii bir uyaricisidir. EPC'ler dogrudan yeni olusan
damarlara yerlesen ve parakrin faktorler salgilayarak yeni damarlarin biiyiimesini artiran kemik
iligi kaynakli hiicrelerdir. SDF-1/CXCR4 aksinin aktivasyonu EPC’lerin hayatta kalmalarini ve
endotelyal hiicrelere farklilasmasini saglar (5). Deri alt1 timdr biiyiimesi ve arka bacak iskemisi
modeli kullanilan farelerde trombosit kaynakli SDF-1’in kemik iliginden kok hiicrelerin
anjiogenez bolgesine geldigi gosterilmistir (2). Akcigerin sol lobunun cerrahi olarak
cikarilmasindan sonra kok hiicreleri uyararak alveolar yeniden biiylime/yenilenmenin

trombositlerden salinan SDF1’°e bagli oldugu gosterilmistir (1) .

Akciger hasar1 olusturulan farelerin bronkoalveolar lavaj sivisi ve plazmada SDF-1

artisinin akcigerlere kok hiicrelerin go¢ etmesi ve yerlesmesini artirdigi bulunmustur (6).

Iskemi/reperfiizyon hasari sonras1 yapilan bir ¢alismada farelerin mikro sirkiilasyonunda
trombosit kaynakli SDF-1’in kemik iligi kaynakli CD34+ kok hiicrelerinin hasarli endotele

adezyonunu ve bu hiicrelerin EPC’lere farklilagsmasini sagladigi gosterilmistir (7).

Iskemik olmayan kalp yetmezligi modelinde plazmada &lgiilen SDF-1 artisinin

dolasimdaki EPC'lerin mobilizasyonunu ve neovaskiilarizasyonu baslattig1 gosterilmistir (117).

Aktive trombositlerden salinan hiicre dis1 vezikiillerin adipoz mezenkimal kok hiicrelerin
proliferasyonunu, gogiinii, antiapoptotik aktivititesini ve parakrin aktiviteyi artirarak kok
hiicrelerin anjiyogenik ve vaskiilogenik performansini artirdigi gosterilmistir (118). Bu ¢alisma
ile galismamiza benzer sekilde trombosit kaynakli faktorlerin anjiogenezdeki roliiniin 6nemi
arastirilmis olmasina karsin faktorlerin kronik aralikli hipoksi ile degisimi hakkinda bilgi

vermemektedir.
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Trombositin anjiogeneze olan 6nemli katkisinin yami sira hipoksi de kok hiicrelerin
mikrogevresi i¢in 6nemli bir bilesendir ve kok hiicrelerin 6zelliklerini devam ettirmeleri igin
onemlidir. Hipoksi, kok hiicrelerin enerji metabolizmalarini, gen aktivasyonlarini

etkilemektedir (119).

Periferik arterlerin ve alveollerin gelisimi, hem normoksik hem de hipoksik ortamda
birbirine baghdir (55). Farelerde yapilan bir ¢aligmada iskemi Oncesinde uygulanan kronik
aralikli hipoksinin endotelyal CD31+ ve CD34+ hiicrelerinin yogunlugunu 6nemli olclide

arttirdig1, anjiyogenez ile ilgili molekiillerin ekspresyonunu artirdig1 gosterilmistir (120).

Yetiskin farelerde giinde 12 saat, saatte 60 kez %35'lik hipoksi uygulandigi kronik aralikli
hipoksi modeli uygulanmus, kronik aralikli hipoksi sonrasinda akut hiperoksiye maruz kalmanin
sonucu olarak akcigere go¢ eden hiicrelerin arttig1 ve bu hiicrelerin alveolar onarim i¢in 6nemli

oldugu gosterilmistir (121).

Literatiirden farkli olarak calismamizda KH’nin kok hiicrelerin varhi§imi azalttigi, AH
sonrasinda hasarli dokuda kok hiicrelerin yerlesimini olumsuz yonde etkiledigi akciger doku
kesitlerinde gozlenmistir. Diger ¢aligmalarla olan bu farkliligin temel sebebinin hipoksinin

farkli yontem ve siirelerde uygulanmasina bagl oldugu diistiniilmiistiir.

Calismamizda gruplar arasinda VEGF konsantrasyonlar1 arasinda anlamli farklilik
bulunmadi. Ancak c¢esitli ¢calismalarda hipoksinin farkli dokularda VEGF diizeyini ve/veya gen
ifadesini artirdig1 gosterilmis olsa da bazi calismalarda KH’nin VEGF’de degisiklige neden

olmadig1 goriilmiistiir.

Otomatik gaz kontrollii bir sistem ile kronik aralikli hipoksi uygulanan si¢canlarin akciger
dokusundan yapilan gen mikrodizilerinde VEGF-A ve trombosit kaynakli biiylime faktorii B

dahil olmak iizere gen ifadelerinde artis goriilmiistiir (121).

Siganlarda yapilan bir ¢alismada kemik kirigi ¢evre dokusunda HiF-1 ve VEGF'nin
protein ekspresyon seviyelerinin KH uygulamasinin 2. ve 4. haftalarda arttifi ancak bu

seviyelerin 8. haftada kontrol fareleri ile hemen hemen ayn1 oldugu bulunmustur (115).

Sicanlara KH uygulanan bir ¢calismada KH’nin plazmada ve testikiiler mikrodolagimda

VEGTF seviyelerini arttirdigi, testikiiler damarlanmayi belirginlestirdigi gosterilmistir (122).
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Bir calismada kronik hipoksi ve aralikli hipoksiye maruz kalmanin si¢an hipokampal
dokularinda VEGF mRNA ekspresyonu tizerindeki etkisi arastirilmig, kronik hipoksinin VEGF
mRNA ifadesinde 6onemli artisa neden oldugu, ancak aralikli hipoksinin boyle bir degisiklige
neden olmadigr bulunmustur (123). Sicanlarda yapilan bir ¢alismada kronik hipoksinin
miyokardiyal VEGF protein diizeyine etkisi olmadigi gosterilmistir (124).

OSAS’li obez hastalarda yapilan bir c¢aligmada, PDGF ve VEGFnin serum
konsantrasyonlarinin OSAS’ta arttig1, 24 hafta devamli pozitif havayolu basinct (CPAP)
uygulamasi ile azaldig1 gézlenmistir. Benzer sekilde, adipoz doku mRNA seviyeleri, PDGF ve
VEGF nin sadece terapotik CPAP grubunda azaldigi gosterilmistir. PDGF ve VEGF nin serum

seviyeleri hipoksinin derecesi ile iliskilendirmistir (125).

12 giinliik hipoksiye bagli olarak HIF-1 ekspresyonu ile diizenlenen VEGF ekspresyon
artisinin hipoksiye adaptasyonu gosterdigi diisiintilmiistiir (19). 6 hafta kronik hipoksi ve KH
uygulanan sicanlar kontrol grubu ile karsilagtirilmis, kronik hipoksinin ve KH’nin beyaz yag

dokusunda VEGF’yi artirdig1 gosterilmistir. (126).

Bulgularimizin literatiir verilerinden farkli olmasinin en 6nemli nedeni ¢alismamizda
trombosit kaynaklt VEGF degerlendirilmesi olmasidir. Literatiirde trombosit kaynakli VEGF
diizeylerini Olgen ve bunun kronik aralikli hipoksi ile degisimini degerlendiren baska bir

caligsmaya rastlanmamaistir.

Calismamizda PDGF konsantrasyonu gruplar arasinda farklilik gostermemektedir. Ancak

cesitli dokularda yapilan bir¢ok calismada PDGF’nin hipoksiden etkilendigi gosterilmistir.

Aorttan alman diiz kas hiicre kiltiirleri 24 saat hipoksi ve normoksi ortamlarinda
tutulmus, hipoksinin PDGF sentezini artirdig1 goriilmiistiir (127). Farelerde 6 saat, 3 giin ve 10
giin normobarik hipoksi uygulamasinin akciger parankiminde PDGF-B ve VEGF mRNA
seviyelerine etkisi bakilmis, PDGF-B mRNA seviyesinin hipoksiye 6 saat maruz kaldiktan
sonra iki kat arttig1 ve 3 giin sonra kontrol degerlerine geri dondiigii, ancak hipoksiye maruz
kalmayla akciger dokusunda VEGF mRNA seviyelerinin 6nemli olgiide degismedigi
bulunmustur (101).

Tavsan kok hiicre kiiltiiriiniin normoksi, %1, 3 ve 5’lik O2 (%5 karbon dioksit ve kalan1
nitrojen) igeren hipoksi ortaminda tutulmasi sonucunda %3 hipokside PDGF f{iretiminin en

yiiksek oldugu bulunmustur (128). Kardiyomiyosit kiiltiiriinde yapilan ¢alismada hipoksi ile
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PDGF-B ekspresyonu artmistir (129). PDGF-B transkriptlerinin 1 saat gibi kisa bir hipoksiden
sonra arttif1 ve 32 saatlik hipoksi boyunca normoksik kontrollere kiyasla yiiksek kaldigi

gosterilmistir (130).

Baska calismalarda da bizim ¢alismamiza benzer sekilde hipoksinin PDGF’ye etkisi
olmadig1 gosterilmistir. 4 hafta boyunca kronik normobarik hipoksiye (%10 Oz, %90 N2) maruz
birakilan siganlarda 2 ve 4 haftalik kronik hipoksi sirasinda renal PDGF gen ekspresyonunun
artmadig1 gosterilmistir (131).

Diger proanjiogenik faktorlerdeki bulgularimiz gibi, PDGF’de de literatiirde trombosit

kaynakl1 6l¢tim ve bunun hipoksi ile degerlendirilmesi ¢alismasi yoktur.

Trombositlerden salgilanan anitanjiogenik faktorlerle ilgili bulgularimiza baktigimizda,
PAI-1 konsantrasyonunun KH grubunda kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek oldugu
bulunmustur. Literatiirde hipoksiye bagli PAI-1 artis1 birgok c¢alismada gdsterilmistir.
Calismamizda da literatiire benzer sekilde hipoksiye bagli PAI-1 artis1 goriilmiistiir.

Hipoksik (%1 0Oz, %5 CO2 ve %94 N;) ortamda belli siirelerde tutulan insan
trombositlerinde yapilan bir calismada, trombositlerin hipoksiye maruz kalmasi1 HIF-2o'nin

sentezi ile es zamanl olarak PAI-1 ekspresyonunu artirmistir (132).

Akut miyokard enfarktiisii gegirenlerde hem plazma hem de trombosit PAI-1
konsantrasyonlar1 1. giinde yiiksek bulunmus, 5. glinde hizla azalmis ve 28. giinde 1. giine

kiyasla diistik bulunmustur (133).

Kiiltiir ortaminda endotel hiicreleri 24 saat 40 mmHg O» basinca maruz birakilmis. Bu
durum PAI-1 mRNA seviyelerini artirmis, sonra 24 saat daha 150 mmHg O basincina tabi

tutuldugunda PAI-1 mRNA seviyeleri normal seviyeye dénmiistiir (134).

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde artan PAI-1 gen ifadesinin bu hiicrelerin ¢cogalmasini
arttirdig1  gosterilmistir. PAI-1'in artan ifadesinin diiz kas hiicrelerinde apoptoza direng

gelistirmede onemli oldugu gosterilmistir (135).

OSAS’li hastalarda kontrol grubuna gore yiiksek seviyede trombosit kaynakli
mikropartikiil ve yiiksek plazma PAI-1 konsantrasyonlar: bulunmustur. CPAP uygulamast ile

plazma PAI-1 diizeyinde anlamli bir degisiklik olmamustir (136).
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Farelerde yapilan pulmoner fibrozis modelinde alveolar makrofajlarda PAI-1 ve HIF-
la'nin  baskin ekspresyonu gosterilmistir. Normoksi ile HIF-1 susturulmasi PAI-1
ekspresyonunu azaltmistir (137). Kondrosit kiiltiiriinde hipoksi ile saglanan HIF-1 artis1 PAI-1
ekspresyonunu uyarmistir (138). Fibroblast kiiltiiriinde da benzer sekilde PAI-1’in hipoksiye
bagl artis1 gosterilmistir (139). Basi yaralarinin taklit edildigi, cildin sikistirilarak hipoksi
olusturuldugu bir ¢alismada HIiF-1 artis1 ile birlikte bolgesel PAI-1 artis1 gdzlenmistir (140).

Calismanizda PAI-1 bulgularimiz literatiir verileri ile uyumlu olmakla birlikte, genel
olarak PAI-1 anjiogenezin inhibisyonu ile iliskilendirilmisti. Ancak PAI-1’in bu etkisi hakkinda,
anjiogenez modiilasyonu ile ilgili farkli goriisler de bulunmaktadir. Genis klinik ve deneysel
veriler plazmin sistemi iiyelerinin patolojik anjiyogenezde rol oynadigini desteklemektedir. PAI-
1 diizeylerindeki artis kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar, kanser, inflamatuar ve
metabolik bozukluklar gibi ¢esitli patolojik durumlarla iliskilidir, ancak PAI-1’in proteazlarla
etkilesime girerek anjiyogenezi tesvik ettigi de sdylenmektedir. Bazi calismalarda goriilen
tutarsizliklar, sistemin karmasikligi ile aciklanabilir, ¢iinkii bu proteazlar ¢oklu substratlar

tizerinde hareket eder ve etkilerini birgok molekiil iizerinde gosterir (141).

Literatiir verileri ve bulgularimiz birlikte degerlendirildiginde KH’de artan trombosit
kaynakli PAI-1’in anjiogenez modiilasyonundaki roliiniin arastirmaya agik oldugu ortaya

cikmaktadir.

Antianjiogenik  faktdr olarak degerlendirilen trombosit kaynakli endostatin
konsantrasyonu AH grubunda, kontrol ve KH+AH gruplarina gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. Calismamizda degerlendirdigimiz diger faktorler gibi trombosit kaynakli
endostatin ile ilgili de ¢aligma bulunmamustir, ancak akciger hasarinda mubhtelif dokularda
endostatin artig1 ve trombosit fonksiyonlar1 arasinda muhtemel bir iligkinin olduguna dair

yayinlar mevcuttur.

ARDS'li hastalarin plazmasinda yiiksek endostatin seviyeleri endostatinin endotel hiicre
bariyeri bozulmasi, nétrofil gocii ve trombosit agregasyonu gibi merkezi patolojik siiregleri
gelistirme potansiyeli oldugu; erken ARDS patolojisinde yiiksek endostatin seviyeleri ile
notrofil, endotel ve trombosit fonksiyonu arasinda potansiyel bir baglant1 oldugu gésterilmistir

(142).

Endostatin gii¢lii bir anjiyogenez inhibitoriidiir ve anjiyogenez de akcigerlerin gelisimi
icin 6nemlidir. Yenidoganlarda yapilan bir ¢calismada endostatinin trakeal aspirasyon sivisinda
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eksprese edildigi ve dogum sonrasi ilk giin en yiiksek seviyede oldugu bulunmustur. Yiiksek
endostatin konsantrasyonlarinin daha diisiik akciger olgunlugunu yansitan parametrelerle
iligkili oldugu ve intrauterin donemde akcigerlerin fizyolojik gelisiminde 6nemli bir rolii oldugu
diistiniilmiistiir (67). Benzer sekilde bronkopulmoner displazi gelisen erken dogmus bebeklerin
kord plazmasinda da endostatin diizeylerin kontrol grubuna gore anlamli derecede yliksek

bulunmustur (143).

Bir calismada endostatinin ALI'li hastalarin plazmasinda ve bronkoalveolar lavaj
stvilarinda yiiksek oldugu gosterilmistir. ALI hastalarinda hastaligin erken seyri sirasinda

alveoler endostatin diizeylerinin siirekli olarak yiikseldigi diisiintilmektedir (65).

Sicanlarda 1 saatlik sol akciger iskemisi ardindan 30 dakika veya 4 saat reperfiizyon
sonrasinda akciger dokusunda MMP-9 ve endostatin seviyelerinde paralel bir artis

gosterilmistir (144).

Endostatinin akciger hasarima bagli olarak artis gosterdigi bilinmektedir, ancak bu
mekanizmanin hangi patofizyolojik siireglerden sorumlu oldugu net degildir. Calismamiz
akciger hasar1 ile artan trombosit kaynakli endostatin i¢eriginin bu patofizyolojik siireclerde

etkili olabilecegine dair bilgi sunmaktadir.

KH grubunda trombospondin konsantrasyonu kontrol, AH ve KH+AH grubuna gore
yiiksek bulunmustur. Calismamizda hipoksinin trombospondin-1 konsantrasyonlarini artirdigi
gosterilmistir. Hipoksiye bagli farklt dokularda trombospondin artisin1 gosteren baska

calismalar da mevcuttur.

Insan umblikal kord vendz endotel hiicresi kiiltiirii 20 ve 70 mmHg O» basincina maruz
birakilmig, diigiik oksijen basimncinin trombospondin-1 transkript seviyelerini 6 kata kadar
artirdig1, bu artigin hipoksi derecesine bagli olan ve geri doniisiimlii fizyolojik bir diizenleme

oldugu gosterilmistir (145).

Trombosit kaynakli trombospondin-1'in tiimor anjiyojenezini inhibe ederek timor

biiylimesini ve gerilemesinin bir gostergesi olabilecegi gosterilmistir (146).

Hiicre kiiltiirii ile yapilan bir ¢aligmada diger literatiir verilerine aykir1 olarak akut

hipoksiye maruz kalmanin trombospondin-1'i baskiladigi ve VEGF ekspresyonunu artirdigi
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goriilmiistlir. Hipoksinin trombospondin-1ekspresyonunu inhibe etme yeteneginin hiicre tipine

ve/veya transformasyon derecesine bagli oldugu ileri siirlilmiistiir (147).

Endotel hiicre kiiltiirlinlin 24 saat hipoksiye maruz birakilmasindan sonra hipoksi
tarafindan indiiklenen HiF-1, VEGF ve miR-21'in artisinin trombospondin-1 ekspresyonu ile

ters iligkili oldugu bulunmustur (148).

Endotel hiicre kiiltlirlinliin 24 saat hipoksiye maruz birakilmasi ile yapilan bagka bir
calisgmada ise hem trombospondin-1 hem de VEGF hipoksik ortamda yiiksek
konsantrasyonlarda ifade edilmistir ve hipoksiye bagli olarak endotel hiicre proliferasyonu
baskilanmistir. Trombospondin-1'in ortamda immiinpresipitasyon yoluyla tiiketilmesi ile

antiproliferatif etkisinin azaldig1 gosterilmistir (149).

Endotel hiicre kiiltiiriiniin 72 saate kadar farkli hipoksi kosullarinda tutularak yapildig:
caligmada trombospondin-1 genetik ifadesinin artti§i, bu artisin 1-6 saatlerde goriiniir
diizeydeyken, 24-48 saatte maksimum (6,5+1,2 kat) seviyede oldugu, 72 saatlik hipoksi
maruziyeti ile yiiksek seviyelerde kaldig1 gosterilmistir. Hipoksiye bagli olarak trombospondin-
1 artisinin kademeli ve geri doniisiimlii bir fizyolojik tepki oldugu, hipoksinin hem
trombospondin-1’in transkriptinin stabilizasyonu hem de trombospondin-1 protein iiretiminin

uyarilmasi {lizerindeki etkileri gosterilmistir (145).

Monosit hiicrelerinin 5 saat hipoksiye maruz birakilmasi sonucu trombospondin
ekspresyonu artmis, p38 grubu mitojenle aktive olan protein kinaz (p38-MAPK) inhibitdriiniin

eklenmesi ile trombospondin-1 artis1 azalmistir (150).

Trombospondin-1 diizenlemesine baglanan ¢oklu sinyal yolaklarinin hesaplandig1 ve
verilerle karsilastirildigi bir ¢alismada hipoksi ile indiiklenen trombospondin-1 artiginin
anjiyojenez ihtiyaciyla celiskili goriinmektedir, ancak bu fenomenin pro-anjiyojenik faktorler
tarafindan yonlendirilen anjiyojenezin kontrolii i¢in endojen bir geri bildirim olabilecegi
diistiniilmiistiir. Hipoksi ve TGFp tarafindan uyarilan trombospondin-1 iiretiminin, HIF ve p53

gibi cesitli transkripsiyon faktorlerinden giiclii bir sekilde etkilendigi gosterilmistir (151).

Calismamizda da KH’nin trombosit igerigindeki trombospondin-1 konsantrasyonunu
degistirdigi goriilmiistiir. Literatiirden farkli olarak ¢alismamizda KH’nin trombosit kaynakli
trombospondin-1 diizeylerine etkisi degerlendirilmistir. Bu antianjiyogenik faktoriin hipoksi ve

akciger hasar lizerindeki etkileri de arastirmaya agik goziikmektedir.
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8. SONUC VE ONERILER

Bu c¢aligmanin hipotezi altt haftalik KH uygulamasi ile trombositlerde bulunan
proanjiogenik faktorlerin artmasi ve antianjiogenik faktorlerin azalmasi, akciger hasari
sonrasinda trombosit kaynakli proanjiogenik faktorlerden SDF-1’in etkisi ile endotelyal
progenitor hiicrelerin doku hasari olan bolgelere yerlesiminin artirmasi idi. Ancak calismamizin
sonucunda beklenenin aksine proanjiogenik faktorlerden olan SDF-1’in azaldig1 ve buna bagl
olarak akciger hasar1 sonrasinda hasarli dokuya EPC’lerin yerlesiminin azaldig1 goriilmiistiir.
VEGF ve PDGF konsantrasyonlarinda ise hipoksiye bagli anlamli bir degisiklik bulunmamustir.
Antianjiogenik faktorlerden olan PAI-1 ve trombospondin-1 konsantrasyonu ise KH’ye bagh

olarak artarken, endostatin konsantrasyonu AH’na bagl olarak artmistir.

Bu sonuglarla birlikte KH+AH grubunda hiicre basina diisen tiim faktdr konsantrasyonlari
diger gruplara gore oldukga diisiik bulundu. Bu durumun sebebinin AH 6ncesinde uygulanan
KH’nin megakaryosit boyutunda artisa bagli olabilecegi diisiiniildii. Bununla birlikte
megakaryosit boyutlarindaki artisin proanjiogenik ve antianjiogenik faktorlerin diizeyleri ile
orantili olmamasi1 trombosit basina diisen proanjiogenik ve antianjiogenik faktor
konsantrasyonlarinda azalmaya neden olmus olabilir. Ancak calismamizda megakaryositler ile

ilgili bu degisiklikleri agiklayacak testler yapilmamuistir.

Calismamiz planlandiginda KH uygulamasi sonrasi deney hayvanlarindan elde edilen
TZP’de trombositlerin uyarilarak graniiler icerigini siipernatanta bosaltmasi, uyarilmis
trombositlerin yiizeyinde SDF-1 isaretlenerek akim sitometri ile degerlendirilip trombosit
ylizey antijen degisiminin KH’ye bagli degisiminin gdsterilmesi, akcigerde immiinfloresan
isaretlemenin en az ii¢ belirte¢ i¢in antikor ile yapilmasi, sol akcigerlerin hiicrelerinin ayrilarak
EPC’lerin isaretlenmesi ve akim sitometri ile EPC degisiminin yiizdesel olarak ifade edilmesi
planlanmisti. Ancak kisith lisanstistii BAP destegi ile elde edilebilen laboratuvar malzemeleri
calismamizi  oldukca kisitlamisti. Bununla birlikte sonuglarimiz  megakaryosit ve
trombositlerin gen ifadeleri ile bunlarin protein sentezindeki degisimlerinin ayrmtili olarak

calisilabilecegi ¢aligmalara onciiliik edebilecek niteliktedir.

Trombositlerin ¢oklu hiicresel olaylarda aktif olarak yer aliyor olmasi 6nemlidir.
Immiinolojik olarak agiklanamayan bircok durumun trombosit fonksiyon ve bozuklarina bagh
olma ihtimalinin yan1 sira diabetik anjiopati, koroner arter hastaligi, vaskiilitler, tiimdral

dokunun anjiogenezi gibi bircok aydinlatilamamis anjiyogenik durumlarda trombositlerin rolii
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bilim insanlarinin dikkatini ¢cekmektedir. Trombositlerin ve megakaryositlerin fizyopatolojik

stireclerdeki 6nemini aydinlatacak daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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10. EKLER

Ek-1: Etik Kurul Onay1

T.C.
ANKARA UNIVERSITESI REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul

1948

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU KARARI

TOPLANTI TARIHI : 16/06/2021
TOPLANTI NO :2021-11
DOSYA NO :2021-67
KARAR NO :2021-11-91

Yiirtitiiciiliigiinit Universitemiz Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal1 6gretim iiyelerinden Prof. Dr.
Metin BASTUG un yaptig1; arastirici olarak Prof. Dr. Hakan GURDAL, Dog. Dr. Deniz BILLUR,
Ogr. Gér. Dr. Goktug OMERCIOGLU, Ars. Gor. Dr. Ayse DEMIRCI SAHIN, Ars. Gor. Dr. Ayse
Hande YOZGAT ve Vet. Hek. Atilla ISGOREN’in katildigi “Kronik Intermittant Hipoksinin
Trombositlerin Anjiogenez Fonksiyonlarina ve Akcigerde Multipotent Epitelyal Kiék/ Progenitér
Hiicrelerin - Yerlesimine Etkisi” baghikli c¢ahisma Universite senatosunun 12/2/2016 tarihli
toplantisinda 430/3642 sayili karari ile kabul edilen ve Hayvan Deneyleri Merkezi Etik Kurulu’nun
19/2/2016 tarih ve 42 sayih karar ile onaylanan “Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Yonergesi” ne gore degerlendirilmis ve ¢alismanin asagida belirtilen kapsamda yapilmasina
oy birligi ile karar verilmistir.

Hayvan Ttrt : Sigan

Hayvan Sayisi 134
Gegerlilik Siiresi : 01/08/2021 - 01/02/2023
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Ek-2: Etik Kurul Onay1

T.C.
ANKARA UNIVERSITESI REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul

1946

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU KARARI

TOPLANTI TARIHI : 13/10/2021

TOPLANTI NO :2021-17
DOSYA NO :2021-67
KARAR NO :2021-17-159

Yiiriitiiciiliigiinti Universitemiz Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali dgretim tiyelerinden Prof. Dr.
Metin BASTUG un yaptig1; arastirici olarak Prof. Dr. Hakan GURDAL, Dog. Dr. Deniz BILLUR,
Ogr. Gor. Dr. Goktug OMERCIOGLU, Ars. Gor. Dr. Ayse DEMIRCI SAHIN, Ars. Gor. Dr. Ayse
Hande YOZGAT ve Vet. Hek. Atilla ISGOREN’in katildign “Kronik Intermittant Ilipoksinin
Trombositlerin Anjiogenez Fonksiyonlarina ve Akcigerde Multipotent Epitelyal K&k/ Progenitr
Hiicrelerin Yerlesimine Etkisi™ baslikli arastirma projesinin i¢erigi Kurulumuzun 16.06.2021 tarihli
toplantisinda alinan 2021-11-91 sayili karariyla onaylanmistir.

Proje Yiiriitiiciisti tarafindan Kurulumuza verilen 15.09.2021 tarih ve 58482 sayili dilekge ile proje
yiiritiictiliigiinin Dr. Ogr. Uyesi Emel GUNES’e devredilmesi ve Prof. Dr. Metin BASTUG un
arastiricl olarak proje ekibinde yer almasi talep edilmistir.  Kurulumuz 29.09.2021 tarihli
toplantisinda alinan 2021-16-149 say1li karar ile proje yiiriitiiciisii degisikliginin projeye destek veren
kuruluslarca uygun goriilmesini miiteakip yeniden degerlendirilmesi yéniinde karar verilmistir.

Proje viriitiictisti tarafindan verilen 13.10.2021 tarih ve 68749 sayili dilekge ile stz konusu
¢alismanin ytiriitlicli degisikliginin akademik kurul tarafindan onaylandigi ve projenin desteklenmek
tizere heniiz herhangi bir kurulusa 6nerilmedigi bildirilerek yeniden degerlendirme talep edilmistir.

S6z konusu dilekge, Universite Senatosunun 12/2/2016 tarih ve 430/3642 sayih karari ile kabul edilen
ve Hayvan Deneyleri Merkezi Etik Kurulu'nun 19/2/2016 tarih ve 42 sayili karari ile onaylanan
“Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesi’nin 11 (5) maddesi
kapsaminda degerlendirilmis, s6z konusu proje yiiriitiiciisti degisikliginin akademik kurul karari ile
onaylanmis olmasi dolayisiyla proje vyiiriitiictiliigiinin - Dr.  Ogr. Uyesi Emel GUNES’e
devredilmesine oy birligi ile karar verilmistir.

Gegerlilik Stiresi : 01/08/2021 - 01/02/2023
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