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OZET

Nikotin ile Olusturulmus Deneysel Akciger Toksisitesi Modelinde Dekspantenoliin
Antioksidan ve Antiinflamatuar Etkisinin Arastirilmasi

Amag: Nikotinin akciger dokusunda olusturdugu hasar1 onariminda,

Dekspantenoliin antiinflamatuar ve antioksidan etkilerinin arastirilmas.

Materyal ve metot: indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezi’nden tedarik edilen, 250-300 gram agirliginda 32 adet Spraque Dawley cinsi
erkek ratlar kullanildi. Ratlar rastgele 4 esit gruba ayrildi; Kontrol grubu, nikotin grubu,
dekspantenol grubu, dekspantenol + nikotin grubu olarak ayrildi. 8 hafta boyunca Nikotin
ve Dekspantenol gruplarina intraperitonal olarak uygulama yapildi (Nikotin 0.5mg/kg-
gun, Dekspantenol 500 mg/kg/glin). 8 haftanin sonunda ratlarin akciger doku ve kan

ornekleri alinarak, biyokimyasal ve histolojik incelemeler yapildi.

Bulgular: Nikotin uygulanmasi, ratlarin akciger dokusunda oksidatif stres
parametrelerini arttrmis MDA, TOS, OSI (P=0.002), antioksidan parametrelerini
distirmistiir (CAT, GSH-Px, SOD, GSH, GST). Bu durum histopatolojik durumlara yol
acarak, akciger dokusunda inflamasyona neden olmus ve inflamasyon faktorlerinden, IL-

1B ve IL-6 degerlerinde artisa sebep olmustur.

Dekspantenol uygulamasi akciger dokusunda antioksidan parametreleri diizeyini
arttirirken, oksidan (MDA) ve serum inflamasyon degerlerinde (IL-1p ve IL-6) diisiislere
neden olmustur. Nikotin ile dekspantenol uygulamasi nikotinin biyokimyasal ve

histopatolojik etkilerini azaltmaya ¢aligmistir.

Sonug: Nikotin akciger dokusunda hiicre harabiyetini olusturarak, toksisiteye
neden olmus beraberinde inflamasyonlar olusmustur. Dekspantenol ise antioksidan ve
antiinflamatuar etki gdstermistir. Nikotinin toksik etkilerini tedavi etmek igin tedavi

protokoliine dekspantenol eklenebilir.

Anahtar Kelimeler: Akciger, Dekspantenol, Histopatoloji, Nikotin, Oksidatif

Stres Parametreleri, Rat
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ABSTRACT

Investigation of the Antioxidant and Anti-Inflammatory Effect of Dexpanthenol in
an Experimental Lung Toxicity Model with Nicotine

Aim: Investigate the anti-inflammatory and antioxidant effects of Dexpanthenol

in repairing the damage caused by nicotine in the lung tissue.

Material and Method: 32 Spraque Dawley male rats weighing 250-300 grams,
supplied from Inénii University Experimental Animal Production and Research Center,
were used. Rats were randomly divided into 4 equal groups; The control group was
divided into nicotine group, dexpanthenol group, dexpanthenol + nicotine group. For 8
weeks, Nicotine and Dexpanthenol groups were administered intraperitoneally (Nicotine
0.5mg/kg-day, Dexpanthenol 500 mg/kg/day). At the end of 8 weeks, lung tissue and
blood samples of the rats were taken and biochemical and histological examinations were

performed.

Results: Nicotine administration increased oxidative stress parameters in the lung
tissue of rats, MDA, TOS, OSI (P=0.002). It decreased antioxidant parameters (CAT,
GSH-Px, SOD, GSH, GST). This situation caused histopathological conditions, caused
inflammation in the lung tissue and caused an increase in IL-1p and IL-6 values, which

are inflammatory factors.

While dexpanthenol administration increased the level of antioxidant parameters in lung
tissue, it caused decreases in oxidant (MDA) and serum inflammation values (IL-1p and
IL-6). The application of dexpanthenol with nicotine tried to reduce the biochemical and

histopathological effects of nicotine.

Conclusion: Nicotine caused cell damage in the lung tissue, causing toxicity, and
inflammations occurred. Dexpanthenol showed antioxidant and anti-inflammatory
effects. Dexpanthenol can be added to the treatment protocol to treat the toxic effects of

nicotine.

Keywords: Lung, Dexpanthenol, Histopathology, Nicotine, Oxidative Stress

Parameters, Rat
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GABA
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IL-1B
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

salt

- Asetil kolin

: Adenozin tri fosfat

: S1gir serum alblimii

: Katalaz

: 1-kloro 2,4 dinitrobenzen

: Karbonmonoksit

: Koenzim

> Sitokrom p450 izoformu

: Sitokrom p450 izoformu

: 5,5" dithiobis 2 nitrobenzoik asit
: Etilendiamin tetraasetik asit

: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
: Amerikan gida ve ilag dairesi

: Gama amino batirik asit

: Gama butirik asit reseptori

: Glutatyon

- Glutatyon peroksidaz

: Glutatyon S transferaz

. Yiiksek diizeyde duyarli nikotinik asetilkolin reseptoru
: Interlkin bir beta -sitokin

- Interlokin 6 -sitokin

: Malondialdehit

. 2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium



nAChR : Nikotinik asetil kolin reseptoru

NADPH - Nikotinamid adenin dintkleotit fosfat
NBT : Nitro Blue Tetrazolium

NF-KB - Nikleer faktor kappa B
NMDA . N-metil-D-aspartat

PA . Pantotenik asit

PMSF : Fenilmetansulfonil florir

SOD : SUperoksit dismutaz

TAS : Total antioksidan durumu
TBA : Tiyobarbutirik asit

TBST : Western blot tampon solusyonu
TCA - Triklorasetik asit

TOS : Total oksidan durumu

TRiS : Trisodyum sitrat

UGTI1A1l : Insanlarda bulunan bir genin adi

uv : Ultraviyole
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1. GIRIS

Nikotin bagimlilig: kiiresel bazda sosyal bir sorundur. Sigara, i¢erdigi kanserojen
maddeler icerigi ile mutajenik ve kanserojenik etkilere sebebiyet vermektedir (1). Her
sigarada viicuda yaklasik olarak 20-30 mL karbon monoksit ve 2-3 mg nikotin alinir (2).
Sigara, kan sistemi, endokrin sistem, kardiyovaskiiler ve akciger hastaliklari, akciger
kanseri benzeri birgok hastalik halinin goriilmesinde etkili olmaktadir (3). Gunumizde
bircok Ulkede sigara kullanimu ile ilgili yasal diizenlemeler yapilarak sigara kullanimi ve
sigara kullanimina bagli oOliimlerin Onlenmesi i¢in c¢alismalar yogunlastirilmis
durumdadir. Diger bagimlilik yapan ve zararli psikoaktif maddeler gibi nikotin de
merkezi sinir sisteminin biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlarini bozmaktadir. Yapilan
arastirmalarda, antioksidan ve oksidan enzim aktivitesindeki degisikliklerin giinliik
olarak i¢ilmekte olan sigara adedine ve sigara i¢ilen siirenin etkili oldugu belirlenmistir
(3).

Yunanca pantos kavramindan gelmis olan Pantotenik asit, her yer, her yandan
anlaminda kullanilmaktadir. Bitki ve hayvan dokularinda bulunan pantotenik asite neden
olan kaynaklar; karaciger, maya, krali¢e ar1 jole, yumurta, pekmez, mantar, findik, piring
kepegi, fistik, kepekli tahillar, siit ve patatestir (4). Pantotenik asidin biyolojik aktif alkol
formu Dekspantenol (Provitamin B5) dir. Dekspantenol, memeli canlilarin dokusunda
pantenol’e dontismektedir. Pantenol hiicre icerisinde Koenzim A (CoA), ATP ve rediikte
glutatyon (GSH) yapimim arttirmaktadir. Bu unsurlar oksidatif stres halinde hiicre
savunmasin da rol oynar (5,6). Pantotenik asit, B kompleks vitaminlerinin (B5 vitamini)
bir liyesidir. Pantotenik asit ilk olarak 1933 yilinda, Roger Williams tarafindan mayalarin
biiylime faktorii olarak tespit edildi.1934 yilinda, pantotenik asit {izerinde derin bir uyarici
etkiye sahip oldugunu géstermistir (7). Epitelin tekrar sekillenebilmesinde gerekli olan
dekspantenoliin rejeneratif ve antiinflamatuvar 6zellikleri bulunmaktadir (5,6). Hiicre
icinde Polimorfoniikleer lokositlerin aktivasyonu ve lokal infiltrasyonu da Inflamatuvar
stirecleri baglatir ve dolayisiyla serbest radikaller meydana gelir. Dekspantenol, anti-
inflamatuar ve antioksidan 6zelliklere sahiptir (8). Dekspantenol; parenteral, oral ve
topikal olarak kullanilabilmektedir. Emildikten sonra karacigerde pantotenik aside

dontistiiriilerek, endojen vitaminlerin depolanmasinda gorev alir (9).



Bu arastirmadaki amacimiz ratlarda nikotin ile akciger hasari olusturmak,
olusturulmus olan bu modelde inflamatuvar ve oksidatif stres mekanizmalarina bagh
akciger dokusunda olusabilecek hasarlar ve bununla iliskili sitokinlerin, oksidan ve
antioksidan seviyelerindeki degisiklikleri ortaya koyarak antiinflamatuvar ve antioksidan
Ozelliklere sahip dekspantenoliin olusan bu hasardaki varsa koruyucu roliinii

arastirmaktir.

Dekspantenoliin antiinflamatuvar ve antioksidan etkileri ile nikotini akcigerde

olusturdugu hasar1 onleyebilecegini veya tedavi edilebilecegini ispatlamaya ¢aligsmak.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nikotin

Sigaradaki ana bagimlilik yapan madde, sigara dumaninin solunmasiyla viicuda
giren nikotindir. Nikotin bagimliligi, kompulsif sigara igme ve yoksunluk donemleri
arasinda degisen kronik, tekrarlayan durum bozuklugudur. Sigara i¢imi, Onlenebilir
Oliimlerin (y1lda 5 milyon) ve bir¢ok hastaligin 6nde gelen nedeni oldugu gosterilmistir.
Diinya Saglik Orgiitii’n 2015 istatistik bilgilerine gore, Tiirkiye'de 15 yas iistii kisiler
arasinda sigara kullanim oran1 %39.5'tir. ABD'de ise %19.5 tir (10). Diinya genelinde
yaklasik 1.5 milyar insan sigara kullaniyor. DSO 2021 verilerine gére ve 2025'te bu

verininl.7 milyara ¢ikacagi 6ngoruliyor.

Nikotin, akcigerler yoluyla kan dolasimina saniyeler iginde giren ve hizla yiiksek
konsantrasyonlara (100-500 nM) ulasan oldukea lipofilik bir maddedir. Nikotinin yar1
omrii yaklasik 2 saattir. Karacigerde sitokrom p450 2A6 izoformu (CYP2AO6) tarafindan
hizla kotinine donistiiriiliir. Nikotinin etkileri, merkezi sinir sistemindeki nikotinik
asetilkolin reseptorlerinin (NAChR'ler) ortosterik kisimlarina baglanarak reseptorleri
aktive eder. Bu reseptorlerin bazi alt tipleri, kronik kullanicilarda duyarsizlasir ve

miktarinda artig olur (11).

Nikotin, beynin 6diil ve madde kullanimiyla iligskili dopaminerjik yolaginda
nAChR'lere baglanir. Nikotinin bagimlilik yapici etkileri, mezokortikolimbik sistemdeki
glutamaterjik, dopaminerjik ve GABAerjik sistemlerle olan ¢esitli etkilesimleriyle
yakindan iliskisi bulunmaktadir. Nikotinik reseptorlerin alt tipine bagli olarak nikotinin
etkileri farklilik gosterebilir. Nikotinin, diisiik dozlarinda (fare veya sigcanlarda 0.1 mg/kg)
guclendirici etkileri, yuksek dozlarinda ise (fare veya sicanlarda >1 mg/kg) olumsuz
davraniglar ortaya ¢ikarir. Mezokortikolimbik dopaminerjik sistem, nikotin bagimlilik

etkilerinin olusmasinda 6nemli bir diizenleyici gorev alir (11).
2.1.1. Nikotinin Farmakokinetigi
A. Nikotinin Emilimi

Nikotin, pKa'st 8 olan zayif baz bir yapidadir. Nikotin sigara dumani iginde
partikiil seklinde bulunmaktadir. Hiicre zarindan emilmesi pH bagimli durumdadir.

Iyonize halde emilimi yavastir. Sigara dumani igindeki nikotin asidiktir (pH=5.5-6.0) ve



iyonize halde bulunur. Bundan dolayi, sigara i¢imi sirasinda nikotinin agizdan emilimi
diistiktiir (12). Sigaranin zararli olmasi, yanma sonucu meydana gelen, CO, katran ve

nikotinden dolayidir (13)

Nikotinin kan dolagimina biiyilk miktarlarda gegebilmesi sigara igimine
baslamasiyla c¢ekilen dumanin akcigerlere kadar ulasmasi gerekir. Sigara dumani
akcigerlere ulastiginda, nikotin hizla kan dolasimima geger. Akcigerlerin genis alveol
ylzeyleri ve pH'sinin 7.4 olmasi nikotinin hizli bir sekilde emilmesini saglamaktadir.
Sigara igmeye baslayinca kanda nikotin birikerek artar ve sigaranin sonunda birikim pik
yapar. Nikotin, ilk sigara dumaninin inhalasyonundan 10-20 saniye sonra beyne ulasir.
Akcigerler yoluyla alinan nikotin, intravendz uygulama yoluyla alinandan daha hizli yanit

vermektedir (14).

Sigara dumaninda bulunan nikotinin hizli absorbsiyonu. Sigara i¢enlerin kullanim
sekilleri. Kandaki nikotin konsantrasyonlarini dolayisiyla nikotinin etkilerini belirlemede
kolaylik saglar. Ayrica bu durum, sigaranin en giiclii nikotin bagimlilik sekli oldugunu
gosterir (15). Sigara i¢imiyle alinan nikotin miktari, bireyin sigara dumanini ne kadar ve
ne siklikta i¢ine ¢ektigi, sigara icilen alanin agik veya kapali olmast ile iliskilidir (14).
[(17). Birgok tilkede insanlar zamanlarinin %90'indan fazlasini i¢ mekanlarda gegirirler
ve bu nedenle i¢ mekanlardaki kotii hava kalitesine maruz kalmanin sagliga yonelik
riskleri dig mekanlara gore daha fazla olabilir (18). Birden fazla i¢ mekéan kirletici, kronik

solunum yolu hastaliklarina baglanmistir (19).
B. Nikotinin Dokulara Dagilimi

Sigara igerken kan dolasimina giren nikotinin %35'inden azi plazma proteinlerine
baglanir (20). Sigara igtikten sonra plazmadaki nikotin konsantrasyonlari ortalama olarak
20-60 ng/ml olsa da bu deger 100 ng/ml kadar yukselebilir (21,22). Sigara i¢enlerin otopsi
verilerine gore, nikotine afinitesi en yiiksek olan dokular beyin, karaciger, dalak ve
akcigerlerdir. Beyin dokusundaki nikotin miktari, reseptdr up-regiilasyon miktarina
baglidir. Sigara kullananlarda, kullanmayanlara gore yiiksek oldugu goézlenmistir (23,24).
Ayrica mide sivisinda ve anne sitiinde nikotin akimdale olur (25). Bir de nikotin
plasentaya kolayca gectigi igin fetal plazmadaki nikotin konsantrasyonlar1 maternal

plazmadakinden daha yuksektir (26).

Ik sigaray: cektikten yaklasik olarak 10 saniye igerisinde nikotin beyne ulastig1
icin gucli bir farmakolojik etki ile nikotinin bagimlilik etkisi artar (27).



2.1.2. Nikotinin Metabolizmasi

Nikotin, baslica karacigerde olmak iizere akciger ve bobrekler de metabolize
olmaktadir. Nikotinin 6 ‘s1 major birgok metaboliti vardir, Kotinin en 6nemli metabolittir.
Nikotinin %80 den fazlas1 yani %90’a yakini canli organizmada, CYP2A6 enzimleri ve
daha az oranda CYP2B6 enzimleri ile metabolize edilmektedir (28). Nikotinin %80-90'1
kotinine metabolize olur, %10-15'i idrarla kotinin olarak atilir (29). Kotininin de en fazla,
Trans-3'-hidroksikotinin olmak Uzere (%33-40), Kotinin glukuronid, Kotinin N-oksit,
Norkotinin ve 5'-hidroksikotinine metabolitleri olarak atilir (Sekil 2.1). Kotinin
metabolitini Trans-3'-hidroksikotinine doniistiiren tek bir enzim CYP2A6’dir (30).

Nikotinin bir diger metaboliti de Nikotin N'-oksittir. Nikotin maddesinin %4 ile
%7’si, FMO3 (Flavin iceren monooksijenaz) enzimi ile nikotin N'-okside metabolize
edilir. Daha sonra, kiglk bir nikotin N'-oksit fraksiyonu bagirsakta tekrar nikotine
doniistirilir (30). Nikotinin %1'den az1 oksidatif N-demetilasyon ile norkotine
doniistiirildr (26). Oksidasyona ek olarak, nikotin de glukuronidasyona ugrar. Bu islem
UGTI1ALI, 1A4, 1A9, 2B7, 2B10 enzimleri tarafindan gergeklestirilir (31). UGT2B10,
glukuronidasyonda atilir (29).

Canli organizmaya alinan nikotinin ¢ogu yani %90 oraninda metabolitler olarak
idrarla atilir. Nikotinin %40-60" idrarda trans-3'-hidroksikotin ve trans-3'-hidroksikotin
glukuronik asit konjugatlari seklinde bulunur. Memelilerdeki nikotinin, %210-15' idrarla
kotinin, %4-7'si nikotin N'-oksit, %3-5"i nikotin glukuronat ve bir kismi da kotinine
metabolize olur. (32). Nikotin metabolizmasi Sekil 2.1'de gosterilmistir. Bu enzimlere

ilaveten CYP2A13 enzimi ise ¢ok az nikotin metabolizmasina katkida bulunur (28).

Nikotinin yarilanma 6mrii yaklagik 1-2 saattir. Kotinin yarilanma 6mri ise 16-18
saat ve trans-3'-hidroksikotininin yarilanma émrii de 6-7 saattir (33). Nikotin ve olusan
metabolitleri bobreklerden glomeriiler filtrasyon yoluyla atilir (34). Nikotin bobrekten
OCT2 (SLC22A2) tastyicisi vasitasiyla aktif tasima ile taginir (35). Bobrek yetmezliginde
nikotin klirensi azalir ve viicutta fazlalasan Uremik toksinler CYP2A6 enzimini baskilar
(36). ikizler ile yapilan bilimsel ¢alismada, kotinin klirensini genetik faktorlerin %41.5-

61 oraninda de degistirebilecegini bulmuslardir (37).
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Sekil 2.1. Nikotin metabolizmasi ve metabolitleri (38)

2.1.3. Nikotinin Bagimhiik Yapma Mekanizmasi
A. Merkezi Sinir Sistemi Nikotinik Reseptorleri

Merkezi sinir sisteminde bulunan nikotinik reseptorler “cys-loop” yapisinda olup,
ligand bagli iyon kanallaridir. al- 10, B 1-4, v, 6, € alt birimleri bir araya gelerek nikotinik
reseptorleri olusturmaktadir. Bu reseptorler, GABA (Gama Amino Bitirik Asit),
Dopamin ve glutamat gibi norotransmitter maddelerin salinimini diizenlemede rol
oynarlar (39). Alfa alt birimi, ligand baglama bdlgesini igerir ve nikotinik reseptorlerin
islev gormesi i¢in en az 2 alfa alt birimi igermesi gerekir (40). Ligand baglama bolgeleri
olmayan alt birimlere yardimci alt birimler (Aux) denir. Nikotinik reseptdriin yapis1 Sekil
2.2'de gosterilmektedir. 3 tip nikotinik reseptor vardir: kas, ganglion ve merkezi sinir
sistemi. Bu c¢alismada, merkezi sinir sistemindeki nikotinik reseptorler madde

bagimliligindaki rolleri nedeniyle vurgulanmistir (39).
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Sekil 2.2. Nikotinik reseptorlerin yapisi (41)

Nikotinik reseptorler esas olarak beyindeki kolinerjik sistemde yer alir. Kolinerjik

sistem beynin dikkati, 6grenmesi, hafizasi, motor aktivitesi, duyusal iglemesi, ruh hali
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(anksiyete, depresyon), 6dill islevi ile ilgilidir. Kolinerjik sistem, 6diil islevindeki rolii
nedeniyle madde bagimliliginda da etkin rol oynar (42, 43). Kolinerjik sistem Sekil 2.3'te
gosterilmistir. Bu reseptorler beyinde yaygin olmasina ragmen, en yaygin olarak bazal 6n
beyin, medial habenula, striatum ve vagal ¢ekirdeginde bulunurlar. Beyindeki nikotinik
reseptorlerin genis dagilimi, nikotinin zaman ve doz i¢inde karmasik etkilerine yol

acmaktadir (44).

Sekil 2.3. Kolinerjik sistem (45)

Isimleri (04)3(B2)2, (04)2(B2)3, (a7)50lan ve beyinde yaygin olarak bulunan
nikotinik reseptorlerdir. MSS (merkezi sinir sistemi)’nde en fazla bulunan nikotinik
reseptorler Tablo 2.1°de gosterilmistir. (a4)2(B2)3 reseptorleri, sitoizosizomerleri
(04)3(B2)2 olan reseptorlere gore, nikotine karsi en az 10 kat daha hassastirlar. Bu
reseptorler, ylksek diizeyde duyarl nikotinik asetilkolin reseptorleri (HSNAChR) olarak
adlandirilir. HSnAChR'ler, diisiik ve orta dlizeyde sigara icimi sonrasinda indiiklenen 0.1-
1 uM nikotin konsantrasyonlarinda aktive olabilmektedir. HSnAChR'ler agirlikli olarak
presinaptik yerlesimlidir ve ndrotransmiter salinimini aktive eder. Sinaptik iletim ve
plastisite lizerinde etkileri vardir. NMDA reseptorlerine benzeyen (a7)5 reseptorleri
yikksek Ca+2 gecirgenligine sahiptir. (a7)5 reseptorleri, translasyon sonrasi

mekanizmalar da nikotinik reseptorlerin aktivitesi Uzerinde etkilidir (43, 46-48).

Tablo 2.1. Merkezi sinir sisteminde (MSS) en fazla bulunan nikotinik reseptorler



Nikotinik Sinaptik Membran ceval Molekiiler

resepior verlesim mekanizma
(wd)2{f2)z  Pre-ve Pre- ve postsinaptik uyanm, Katyon (Na™, K7
postsinaptik  ndrotransmitter saliverilmesi permabilite artay
kontroli
(wd)z(f2)z  Pre-ve Pre- ve postsinaptik uyanm, Katyon (Na™, K7
postsinaptik  ndrotransmitter saliverilmesi permabilite artay
kontroli
(e?)s Pre- ve Pre- ve postsinaptik uyanm, Ca™ permabilite
postsinaptik  ndrotransmitter saliverilmesi artig
kontroli

Ek olarak, nikotinik reseptor alt tiplerinin bazi polimorfizmleri, merkezi sinir
sistemindeki baz1 hastaliklar ile iligkili oldugu tespit edilmistir. Alfa4 ile Beta2 nikotinik
reseptor alt tiplerinde olusan polimorfizimler bazi epilepsi tirleri, alfa7 alt tipindeki
polimorfizmler ise sizofreni ile iliskilendirilmistir (49,50).

B. Bagimlihik Mekanizmast

Nikotinin bagimliligi uzun siireli kullanim sonucu olusur (51, 52). Bu siire birkag
guin veya daha uzun siire kullanimda da olabilir (53,54). Bagimliligin olusmasi, nikotinin
insanlarda olusturdugu kendini iyi hissetme ve ddullendirilme duygusu ile ilgilidir (55).
Nikotin, 6nce Orta beyinde bulunan dopaminerjik néronlardaki nikotinik reseptorleri
aktive eder, sonra duyarsizlastirir (56). Nikotinin kiside olusturdugu odiillendirilme
duygusu, mezolimbik sistem ile insular korteks tizerinden gergeklesmektedir (57).
Nikotinik reseptorler agisindan zengin olan medial habenula, sigara igme diizeylerini
etkiler. Hafif ve orta derecede nikotin bagimliligi bullunan kisilerde 6zellikle medial
habenulada bulunan nikotinik reseptorlerin etkilerinin oldugu diistiniilmektedir (58).
Nikotin alimi ile beynin bu bdlgelerinde nikotinik reseptorler araciligiyla artan
dopaminerjik aktivite, ddillendirilme duygusunu ortaya cikarir. Nikotin kesilmesinden
sonra, artan dopamin geri alim1 ve azalan dopaminerjik aktivite, nikotin istegini ortaya

cikartarak, nikotin bagimliligina sebep olur (44).

Odullendirilme hissi ile bazi insanlar sigaray1 stresle basa ¢ikmak igin
kullandiklarini ifade etmislerdir. Ayrica bu durumdan, ventral tegmental alanda ve
nikleus akumbens’te yuksek diizeyde HS nAChR sentez edilen noronlar da etkilidir.
Nikotin yoksunlugu, stres ve korku durumlarindaki gibi amigdala aktivitesini arttirir (59-
61). Nikotinin major metaboliti olan kotininin, alfa7 nikotinik reseptorler Gizerinde pozitif
modulasyon olusturmasindan dolay1 anksiyete ve depresyona benzeyen duygulart

azalttigini diistindUrtmiistiir (62). Sigara ictikten ilk dakikalar ile bir saat i¢inde farkl: siire
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zarfinda hafizada artig g0zlenir (kognitif sensitizasyon) (63). Bu durum 6n beyin ve
hipokampus ile iligkilendirilmistir. (64). Hipokampusun dentat girusunda nikotin, HS
nAChR vyoluyla 6zelllikle LTP (Long-Term Potantion) olusumuna yol agar (65,66).
Nikotinin hafizay1 gii¢lendirici etKisinin, bagimlilik yapici etkisine Kkatkisinin olup
olmadigi net olarak ortaya konulmamistir (44). Uzun sireli nikotine maruz kalmak,
nikotinerjik reseptorlerin artisina yol agar (upregulasyonu) (67,68). Nikotin alimina
basladiktan iki hafta stre icinde HS nAChR miktar1 yaklasik %50 artar. Bu artis ilerleyen
haftalarda devam eder (69,70). HS nAChR sayisindaki artis segicidir. Yani orta beyin,
korteks ve hipotalamustaki reseptor sayisi artis gosterirken, talamus ve beyincikteki
reseptorler degismez (71,72). Bu segicilik sadece beyin bolgelerinde degil, néronlarin
farkli boliimlerinde de gOrullr. Substantia nigra ve ventral tegmental alandaki
dopaminerjik ve GABAerjik néronlar, soma hiicrelerinde bol miktarda HS nAChR'lerini
eksprese eder. Fakat kronik nikotin bagimliligi varsa GABAerjik ndronlar soma
hicrelerinde upregulasyona sebep olur. Dopaminerjik ndronlarin ise akson
terminallerinde upregillasyon meydana gelir. HS nAChR'lerde gergeklesen segici up-
reglilasyon durumu, nikotin bagimliliginin 6diillendirme ve tolerans gelisimine neden
olmaktadi (73).

2.2. Dekspantenol

Provitamin B5 olarak da bilinen dekspantenol, B kompleksi vitaminlerinden biri
olan pantotenik asidin (PA) aktif alkoliidiir (Sekil 2.4). Kimyasal yapi: (R)-2,4-
dihidroksiN-(3-hidroksipropil)-3,3-dimetilbutanamid. Parenteral veya oral olarak
uygulandiginda viicutta hizla emilir ve pantotenik aside donistirilir (74).

Dekspantenol’iin asit yapisi (Sekil 2.4).

CH-0OH
CH-
CH-
NH
C— O
HC— OH
HsC —(I'. — CHs
CH>;OH

Sekil 2.4. Dekspantenoliin yapisi (75)
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Sekil 2.5. Pantotenik asit yapis1 (75)

Yetiskinler i¢in giinliik gereksinim 5-6 mg'dir (76). Pantotenik asit, epitelizasyonu
ve yara iyilesmesini hizlandirmasinin yaninda antioksidan ve antienflamatuar etkilerine
sahiptir. Pantotenik asit, serbest radikallerin sebep oldugu hiicre hasarlarina karsi
koruyucu bir etkiye sahiptir. Pantotenik asit ve tiirevleri, adenozin trifosfatin (ATP)’in
sentezini arttirmasinin yaninda, ayrica artan indirgenmis glutatyon ve koenzim A
diizeyini de arttirir. Bu durum; hicresel savunmada inflamatuar yanitlar da ve oksidatif

strese kars1 savunmada 6nemli bir rol oynar (77).

Karacigerde fosforilasyonlar sonrasi dekspantenol D-pantotenik aside
donistirilir (78). Dekspantenol, Adenozin trifosfat (ATP) sentezini arttirarak rediikte
glutatyon (GSH) seviyelerinin artmasina neden olur (79). Pantotenik asit, birgok énemli
hiicresel olayin birincil mekanizmasinda 6nemli bir kofaktor olarak kabul edilen koenzim
A'nin bilesiminde rol oynar ve Co enzim A sentezini arttirir. Koenzim A, asetil-CoA
(ACh) uretimi, karbonhidrat sentezi ve yikiminda, kolesterol metabolizmasinda, adrenal
kortekste steroid hormonlarinin metabolizmasin da ilaglarin ve diger birgok
antibiyotiklerin metabolizmasinda, karacigerdede primer asetilasyonda ve tiaminin de,
oksidatif reaksiyonlarda sitrik asit siklusunda Suksinil-CoA formatina doniiserek hem
sentezinde ve yikiminda proktetif gorev alir (5). Literatur, pantotenik asidin deneysel
olarak gama radyasyonunun dokular iizerindeki zararl etkilerini azalttigini, hiicreleri UV
kaynakli apoptozdan korudugunu ve ayrica tiimor hiicrelerinde lipid peroksidasyonunu
onledigini gostermektedir (6). Dekspantenoliin yara iyilesmesi izerindeki olumlu etkileri
gecmis literatlirde uzun yillardir gosterilmis ve oral, topikal veya parenteral kullanim i¢in

kullanilmustir (80).

Pantotenik asit epidermis tarafindan zayif bir sekilde emilirken dekspantenol
epidermisten iyi emilir ve karacigerde hizla pantotenik aside doniistiiriiliir. Kesilmis insan

derisiyle yapilan in vivo c¢aligmalar, dekspantenoliin deri yoluyla iyi emildigini
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gostermistir. Topikal uygulama ile yapilan ¢alismalarda insan kafa derisinde, sa¢ folikili
hiicrelerinde, tirnak keratin dokusunda ve cilt katmanlarinda artan pantotenik asit
konsantrasyonlari  bulunmustur (81). Dekspantenol kullaniminda olusabilecek
kontrendikasyonlar hemofili ve benzeri trombotik bozukluklar, kitle tiimorlerine baglh

ileus ve paraben duyarliligidir (81).

%2-5 oraninda Dekspanthenol igeren merhemler, pomadlar veya sivi haldeki
formulasyonlar1 deri ve mukoza kaynakli lezyonlari tedavi etmek igin kullanilir. %2°lik
dekspantenol formilasyonlar, ¢esitli cilt rahatsizliklar1 veya siddetli kasintiy1 gidermek
icin kullanim1 FDA tarafindan onaylanmistir. Yetiskinlerde Dekspantenol sistemik olarak
250-500 mg dozlarda kullanilmaktadir (78). Oral veya parenteral olarak kullanilan
Dekspantenol, sicanlar ve memelil dokularinda PA'ya doniistiiriiliir. PA, hiicrelerde
indirgenmis glutatyon (GSH), koenzim A (CoA) ve ATP sentezinin artmasina sebep olur
(80). Redukte GSH ve glutatyona bagimli peroksidazlar, iskemi-reperfiizyon hasarinda
ve oksidatif stres ile lipid peroksidasyona karsi en 6nemli koruyucu sistemlerdir (82).

2.2.1. Etki Mekanizmasi

Pantotenik asit genellikle yiyeceklerde bulunur. Tahillar ve baklagiller pantotenik
asitin en zengin besin kaynagidir. Pantotenik asit, koenzim A'nin bilesimine girer. Asetil-
CoA formundaki Koenzim A, vicuttaki birgok metabolik olayda gorev alir. Bunlarin
baslicalar1 Karbonhidrat metabolizmasi, kolesterol sentezi, asetilkolin sentezi lipit
peroksidasyonu, adrenal kortekste sentezlenen steroid hormonlarin yapiminda,
karacigerde ksenobiyotiklerin ve ilaglarin asetilasyon ve biyotransformasyonudur. Ayrica
sitrik asit dongusinde ve slksinil-CoA seklinde hem sentezinde gorev alir (9).
Dekspantenol, asetilkolin sentezi icin gerekli bir éncudir. Normal gastrointestinal
aktiviteyi slrduren parasempatik sinir aktivitesi icin asetilkolin gereklidir. Bu da

adinamik ileus tedavisinde dekspantenol etki mekanizmasini agiklayabilir (83).
2.2.2. Farmakokinetik

Dekspantenol topikal, oral ve parenteral olarak uygulanir. Absorbe edilen
dekspantenol karaciger huicrelerinde pantotenik aside doniistiiriiliir ve endojen vitamin
depolarina eklenir. Merhem, losyon ve benzeri ilaglarla topikal olarak uygulandiginda
deriden hizla emilir (84). Pantotenik asit, kandaki plazma proteinlerine, primer olarak
beta-globulinler ve albiimine baglanir. PA konsantrasyonu saglikli yetiskinlerde, tam

kanda yaklasik 500-1000 pg/l serumda ise 100 pg/l'dir. Pantotenik asit insan viicudunda

11



metabolize olmadig: i¢in, oral dozun %60-70'1 idrarla, kalan1 degismeden fegesle atilir.
Idrarla atilan pantotenik asit miktar1 yetiskinlerde ise giinde 2-7 mg iken ¢ocuklarda 2-3
mg'dir (85).

2.2.3. Fiziksel Ozellikleri

Dekspantenol hafif karakteristik kokulu ya da kokusuz, berrak, higroskopik,
viskoz bir sividir. Dekspantenol, su, alkol, metanol, propilen glikolde, kloroform ve

eterde ¢Ozundr; gliserolde az ¢6zundr. Uzun sure sabit beklemede kristallesebilir (86).
2.2.4. Endikasyonlar

Anal fissur, aftdz Ulser, ileus, kserozis, emziren annelerde meme bakimi, stomatit,

pisik, venoz bacak {ilserleri, yaniklar (83).
2.2.5. Yan Etkiler

Dermatit, cilt kasintis1, abdominal agr1, dispne, eritem, hipotansiyon, Urtiker (83).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu yiiksek lisans tezi Inonii Universitesi Bilimsel Arastirma Projeler Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje Kodu: TYL-2021-2508). Bu tez ¢aligmasi kapsaminda
yapilan biyokimyasal analizler ve western blot analizleri Inénii Universitesi T1p Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlarinda, histopatolojik analizler ise Indnii
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda

gerceklestirilmistir.
3.1. Kullamilan Kimyasallar Malzemeler

Calisma stresince kullandigimiz kimyasallar: dekspantenol (Bayer Turk Kimya
San. Ltd. Sti., Istanbul Tiirkiye), fosforik asit, tiyobarbutirik asit (TBA), n-butanol,
triklorasetik asit (TCA), disodyumhidrojenfosfat (Na2HPOs4), 5,5" dithiobis 2 nitrobenzoik
asit (DTNB), trisodyum sitrat(TRIS), ksantin, ksantin oksidaz, Na,EDTA(Sodyum Edta),
NBT(Nitro Blue Tetrazolium), Na,COz(Sodyum Karbonat),BSA(Si1gir Serum Albiimini),
KH2PO4 (mono potasyum fosfat), H.O> (Hidrojen peroksit), potasyum tartarat, bakir
stlfat, NaOH(sodyum hidroksi), IL-6 ELISA Kiti ve TAS-TOS ELISA kitleri kullanildi.

3.2. Ratlarin Temini ve Bakimi

Calismamizda Inénii Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Merkezi’nden tedarik edilen 32 adet 250-300 gram agirliginda Sprague Dawley cinsi
erkek rat kullanildi. Ratlar, her kafeste dort adet olacak sekilde gruplandirildi. %55- 60
nemli ortamda, 21 °C, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde aydinlatilmis odada
barindirildi. Calisma siresince ad libitum olacak sekilde standart pelet sican yemi ve

musluk suyu ile beslendiler. Kafeslerin temizligi giinliik olarak yapildi.
Deney Gruplari

1. Grup (Kontrol grubu): Herhangi protokol uygulanmadi. ad libitum olacak

sekilde standart pelet sican yemi ve musluk suyu ile beslendiler
2. Grup (Nikotin grubu): 0.5mg/kg-gin ip olarak uygulandi.
3. Grup (Dekspantenol grubu): 500 mg/kg/gun dekspantenol ip olarak uygulandi.

4. Grup (Nikotin+Dekspantenol grubu): 0.5mg/kg /giin Nikotin + 500mg/kg/giin
dekspantenol ip uygulandi.
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Nikotin 0.5mg/kg /giin olarak ip uygulandi. Dekspantenol 500mg/kg/gun olacak

sekilde intraperitoneal uygulandi. Uygulama 8 hafta boyunca devam etti.
3.3. Biyokimyasal Analizler

Calisma sonunda diseke edilen dokular ¢alisma yapilincaya kadar -80°C derin
dondurucuda bekletildi. Akciger dokularinda MDA, GSH, GSH-Px, GST, SOD, CAT,
TAS, TOS, OSIi, Galectin3; serumda ise IL-6 ve IL-1p seviyeleri tespit edildi.

3.1.1. Dokularin Biyokimyasal Analizlere Hazirlanmasi

-80°C’de bekletilen akciger dokulari ¢alisma giinii ¢ikartilip tartildi. %10°luk
homojenat olusacak sekilde fosfat tamponu eklenerek, homojenizatér de homojenize
edildi. Akciger doku homojenatlar1 4000 rpm’de, +4 °C’de, 20 dakika santrifiij edilerek

stpernatan elde edildi.
3.1.2. Redukte Glutatyon (GSH) Duzeyinin Hesaplanmasi

GSH tayini analizi, Ellman’in tarif ettigi metoda gore yapildi (87). Analiz tlpu
icinde bulunan GSH’m 5.5’-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit ile reaksiyona girmesi
sonucunda sari-yesilimsi renk olusmustur. Bu rengin 151k siddetinin spektrofotometredeki

absorbans degeri (410 nm dalga boyunda) GSH konsantrasyon degerini gostermistir.
3.1.3. Malondialdehid (MDA) Diizeyinin Hesaplanmasi

MDA analizi Uchiyama ve ark. (88) metoduna gore yapildi. MDA 6lgimdi,
stipernatandaki MDA’ nin tiyobarbitirik asit ile 95 °C’de reaksiyona girmesi sonucu
meydana gelen pembe renkli yani n-butanol fazinda bulunan Griinden ekstraksiyon ile
elde edilen siipernatanin spektrofotometre de (520 nm ve 535 nm dalga boyunda)

Olctlmesiyle hesaplandi.
3.1.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesinin Hesaplanmasi

GSH-Px olgumui Paglia ve arkadaslarinin yontemine gore yapildi (89). GSH-PX,
ortamda hidrojen peroksit (H202) var ise GSH’in, GSSG’ye yiikseltgenmesini katalize
eder. GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimi1 ile GSH’ya indirgenir. Dalga boyu
340 nm’ye ayarlanan spektrofotometre cihazinda numunelerin absorbans degerleri 3
dakika boyunca kaydedildi. Lineer aktivite azalisinin 3 dakikalik siiresi esas alindi.
Olgtim yapilirken, 3 dakikalik siire bitiminde absorbans farki 6lctlip ve 3’e béliindi

dakika bagina diigsen absorbans degisimi dikkate alinarak hesaplamalar yapildi.
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3.1.5. Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Hesaplanmasi

SOD aktivitesi, Sun ve arkadaglar1 tarafindan belirlenen yonteme gore Olgiildii
(90). Yontem, ksantin oksidaz tarafindan {iretilen siiperoksit radikalinin nitroblue
tetrazolium’u indirgeyerek mavi renkli formazani olusturmasi prensibine dayanmaktadir.
Kisaca, ksantin, nitroblue tetrazolium (NBT) ve ksantin oksidaz iceren reaktife, 6rnek
ilave edildi. Ayn1 zamanda, siipernatant icermeyen mikroplaka kuyucugu hazirlandi. Kor
ve stipernatan numuneleri, 20 dakika siireyle, 25° C inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra,
reaksiyon, test ortamina bakir kloriir ilave edilerek durduruldu ve elde edilen mavi rengin
absorbansi, bir spektrofotometrik mikroplaka okuyucu kullanilarak 560 nm'de o6l¢iildii
(Synergy H1 Hibrit Cok Modlu Okuyucu; BioTek Instruments, Inc.). Bir birim SOD,

NBT diistis oranin1 %50 oraninda inhibe eden protein miktar1 olarak tanimlanir.
3.1.6. Glutatyon S-transferaz (GST) Aktivitesinin Hesaplanmasi

Elektrofilik yapidaki bilesiklerin, GSH’mn (Glutatyonun), SH(Sulfur)grubu ile
tepkimesini Glutatyon S-transferaz katalize ederek bu bilesikleri detoksifikiye eder. GST
aktivitesi, Habig ve ark.’nin (91) uyguladigi yonteme gore tayin edilmistir. GST
aktivasyonu, 340 nm dalga boyunda 1-kloro 2.4 dinitrobenzen (2.4-dinitrochlorobenzene;
CDNB)’nin GSH ile konjugasyonu sirasinda meydana gelen absorbans artislarinin takip
edilmesi ile ol¢iiliir. Enzim aktivitesi 25 °C’de, 340 nm’de GSH ve CDNB kullanilarak
dakika basina, S-2,4 dinitrofenilglutatyonun 1 pmol’unu katalizleyen enzim miktarinin

olculmesiyle belirlenir.
3.1.7. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Hesaplanmasi

CAT aktivitesi, Aebi ve ark. tarafindan bildirilen yontem kullanilarak 6l¢iilmiistiir
(92). H202 maksimum dalga boyu 240 nm’de ultraviyole 15181 absorbe eder; CAT enzim
tayini, H2O2'nin suya (H20) ve oksijene (O.) ayrigsmasi ile numunedeki 240 nm dalga
boyunda azalan absorbansin 6l¢limiiyle tespit edilir. Azalan absorbans, enzim aktivitesini
belirlemek icin olglimler 1 dakika streyle kaydedilir. Katalaz aktivitesi, K/g protein

olarak verilmistir.
3.1.8. Total Antioksidan Status (TAS) Duzeyinin Hesaplanmasi

Akciger dokusu numunelerin TAS diizeyinin tayini, Rel Assay marka kullanima
hazir Kitler ile yapildi. Olgim metodu numunedeki tim antioksidan molekdllerin renkli
ABTS (2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt)

katyonik radikalini indirgemesi sonucu dekolorize olmasi durumuna gore yapilir. Bu
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dekolorize antioksidan molekiillerin total konsantrasyonlariyla orantili olarak degisim
gosterir. TAS 6lcimi bu orantiya gore yapilir (93). Kalibrator olarak Trolox kullanildi.
Trolox E vitamininin suda ¢6zunur bir analogudur. Sonuglar mmol Trolox Equivalent/L
olarak ifade edildi. TAS hesaplamalar iretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
asagidaki gibi yapildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Uygulama Tablosu

Uygulama Reaktifler Numune Standart Kontrol  Kor

Assay Buffer 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

Numune 12 pl - - -
(Hiicre lizat1)

1. Basamak

Standart - 12 pl

Kontrol Level 12 pul -

lve Level 2

Deiyonize H,O 12 ul

37°C de 660 nm dalga boyunda ilk absorbans degerleri okundu ve
kaydedildi.

2. Basamak Renkli ABTS 30 uL 30 uL 30 uL
radikal
cozeltisi

37°C de 5 dk inkiibasyondan sonra 660 nm dalga boyunda ikinci
absorbanslar okundu ve degerler kaydedildi.

Kit prosediiriindeki islemlerden sonra asagidaki formiil kullanilarak TAS degerleri

icin sonuglar hesaplanarak, “mmol Trolox Eq/L” olarak ifade edildi.

AAbs, , — AADbs
AAbs, , — AADbs

Numune

Sonug (mmol Trolox Eq/L)=

Standart

AAbs,, , = Suyun 2. Absorbans degeri — Suyun 1. Absorbans degeri

AAbs = Numunenin 2. Absorbans degeri-Numunenin 1. Absorbans degeri

Numune
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AAbs = Standartin 2. Absorbans — Standartin 1. Absorbans degeri

Standart

3.2. Total Oksidant Status (TOS) Duzeyinin Hesaplanmasi

Akciger dokusu humunelerinin TOS dizeyinin tayini, kullanima hazir 8l¢giim Kiti
ile gerceklestirildi (Total Oxidant Status Assay Kit, Uriin Kodu: RL0024, Rel Assay
Diagnostics® Mega T1p Ltd., Gaziantep, Tiirkiye). Ol¢iim islemleri {iretici firmanin tarifi
dogrultusunda gergeklestirildi (94) (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Uygulana Tablosu 2.

Uygulama Reaktifler Numune  Standart Kontrol  Kor

Assay Buffer 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

Numune (Hicre 30 pl - b -
1.Basamak lizatr)

Kontrol Level - - 30 ul
lve Level 2

Standart - 30 ul - -

Deiyonize H.O - - - 30 pl

37°C de 530 nm dalga boyunda baglangi¢ absorbanslar okundu ve
degerler kaydedildi.

2.Basamak Prokromojen 10 uL 10 uL 10 uL 10 uL
cozelti

37°C de 5 dk inkibasyondan sonra 530 nm dalga boyunda ikinci
absorbans degerleri okundu ve kaydedildi.

Yukarda tabloda gosterilen islemlerden sonra asagida gosterilen formile gore

TOS sonuglart hesaplandi. Bu sonuglar “umol H.O2 Eq/L” olarak gosterildi.

Sonug = % x10

AADs

Srandart
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AADSmune = Numunenin2.Absorbanst — Numunenin 1.Absorbansi

AADBSgndart = Standart’in 2.Absorbansi — Standart’in 1. Absorbansi

3.3. Galectin-3, IL-6 ve IL-1p Diizeylerinin Hesaplanmasi

Galecting, IL-1p ve IL-6 olcimler i ELISA yontemi ile ticari olarak temin edilen
kitler (Bioassay Technology Shanghai, Kore ve ELK Biotechnology, Wuhan, Cin)
kullanilarak ol¢tildii. Kit prosediiriine uygun bir sekilde asagidaki islemler sirasiyla

uygulandi.
1. Standartlar belirtilen konsantrasyonda hazirlanarak seri diliisyon yapildi.

2. Standart, ornek ve kor kuyucuklarina numuneler 100 pl olarak pipetlendi ve
plaka 37°C’de 80 dk inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki numuneler aspire edildi.

4. Kuyucuklar, 300 ul yikama soliisyonu ile 3 defa yikandi ve yikama soliisyonu
bertaraf edildi.

5. Kuyucuklara 100 pl biyotinli antikor solusyonu eklendi ve plaka 37°C’de 50
dk inkube edildi.

6. Ikinci inkiibasyondan sonra tekrar 3 defa yikama yapild.

7. Yikama sonrasinda kuyucuklara 100 pl streptavidin-HRP solusyonu eklendi ve
plaka 37°C’de 50 dk inkiibasyona birakildi.

8. 300 pl yikama soliisyonu ile kuyucuklar 5 defa yikandi ve yikama soliisyonu
uzaklastirildi.

9. Kuyucuklara 90 pl TMB subsrat soltsyunu eklenip 37°C de 20 dk inkiibasyona
birakildi.

10.Renk degisimi gozlendikten sonra TMB substrat soltisyonunun tizerine 50 pl

durdurucu reaktif eklendi.

11.Plaka 450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda (BioTek Synergy H1,
BioTek Instruments) okundu ve elde edilen veriler analiz programi (Gen5, BioTek
Instruments) ile degerlendirildi. Test sonuglar1 standartlar kullanilarak olusturulan

kalibrasyon egrisi ile hesaplandi.
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3.4. Western Blot Analizi

Western Blot; bir numunede bulunan proteinin varligini, konsantrasyonunu ve
farkli gruplar arasindaki proteinin konsantrasyon farkini gostermek icin kullanilan bir
metottur. Nukleer faktor-kappa B (NF-KB) bagisiklik sisteminde anahtar bir
transkripsiyon regulatordir. Nikotin toksisitesi olusturulmus siganlardaki etkisini ifade
etmek icin NF-KB protein dlizeyi Western Blot yontemi ile belirlendi.

3.4.1. Numunenin Hazirlanisi

Western blot yapilacak gruplarina ait akciger dokulart 1 mM PMSF ve proteaz
inhibitor koktail’i igeren RIPA tamponunda (150 mM NaCl, 50 mM tris HCI, %1 NP-40,
%0.5 Sodyum Deoksikolat, 1 mM EDTA, % 0.1 SDS; pH: 7.4) homojenize edildi. Doku
homojenati +4°°C sicaklikta 5000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Bu islemin ardindan
supernatan yeni bir santrifiij tiipiine alindi. Alinan siipernatanin bir kismi1 protein tayini
icin kullanildi, kalan kismi1 da Western blot analizinde kullanilmak tizere parsellenip -

80°C derin dondurucuda muhafaza edildi.
3.4.2. Protein Konsantrasyonun Hesaplanmasi

Homojenize edilen 6rnegin protein 6lglimii i¢in Lowry metodu kullanildi. Bu
amacla BIO-RAD marka (BIO-RAD DC Protein Assay, U.S) protein tayin kiti kullanildi.
Protein standarti olarak bidistile su i¢erisinde 0 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1mg/ml,
1.25 mg/ml, 2.5 mg/ml, 7.5 mg/ml, 10 mg/ml, konsantrasyonlarinda sigir serum albiimini
(BSA) standartlar1 hazirlandi. Protein Olgiimii icin 96 kuyulu plakaya ornekler ve
standartlar 5 pL olacak sekilde eklendi. Uzerlerine 25 uLL. DC Protein Assay Reagent A
ve 200 pL DC Protein Assay Reagent B ilave edildi. Kit rektifleriyle karistirilan 6rnekler
15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra ELISA okuyucuda 750 nm’de

okutuldu ve mg/mL cinsinden protein konsantrasyonlar1 belirlendi.

Sodyum Dodesil Sulfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) Jelin

Hazirlanmasi

Calismada SDS-PAGE jelin hazirlanmasi ig¢in Bio-Rad marka vertikal
elektroforez sistemi, elektroforez tanki, jel kabi ve gili¢ kaynagi kullanildi. SDS-

Poliakrilamid jelin hazirlanmasi i¢in agagidaki islemler sirasiyla uygulandi.

1. Jel dokmek i¢in kullanilan ince ve kalin camlar vertikal elektroforez sistemine

yerlestirildi.
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2. Hazirlanan jel ¢6zeltisi pipet yardimiyla iki cam arasindaki bosluga dokiildii.

3. Jelin iist sinirinin diizgiin olmasi i¢in lizerine izopropanol eklendi.

4. Ayirma jeli polimerize olduktan sonra tistteki izopropanol uzaklagtirildi.

5. Stoklama jel ¢ozeltisi hazirland1 ve ayirma jelin {izerine dokiildii.

6. 10 kuyulu tarak 45° ag1 ile iki cam arasina yerlestirildi ve polimerizasyon igin

bir siire beklendi.

7. Ornekler 20-30 pg protein olacak sekilde hesaplandi. 2 X ornek yiikleme

tamponu ve %10 oraninda B-merkaptoetanol ile drnekler karisimi hazirlandi.

8. Protein karisimini igeren ependorf tiipler 95°C’de 5 dk inkiibe edilip

denetiirasyonun ardindan 6rnek gruplari jele yiiklendi.

Tablo 3.3. %10 Ayirma Jeli Karigimi

%10 Ayirma Jeli Karisimi

ddH20 4.02 mL
%30 Akrilamid Stogu 3.33mL
1.5M Tris, pH=8.8 2.5mL
%10 SDS 100 pL
TEMED SuL
%10 APS 50 pL
Tablo 3.4. %4 Ayirma Jeli Karigimi
%4 Ayirma Jeli Karisimi
ddH20 3mL
%30 Akrilamid Stogu 660 pL
1.5M Tris, pH=8.8 1.26 mL
%10 SDS 50 pL
TEMED SuL
%10 APS 25 pL

3.4.3. Elektroforetik Yurttme

Numune yiiklendikten hemen sonra tank sisteminin iizeri kapatildi. Tank sistemi

giic kaynagina baglandi. Numunel er ayirict jele girinceye kadar 100 Voltluk diisiik

akimda gerilim uygulandi. Numuneler ayiric1 jele gegtikten hemen sonra gerilim 120
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volta ¢ikarildi. Brom fenol mavisi jelin alt ucuna geldigi zaman akim kesilerek jeller tank

sisteminden alindu.
3.4.4. Proteinlerin Membrana Transferi

Proteinlerin membrana transferi icin Semi-Dry transfer yontemi uygulandi.
Transfer i¢in dnce jel tanktan ¢ikarilip ve tarak kisimlar kesilip atildi. Daha sonra transfer
cihazinin kasetine once filtre sonra membran, jel ve yine filitre olacak sekilde yerlestirildi.
BIO-RAD Semi-Dry transfer cihazi kullanilarak proteine uygun kDa’da program se¢ildi.

25V sabit voltaj ile 5-10 dk siirede proteinlerin jelden membrana gogii saglandi.
3.4.5. Bloklama

Transfer proteinleri membrana baglandiktan sonra %5’lik siit tozu ve 1X TBST
(10X TBS, Tween-20, ddH»0) tamponunda 1 saat ¢alkalamaya birakildi. Bu siire sonunda
membran 10 dakika araliklarla 3 kez 1X TBST ¢ozeltisi yikandi.

3.4.6. Primer Antikor ile Inkiibasyon

1:1000 oraninda Rabbit monoklonal NF-KB (Cell signaling,8242, USA) antikoru
ve 1:1000 oraninda Rabbit monoklonal B-aktin (Cell signaling, 4970, USA) 1X TBST
¢ozeltisi ile hazirlandi. Membran, NF-KB primer antikoru ile +4 °C'de bir gece diisiik
calkalama ile inkiibe edildi. Bir giin sonra membran alinarak 3 kez 10’ ar dakika TBST

ile yikand1 ve baglanmayan antikorlar uzaklastirildi.
3.4.7. Sekonder Antikor ile Inkiibasyon

Primer antikor inkiibasyonundan alinan ve yikanan membran 1:2000 oraninda
Antirabbit sekonder antikor (Cell signaling,7074, USA) ile oda 1sisinda 1 saat
calkalayicida inkiibe edildi. Membran tekrar 3 kez 10° ar dakika TBST ile yikand1 ve

baglanmayan antikorlar uzaklastirildi.
3.4.8. Gorunttleme ve Dansitometrik Analiz

Gorintileme icin Thermo Scientific marka (ECL Plus Western Blotting Substrate,
REF32132, USA) westwern blot goriintiileme kiti kullanildi. Sekonder antikora baglh
bulunan, horseradish peroxisidase (HRP) enzimi, ECL ¢6zeltisi i¢inde bulunan substrati
katalize ederek, reaksiyon sonucu agiga ¢ikan luminol 1s1maya yol agmaktadir. Bu 1s1ma,
Biochemi (DNR Bio-imaging system, Israil) gériintiileme cihaz ile goriintiilendi. Protein
bant yogunluklari IMAGE-J Analysis Software (Version 1.53e, USA) programnda

degerlendirildi. Veriler B-aktin’e oranlanarak standardize edildi.
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3.5. Histolojik Analiz

Ratlarin akciger dokularinda histopatolojik analiz yapmak icin ratlarin akciger
dokular1 3-4 mm’lik kii¢iik pargalara ayrilarak, plastik doku takip kasetlerine konuldu
uzerine %10’luk formaldehit ekleyip 24 saat fikse edildi. Fiksasyon isleminden sonra
dokular 24 saat boyunca akan ¢esme suyunda yikandilar. Dehidratasyonu dereceli
alkollerde yapilarak, ksilende seffaflastirilip parafine gdmdalduler. Parafin bloklardan
Leica RM2145 marka mikrotom yardimiyla 5’er mikron’luk kesitler alindi. Genel
histolojik yapiy1 gozlemlemek amaciyla kesitlere Hematoksilen ve eozin boyama
yontemi uygulandi. Pulmoner hasarlar; interalveolar alanlarda hiicre infiltrasyonu
yoniinden degerlendirildi. Her kesitten X20’lik biiyiitmede 10 alan incelendi ve
histopatolojik skorlama pulmoner hasarin derecesi ve yayginligina gore belirlendi.
Hasarin derecesine gore; 0 (degisiklik yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (agir) olarak
degerlendirilme yapildi. Preparatlar Leica DFC280 151k mikroskobu ve Leica Q (Leica
Micros Imaging solution Ltd, Cambrige, UK) goruntii analiz sistemi ile incelenerek

skorlanip, fotograflandi.
3.6. Istatistiksel Analiz

Calismamizin istatistiksel analizleri, SPSS yazilim programi (SPSS for Windows
version 17) ile yapildi. Calismada yer alan butlin gruplardaki 6l¢iilebilir degiskenlerin
normallik testlerine gore normal dagilimda olmadig1 saptandi (p>0.05). Bu nedenle,
istatistiksel degerlendirmede parametrik olmayan testlerden Kruskal Wallis varyans
analizi, tiim degiskenler yoniinden gruplarin genel karsilastirilmasinda kullanildi. Gruplar
arasi1 karsilastirmalar ise, Bonferroni duzeltmesi uygulanarak, Mann-Whitney-U testi ile
yapildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Veriler, dagilima bagli olarak

medyan (minimum-maksimum) (Med (Min-Mak)) olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

4.1.1. Kontrol Grubu

Hematoksilen-eozin boyama yontemi uygulanan akciger Kesitleri normal

histolojik yapida gézlemlendi (Sekil 4.1, 4.2).

Sekil 4.1. Kontrol grubu akciger dokusunun normal olan histolojik gérinimi H-E;
X100

Sekil 4.2. Kontrol grubu akciger dokusunun normal olan histolojik gérinimi H-E;
X200

23



4.1.2. Dex Grubu

Hematoksilen-eozin boyama metodu uygulanmis kesitlerde akcigerin histolojik
olarak goriiniimii kontrol grubuna benzer durumdaydi (Sekil 4.3, 4.4).
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Sekil 4.3. Dex grubu akciger dokusu normal olarak izlenmekte H-E; X100.
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Sekil 4.4. Dex grubu akciger dokusu normal olarak izlenmekte H-E; X200.
4.1.3. Nikotin Grubu

Hematoksilen-eozin boyama metoduyla incelenen preparatlarda, interalveolar

bolgelerde lenfosit ve makrofajlardan olusan yaygin hiicre infiltrasyonu izlendi. (Sekil
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4.5, 4.6). Kontrol grubu, nikotin grubu ile karsilastirildiginda nikotin grubunda
istatistiksel olarak histopatolojik hasarin artig1 anlamli bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.1).

<&
e
I i
el

i
Sekil 4.5. Nikotin grubuna ait akciger dokusunda infiltrasyon bolgeleri (yildiz)
gortilmiistiir. H-E; X100.

b A

Sekil 4.6. Nikotin grubu akciger dokusunda lenfosit (y1ldiz) ve makrofajlardan (oklar)
olusan infiltrasyon bolgeleri (yildiz) gorilmiistir H-E; X200.

4.1.4. Dex + Nikotin

H-E boyama metodu uygulanan kesitlerde Nikotin grubu ile karsilastirildiginda
hasarin azaldigi fakat baz1 yerlerde lokal hiicre infiltrasyonu igeren bolgelerin bulundugu
gOrulmistiir (Sekil 4.7, 4.8).
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Sekil 4.7. Dex+ Nikotin grubunda inflamatuvar inflamasyon bélgeleri

goriilmistiir(oklar) H-E; X100.
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Sekil 4.8. Dex+ Nikotin grubunda infiltrasyon bolgeleri goriilmiistiir (oklar) H-

E; X200.

Tablo 4.1. Histopatolojik hasar skoru (Med (Min-Mak))

Parametreler Kontrol Dex

Nikotin

Dex+Nikotin

Infiltrasyon alanlar: 0 (0-0) 0 (0-0)

0 (0-2)°

0 (0-1)*

8K ontrol grubu ile istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.05)
bNikotin grubu ile istatistiksel olarak anlaml fark (p<0.05)
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4.2. Biyokimyasal Analizler

Tablo 4.2. Oksidan-Antioksidan parametreler

Kontrol (n=8) Dexpantenol (n=8) Nikotin (n=8) Dex + Nikotin (n=8) p
GALECTIN-3(ng/ml) 3.455 (2.942-4.543) 3.723 (3.229-4.061) 4.163 (3.617-5.359) 3.732 (3.441-4.322) 0.081
11-1B(pg/ml) 495.755% (405.122-673.324) ~ 433.127° (365.757-495.829)  547.346° (519.943-897.026)  521.367% (451.702-585.922)  0.001
11-6(pg/ml) 51.344# (34.299-59.123) 40.402° (25.623-48.444) 59.786° (37.054-85.43) 52.3112 (41.97-58.882) 0.021
CAT (k/gprotein) 54.846% (50.973-60.345) 63.1272 (42.626-69.852) 50.412¢ (48.435-56.768) 52.604" (48.844-57.423) 0.007
GSH-Px(u/gprotein) 166.9122 (160.222-208.409)  181.483? (136.586-201.764)  142.223" (104.614-151.43)  165.8672 (121.111-226.883)  0.003
SOD(u/gprotein) 190.232% (169.372-225.263) 185.359% (151.686-213.22)  138.332" (120.418-152.035)  153.082° (137.031-169.532) <0.001
MDA(nmol/gyasdoku) 233.24% (212.84-242.08) 217.6% (206.04-238.68) 249.02" (225.96-268.6) 221.34% (206.04-235.28) 0.004
TOS(umolh202equiv/1) 63.4% (57-78.6) 65.5% (61.8-72) 73.2" (68-76.6) 66.3% (64.4-70.8) 0.020
TAS(mmoltroloxequiv./l) 1.253% (1.102-1.424) 1.262% (1.159-1.318) 1.024° (0.82-1.329) 1.1° (0.814-1.288) 0.006
OSl(mmoltrolox/mmolh202) 52.327% (43.806-62.931) 53.562% (47.839-56.538) 72.546 (52.688-92.881) 59.815 (53.271-86.947) 0.002
GSH(nmol/gyasdoku) 1178.265% (1159.95-1196.58)  1186.4057 (1058.2-1233.21)  1102.97° (1002.55-1155.88)  1168.09% (1090.76-1229.14)  0.007
GST(u/gprotein) 100.01 (83.43-111.67) 99.756 (86.172-108.983) 90.329 (76.036-96.363) 98.684 (75.923-110.466) 0.051

Degiskenler, 'ortanca (min.-maks.)' seklinde dzetlenmistir.
* Ayn1 harfi icermeyen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur.

Kontrol (n=3) Dexpantenol (n=3) Nikotin (n=3) Dex + Nikotin (n=3) p
NFKB Oran 17 (1-1) 0.212° (0.144-0.606)  1.515° (1.185-1.637) 0.511" (0.268-0.7) 0.020
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Istatistiksel yontem

Sayisal veriler medyan, minimum ve maksimum degerler ile gosterildi. Gruplarin
karsilastirmalarinda Kruskal-Wallis testi ve sonrasinda ikili karsilastirma yontemi olan
Conover yontemi uygulandi. Uygulanan bitln testlerde anlamlilik diizeyi 0.05 olarak
kabul edildi.

4.2.1. Akciger Dokusu Galectin Seviyeleri

Galektin -3 dlzeyi; kontrol grubuna gore Nikotin grubunda, dekspantenol ve
dekspantenol+nikotin grubuna gore fazla olacak sekilde artis gostermistir. Fakat bu artis

gruplar arasi1 anlamli bulunmamstir (P=0.81).

5,07

4,0 T

3,57 _I_

o ]

Galectin-3 (ng/ml)

T T T T
Kontrol Dexpantenol Nikotin Dex+Nikotin

Sekil 4.9. Gruplarin akciger dokusu Galectin-3 seviyeleri
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4.2.2. Serumda IL-1B Seviyeleri

IL-1B seviyelerinde, nikotin uygulanan grupta kontrol grubuna gore artis

gozlenmistir. Dekspantenol+nikotin grubu, kontrol ve dekspantenol grubuna gore diisiis

anlamli bulunmustur (P=0.001).

IL-1B (pg/ml)
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Kantrol Dexpantenol Mikatin Dex+hikotin

Sekil 4.10. Gruplarin serumunda IL-1B seviyeleri
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4.2.3. Serumda IL-6 Seviyeleri

IL-6 seviyelerinde kontrol grubuna gore nikotin grubunda artis, dekspantenol

grubunda anlamli diisiis gézlenmistir (P=0.021).
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Sekil 4.11. Gruplarin Serumda IL-6 seviyeleri
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4.2.4. Akciger Dokusunda Katalaz (CAT) Aktivite Seviyeleri

Nikotin uygulamasinin akciger CAT enzim aktivitesini diisiirmistiir (Sekil 4.12),

ancak dekspantenol uygulamasindan sonra katalaz enzim aktivitesinde nikotin gruplarina

gore artis anlamli bulunmustur (P=0.007).

CAT Kig Protein
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Kontraol Dexpantenol Mikatin Dex+Mikotin

Sekil 4.12. Gruplarin Akciger dokusu CAT enzim seviyeleri
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4.2.5. Akciger Dokusu GSH-Px Aktivite Seviyeleri

Nikotin grubunun GSH-Px duzeyi (Sekil 4.13); kontrol, dekspantenol ve

dekspantenol +nikotin grubuna gore distisii anlamli bulunmustur (P=0.003).

GSH-Px Ulg protein
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Sekil 4.13. Gruplarin Akciger Dokusu GSH-Px enzim aktivite seviyeleri
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4.2.6. Akciger Dokusu SOD Aktivite Seviyeleri

SOD diizeyi; kontrol grubuna gore tiim gruplarda diislis gozlenmistir (Sekil 4.14),

ozellikle nikotin grubunda diger gruplara gore diisiisii anlamli bulunmustur (P<0.001).
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Kantrol Dexpantenol Mikotin Dex+Mikatin

Sekil 4.14. Gruplarin Akciger dokusu SOD enzim aktivite seviyeleri

33



4.2.7. Akciger Dokusu MDA Seviyeleri

Ratlara ip olarak verilen nikotin; ratlarin akciger dokusu MDA diizeyini kontrol,
dekspantenol ve dex+nikotin grubunda arttirirken (Sekil 4.15) dekspantenol grubunda,

MDA diizeyinin nikotin grubuna goére diistisii anlamlidir (P=0.004).
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Sekil 4.15. Gruplarin Akciger Dokusu MDA seviyeleri
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4.2.8. Akciger Dokusu TOS Seviyeleri

Nikotin uygulamasi akciger dokusunda TOS diizeyini arttirirken (Sekil 4.16),
dekspantenol uygulamasi akciger dokusunda TOS diizeyini anlaml1 olarak diistirmiistiir
(P=0.020).
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Kontrol Dexpantenol Nikotin Dex+Mikotin

Sekil 4.16. Gruplarin Akciger Dokusu Total Oksidan Kapasite (TOS) seviyeleri
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4.2.9. Akciger Dokusu TAS Seviyeleri

Nikotin ve dex+nikotin grubunda akciger dokusu TAS diizeyi (Sekil 4.17); kontrol
ve dekspantenol grubuna gore diisiis anlamli bulunmustur (P=0.006).

—
.|
-
2
=
o 14-
>
L
o o]
™
(= T
©
E
£
0 12
<L
- L
el
w l
=
7 1
[
o
L]
-
&
o 1,0 —_
n
=2
o
=
=
<L
I
o
hd o
8
T T T T
Kantrol Dexpantenol Mikatin Dex+Mikotin

Sekil 4.17. Gruplarin Akciger Dokusu Total Antioksidan Kapasite (TAS) seviyeleri
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4.2.10. Akciger Dokusu Oksidatif Stres Indeksi

Akciger dokusunda, Nikotin uygulanan grupta OSI artis gosterirken (Sekil 4.18),
dekspantenol ile tedavi edilen dex+nikotin grubunda OSI diizeyinde diisiis gdzlenmistir
(P=0.002).
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Sekil 4.18. Gruplarin Oksidatif Stres Indeksi (OSI) seviyeleri
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4.2.11. Akciger Dokusu GSH Seviyeleri

Nikotin grubu GSH diizeyleri diger gruplara gore istatiksel acidan diisiis

gosterirken (Sekil 4.19); kontrol grubu, dex grubu ve dex+nikotin grubu arasindaki fark

anlamli bulunmamistir. Ancak dekspantenol tedavisi uygulanan dex+nikotin grubunda

nikotin grubuna goére GSH diizeyinin artmasi anlamli bulunmustur (P=0.007).
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Sekil 4.19. Gruplarin Akciger dokusu GSH seviyeleri
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4.2.12. Akciger Dokusu GST Seviyeleri

Nikotin uygulanan grupta GST diizeyi istatiksel olarak diislis gOstermesine

ragmen (Sekil 4.20), bu diisiis diger gruplar arasinda anlamli bulunmamistir (P=0.051).

120

1107 —|_

1004

GST (Uig protein)
—

B0

70

T T T T
Kontrol Dexpantencl Mikeotin Dex+Nikotin

Sekil 4.20. Gruplarin Akciger Dokusu GST seviyeleri
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4.2.13. Akciger Dokusu NFKB orani

Akciger dokusundaki NFKB (Niikleer Faktor Kappa -B) orani (Tablo 1), kontrol
grubuna gore artis gostermistir. Istatistiksel olarak, Dekspantenol ve dex+ nikotin

gruplarinda kontrol grubuna gore diisiis, anlamli bulunmustur (P=0.020).

Akciger Dokusunda Western Blot Yontemi ile Elde Edilen NF-KB Protein
Eksprasyonlar1 yonteminde bantlarin goriintiillenmesinden de goriildiigii gibi nikotin

grubunda NFKB oran1 artmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Akciger Dokusunda Western Blot Yodntemi ile Elde Edilen NF-KB Protein
Ekspresyonlari
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5. TARTISMA

Sigaradaki ana bagimlilik yapan madde, sigara dumaninin solunmasiyla viicuda
giren nikotindir. Nikotin bagimliligi, kompulsif sigara icme ve yoksunluk donemleri
arasinda degisen kronik, tekrarlayan durum bozuklugudur. Nikotin bagimlilig1 kiiresel
bazda sosyal bir sorundur. Sigara, i¢erdigi kanserojen maddeler igerigi ile mutajenik ve
kanserojenik etkilere sebebiyet vermektedir (1). Tiirkiye de her giin 300, her y1l 120 bin
kisi, sigara tiiketiminden kaynaklanan sebeplerle hayata veda ediyor. Ustelik sigara
kullanicilart ile sigaranin dumanina maruz kalan binlerce pasif icici de ciddi zararlar
goriiyor. Icerisinde 4000°den fazla kimyasal igerik bulunan sigaranin dumanindaki pek
cok madde oksidan etkisi gosteriyor. Bundan dolay1 sigara kullananlarin antioksidan

gereksinimi kullanmayanlara gore daha fazla oluyor.

Bizde tam bu noktada alternatif bir tedavi yaklasimi olarak nikotinin akciger
dokusunda olusturdugu toksisiteye kars1 dekspantenolii kullanmak istedik. Dekspantenol
(Provitamin BS5) pantothenik asidin biyolojik aktif bir alkol analogudur. Dekspantenol
oral veya parenteral yolla kullanilabilir. Memelilerde dokunun igerisinde pantotenik asit’e
doniisiir. Pantotenik asit hiicre i¢indeki, Koenzim A (CoA), ATP sentezini ve indirgenmis
glutatyon (GSH) sentezini arttir. Bunlar oksidatif streste hiicre savunmasmin ana

unsurlarini olusturmaktadir (5,80).

Epitelin yeniden sekillenmesi i¢in gereken dekspantenol’iin rejeneratif ve

antiinflamatuvar 6zellikleri vardir (6,80).

Inflamatuvar isleyisi baslatan polimorfoniikleer 16kositlerin aktivasyonu ve lokal
infiltrasyonu serbest radikallerin dolayli olarak sebep oldugu bir mekanizmadir.

Dekspantenol antioksidan 6zelligiyle antiinflamatuvar nitelige sahip olmaktadir (95).

Calismamizda nikotin ile olusturdugumuz deneysel akciger toksisitesi modelinde
dekspantenol kullanimini sonucu inflamatuvar ve oksidatif stres mekanizmalarina baglh
akciger dokusunda meydana gelebilecek hasarlar ve bununla iligkili sitokinlerin, oksidan
ve antioksidan etkilerini ortaya koyduk. Antiinflamatuvar ve antioksidan 6zelliklere
sahip dekspantenoliin olusan bu hasardaki varsa koruyucu roliinii arastirdik.
Dekspantenoliin antiinflamatuvar ve antioksidan etkileri ile akciger toksisitesini

Onleyebilecegini veya tedavi edilebilecegini ispatlamaya calistik.
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Literatiirde nikotin ile olusturulmus akciger toksisitesi i¢cin dekspantenol higbir rat
modelinde kullanilmamistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada erkek ratlara 8 hafta boyunca
i.p nikotin verilerek akciger toksisitesi olusturuldu ve tedavi igin dekspantenol

intraperitoneal olarak uygulandi.

Stiperoksit Dismutaz (SOD), her hicre igin esansiyel ve endojen Uretilen bir
enzimdir. Stperoksit radikallerini etkisiz hale getirerek, hticreleri stiperoksit radikalinin

zararl: etkilerinden korur.
20>+ 2H++ SOD —H> 02 + Oy

SOD, reaktif oksijen radikallerinden stiperokside bir elektron vererek H2O2’ye
indirgerken; katalaz ve selenyum-bagimli glutatyon peroksidaz (GSH-PX) ise H>O>’yi
suya indirgemektedir (96).

Katalaz (CAT), aerobik canlilarin hiicrelerinde; ¢ogunlukla eritrositlerinde ve
karacigerlerinde yogun olarak bulunur. Iskelet kasinda, beyinde ve Kalpte ise az miktarda
CAT bulunmaktadir. CAT (katalaz) ve GSH-Px’1, hidrojen peroksidi (H202), su ve

atomik oksijene indirgemektedir (97).
2H2,0; - 2H,0 + 02

Glutatyon (GSH VE GSSG), aerobik canlilarda sistein, glisin ve glutamattan
sentez edilmektedir. GSH Redoks dongusunin bir subsratidir. Hidroksil radikalleri ile
singlet oksijenin temizlenmesinde gorev alir (68). Serbest radikalleri temizlemesiyle
beraber, Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ile birlikte de enzimatik olarak etkilidir. GSH
hlcrelerde enzimlerin ve diger hiicresel bilesenlerin rediikte olmamalari i¢in bulunmasi
gereken 6nemli bir enzimdir. GSH ¢ogu karacigerde sentezlenir ve yaklasik %40°1 safra
ile atilir. Safrada bulunan GSH’nin beslenmedeki ksenobiyotiklere kars1 hiicre savunmasi
yaptig1, barsak liimenindeki lipit peroksidasyonu onledigi ve barsak epitelini oksijen

radikallerine kars1 korudugu diistiniilmektedir (98).

H202 + 2 GSH — GSSG + 2 H20 GSSG + NADPH + H+ — 2 GSH + NADP+
Malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyonunun son friiniidiir. Oksidatif hasarin

diizeyini gostermede kullanilir (99).

OSI (oksidatif stres indeksi), Oksidatif stres ve antioksidan durum
degerlendirilmesinde birgok belirte¢ ve bunlar1 6lgen farkli yontemler vardir. Fakat bu

parametreler ayri ayr1 masraflidir ve 6lglilmesi zaman alici (100).
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Bu nedenle son yillarda toplam oksidan durum (TOS), toplam antioksidan durum
(TAS) 6l¢iilmekte ve oksidatif stres indeksi (OSI) hesabi yapilmaktadir (93,101).

Toplu ve ark.’larinin 2016 yilinda yapmis olduklar1 sisplatin ile olusturulan
ototoksitite ¢alismasinda dekspantenoliin antioksidan ve antiinflamatuar etkileri
gosterilmistir. Biyokimyasal analizlerde sisplatin verilen grupta kontrol grubuna gore
MDA, TOS ve OSI de artis tespit edilmis. Sisplatin verilen grupta kontrol grubuna gore
SOD, CAT, GSH-Px, TAS parametrelerinde azalma tespit edilmis. Dekspantenol verilen
tedavi grubunda artma tespit edilmistir (102).

Zakaria mm ve ark.’larinin 2011 yilinda yapmis olduklar: ratlarda yapilan beyin
iskemi reperfiizyon c¢aligmasinda dekspantenoliin faydali etkileri gdsterilmistir. Bu
Calismada yapilan analizler sonucu GSH duzeyine bakildiginda; iskemi reperfiizyon +
dekspantenol grubunda iskemi reperfiizyon grubuna gére GSH daha yiiksek bulunmustur.
MDA dizeyi ise diisiik bulunmustur. Ayrica histolojik olarak bakilan néron sayilari

dekspantenol verilen grupta artmis olarak bulunmustur (103).

Altintas ve ark.’larinin 2012 yilinda yapmis olduklar1 ratlardaki bobrek iskemi
reperfiizyon hasar1 modelinde dekspantenoliin faydal etkileri gdsterilmistir. Iskemi
reperfiizyon gruplarinda kontrol grubuna goére MDA miktarlar1 artmis. Iskemi
reperfiizyon gruplarinda kontrol grubuna gére SOD, CAT, GSH-Px diisiik bulunmus.
Tedavi amagli dekspantenol verilen grupda kontrol grubuna gére MDA diizeyleri diisiik
bulunmus. SOD, CAT, GSH-Px yiiksek bulunmus. BUN ve Kreatinin degerleri de ayn
sekilde dekspantenol tedavisi sonrast diisiik bulunmus. Yapilan histolojik

degerlendirmelerin hepsinde dekspantenol iyilesme saglamistir (104).

Klocker ve ark.’larinin 2004 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada nazal
dekspantenol iceren spreylerin hiicresel bilyimeye faydasmimn oldugu ve spreylerin

icerisindeki diger baz1 ajanlarin toksik etkilerini azalttigin1 gostermislerdir (105).

Bizim yapmis olugumuz calismada biyokimyassal analiz sonuglarinda baslica
oksidatif stres parametreleri olan nikotin verilen grupta kontrole gére MDA, TOS, OSI
degerlerinin arttigin1 ve SOD, CAT, GSH-Px, TAS, GSH ve GST degerlerinde azalma

gozlemledik.

Cagin ve ark.’larinin 2016 yilinda yapmis olduklar1 deneysel fare modelinde
mezenterdeki iskemi reperfiizyon hasarina dekspantenoliin faydali etkileri histolojik ve

biyokimyasal agidan gosterilmistir (106)
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Kog ve arkadaglarin 2015 yilinda yapmis olduklar1 akciger sintigrafisi sonrasi
radyasyon hasarinin tedavisinde dekspantenol verilen tavsan modelinde akciger

dokusunda histolojik olarak diizelme saglanmustir (107).

Ermis ve ark.’larimin 2013 yilinda yapmis olduklar1 bleomisin ile indiiklenmis
deneysel fibrozis rat modelinde dekspantenoliin koruyucu etkilerine bakilmis. Bleomisin
ile indiiklenen fibrozis grubunda inflamasyon, kollojen deposu ve alveolar makrofajlarin

miktar1 artmis. Dekspantenol sonrasi diizelme saglanmis (108).

Ozdemir ve ark.’larmin 2016 yilinda yapmus olduklar1 yenidogan farelerdeki
deneysel kronik akciger modelinde, kronik akciger grubunda akciger dokusundaki MDA,
TOS ve OSI diizeyleri diger gruplara gore yiiksek bulunmustur. Ayrica akciger
dokusunda CAT, GSH-Px, rediikte glutatyon aktivitesi kronik akciger grubunda diger
gruplara gore diisiik tespit edilmis.

Dekspantenol verilen kronik akciger grubunda IL-1B diizeyleri kronik akciger

grubuna gore daha diisiik bulunmustur (77).

Sitokinler, ¢ok kiiciikk ve hiicreler aras1 iletisimi saglayan proteinlerdir.
Inflamasyonda Sitokinler énemli rol alirlar. Sitokinler, yiiksek afiniteye sahip yiizey
reseptorleriyle gorevlerini yaparlar. Sitokinler 6zellikle yakin hiicrelere parakrin etki
gosterseler de koken aldiklari hiicrelere otokrin ve uzak organlara da endokrin etki
gosterirler. Sitokinler proinflamatuar sitokinler, antiinflamatuar sitokinler ve buyime
faktorleri seklinde alt gruplara ayrilirlar. Proinflamatuar sitokinler, T hiicre kaynakli
sitokinler, eozinofil, notrofil, monosit/makrofaj ve T-hicrelere kemoatraktan (ilgili
hiicrelerin  dolasimini artirarak  bir bodlgede toplanmasini saglayan) sitokinler
(kemokinler). Bunlar IL-1, IL-8, IL-9, makrofaj inflamatuvar protein (MIP), granilosit-
makrofaj koloni stimile edici faktér (GM-CSF). Antiinflamatuar sitokinler; tranforme
edici buytume faktor-beta (TGF-p), IL-4, IL-6, IL-10 bulunur. IL-1 monosit, makrofajlar,
fibroblast, T-hicre, nétrofil ve havayolu epitel hiicrelerinden Gretilmektedir. IL-1a ve 1
olmak iizere ikiye ayrilir. IL1, TNF ve IL-6 ayn1 zamanda endojen ates yiikselticilerdir.
IL-1B'nin bir¢ok etkisi TNF-o' ya benzer ve hava yolu epitel hiicrelerinde sitokin,
RANTES (regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted), IL-8 ve GM-
CSF Uretimini artirir. Hem TNF-a hem de IL-1p fibroblast proliferasyonu artirirken, IL-
1B ayrica fibronektin ve kollajen sentezini artirir. IL-1, GM-CSF ve IFN-y gibi sitokinler,

monosit ve makrofajlardan TNF-a salinimini arttirirlar (109; 110). Bizim ¢alismamizda
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da akciger dokusu biyokimyasal analizinde nikotin uygulanan grupta kontrol grubuna

gore IL-1p degerinde artis gdzlemlenmistir.

IL- 6 primer olarak B hiicre stimiilanidir ve TNF-a ve IL-1 Uretimini inhibe ettigi
icin antiinflamatuar grupta yer alirlar. IL-6 hiicre savunmasinda 6nemli bir rolii olan, gok
cesitli fenotipik aktiviteleri olan bir sitokindir. Ayrica IL-6 hedef hiicreye gore degisim
gosteren, blylmeyi stimile ya da inhibe edici ve farklilagsmay1 uyarici aktiviteler gosterir.
IL-6 inflamatuvar ve enfeksiyon durumlarinda spesifik olmayacak sekilde artan bir
belirtectir. Yapmis oldugumuz calismada IL- 6 degeri; nikotin grubunda kontrol ve
dex-+nikotin grubuna gore artig anlamli bulunmazken, dekspantenol grubuna gore anlamli

bulunmustur (P=0.021).

Li-Mei W ve ark.’larinin 2016 yilinda yapmis olduklart akut akciger hasari fare
modelinde dekspantenoliin antiinflamatuvar ve antioksidan etkilerine bakilmas.
Lipopolisakkarit verilerek akut akciger hasari olusturulmus. Akciger hasari alveolar
hemoraji, alveoler bosuklara notrofil gegisi, alveol duvarlarinda siglik ile gosterilmis. Bu
degisiklikler dekspantenol verilmesi sonrasi geriye donmiis. Akut akciger hasari
olusturulan grupta BAL sivisinda total hiicre sayisi, nétrofil sayis1 ve MPO degeri artmus.
Dekspantenol verilmesi sonrasi tekrar azalmis. Akut akciger hasari 72 olusturulan grupta
akciger 0demi artmis. Dekspantenol sonrasi gerilemis. BAL sivisinda TNF-a, 1L-6
artmis. Dekspantenol verilmesi sonrasit azalmig. Akciger dokusunda MDA diizeyine
bakilmis. Artmis tespit edilmis. Dekspantenol sonras1 azalmis. Akciger dokusunda SOD

ve GPx bakilmis azalmis tespit edilmis. Dekspantenol sonrasi artmigtir (111).

Yapmis  oldugumuz ¢alisma da  kontrol, nikotin,  dekspantenol,
dekspantenol+nikotin gruplarinin Galectin -3, MDA, GSH, SOD, GST, CAT, GSH-Px,
TAS, TOS, OSI, IL-6, IL-1B parametrelerini degerlendirdik. Biyokimyasal analiz
sonuclarinda baslica oksidatif stres parametreleri olan nikotin verilen grupta kontrole goére
MDA, TOS ve OSI degerlerinin arttigini; SOD, CAT, TAS, GSH-Px, GSH ve GST

degerlerinde azalma gozlemledik.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Nikotin verilen ratlarin akciger dokusunda oksidatif stres parametrelerinden;
MDA seviyesinin artmasina ve CAT, GSH-Px, SOD, GSH, GST degerlerinin

azalmasina neden olmustur.

2. Nikotin verilen ratlarm akciger dokusunda TOS ve OSI degerlerinde artisa ve

TAS degerlerinde azalmaya neden olmustur.

3. Nikotin verilen ratlarin serumlarinda inflamasyon faktorlerinden, IL-1f ve IL-

6 degerlerinde artisa sebep olmustur.

4. Nikotin verilen ratlarin akciger dokularinda interalveolar alanlarda lenfosit ve

makrofajlardan olusan yaygin hiicre infiltrasyonu izlendi

5. Nikotin uygulanan ratlarin akciger dokusunda histopatolojik hasarin

istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 tespit edildi.

6. Nikotin uygulanan ratlarin akciger dokularinda bir inflamasyon belirteci olan

Galectin-3 artis1 gozlenmistir.

7. Dekspantenol verilen ratlarin akciger dokularinda CAT, GSH, GSH-Px, SOD,
GST degerlerinde artis MDA, OSI degerlerinde azalmalara sebep olmustur.

8. Dekspantenol verilen ratlarin akciger dokularinda TAS degerlerinde artisa

TOS seviyelerinde ise azalmaya sebep olmustur.

9. Dekspantenol verilen ratlarin serumlarinda IL-1 ve IL-6 degerlerinde azalma
olmustur.
10. Dekspantenol verilen ratlarin akciger dokularinda inflamasyon belirteci olan

Galectin-3 seviyesinde de azalma gorilmiistiir.

11. Dekspantenol uygulanan ratlarin akciger dokusunda nikotin grubuna gore

hasarin azaldig1 tespit edilmistir.

12. Nikotin ve Dekspantenol verilen ratlarin akciger dokusunda biyokimyasal ve
histolojik parametrelere bakildiginda nikotin uygulanmig gruba kiyasla iyilesmeler
tespit edildi.
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Bu sonuglara gore nikotin inflamasyon ve oksidatif stresi arttirarak akciger doku
hasarma sebep olmus, dekspantenol ise gucli antioksidan ve antiinflamatuar etki

gostererek nikotinin akcigerdeki hasarini kismen indirgemistir.

Tim bunlarin 1s18inda dekspantenoliin akciger toksisitesi tedavisinde faydali
oldugunu histolojik ve biyokimyasal olarak belirlemis olduk. Sonug olarak, dekspantenol
gelecekte akciger hasar1 tedavisinde oncelikli, alternatif ya da tamamlayici bir tedavi

olarak kullanilabilir.
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