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OZET:

idiyopatik Pulmoner Arteriyal Hipertansiyon (IPAH) kardiyopulmoner fonksiyonlarda bozulmaya sebep olun, sag
ventrikiler yetersizlikten dolayi erken 6lUm ile sonuglanan progresif bir hastaliktir. IPAH'un patogenezi tam olarak
bilinmemektedir. Hastaligin patobiyolojik Ozellikleri arasinda anormal hiicre proliferasyonu, inflamasyon ve
vaskuler yenilenme vardir.

Hucreler Arasi Matriks (HAM) hiicre proliferasyonu ve migrasyonunda énemli rolleri oldugu biliniyor. Hiyallironan
(HA) HAM’in temel komponentlerinden birisi olan bir glikosaminogilikan’dir. HA, hiyaliironan sentaz enzimleri
(HAS) tarafindan Uretilirken hiyaliironidaz (Hyal) enzimleri tarafindan degrade edilen blylk bir polisakkarittir.
Bilinen g farkli HAS (HAS1, HAS2 ve HAS3) ve iki farkli Hyal (Hyal1, Hayl2) enzimi akcigerde eksprese edilir.
HA akciger hasarlarinda, inflamasyon ve yeniden yapilanmaya cevap vermede kritik roller oynadidi bilinmektedir.
Diz kas hicreleri (DKH) zararli maddeler ile uyariimasi veya endoplazmik retikulum stresi nedeniyle HA ve HA
kablolarini retirler. idiyopatik PAHlu (IPAH) hastalardan elde edilen pulmoner arter diiz kas hiicreler
(PADKH)'nin devamli olarak yuksek seviyelerde HA (Urettiklerini ve IPAH hastalarinin normal bireylere goére
kanlarinda ylksek seviyelerde HA bulundugu daha 6nceki ¢alismalarinda proje ekibi tarafindan gosterilmistir.
Ayni zamanda, HA miktarlarindaki, modifikasyonundaki ve fragmentasyonlarindaki anormalliklerin anormal DKH
proliferasyon, inflamasyon ve vaskiler yenilenmeye neden olduguna dair ¢alismalarimiz da bulunmaktadir.
Projemizde sundugumuz monokrotalin pulmoner yiiksek tansiyon deneysel hayvan modellerindeki 6n ¢alisma
verilerimiz anormal HA miktarlarini gostermekte. Buna gore, hipotez olarak HA miktarindaki, modifikasyonundaki
ve fragmentasyonundaki anormalliklerin PAHdaki anormal DKH proliferasyonu, inflamasyon ve vaskiler
yenilenmeye sebep olan dnemli bir diizenleyici oldugunu disiinmekteyiz.

IPAH'lu insanlardaki HA hakkindaki yayinlanmis verilerimiz ve PAH hayvan modellilerindeki HA Gretimi
hakkindaki primer goézlemlerimiz temel alinarak hazirlanan “Pulmoner yiiksek tansiyon hastaliginin
patolojisinde hiyaliironan molekiiliiniin roliinii hayvan modeli iizerinde incelenmesi’ baslikli projenin
deneysel merkezini PAH hayvan modelindeki pulmoner vaskilerdeki hiyaliironan sentez, modifikasyon ve
fragmantasyon olusturmakla birlikte HA (retimindeki artisin mekanizmasinin incelenmesi ve PADKH
proliferasyon, inflamasyon ve vaskiiler yenilenme HA’nin reglle eden rollerini PAH deneysel hayvan modelinde
degerlendirmek proje amaglari arasinda yer almaktadir.

Bunu yapmak icin 2 yol ile yaklasim sergiledik. Birinci yaklasimda PAH deneysel hayvan modeli olusturma.
Monokrotolin PAH modelindeki rat akcigerleri PAH icin karekteristik olan pleksogenik lezyonlari olusturmuyorlar.
Bu sebeple insan PAH akcigerlerine daha ¢ok benzeyen ratlarda PAH hiopksi Sugen-5416 deneysel hayvan
modelini kullanmayi hedefliyoruz. Projenin birinci amaci PAH hipoksi Sugen-5416 rat modeli olusturmak ve
plazma HA seviyelerini belirlemesidir. Projenin ikinci yaklagiminda ise PAH’daki yiiksek HA seviyesinin
kaynagi ve hastaligin farklh evrelerindeki mekanizmasini incelemek olacak ve buna gére PAH hayvan
modelinde HA seviyelerinin hiicresel kaynaklarinin ve mekanizmasinin belirlenecek.

PAH deneysel hayvan modelinden ve kontrol ratlardan elde edecegimiz akciger dokularindan PADKH, pulmoner
arter endotel hicresi (PAEH) ve bronkiyal diiz kas hucreleri (BRDKH) izole edilerek bu hiicrelerdeki HA seviyeleri
belirlenecek. PAH’deki yiksek seviyelerde HA Uretiimesinin mekanizmasini anlamak icin PAH rat modeli olan
hayvanlari kontroller ile karsilastirarak bu hayvanlardan elde edilecek PADKH, PAEH, BRDKH’lerinde HAS1,
HAS2 ve HAS3, ayni zamanda Hyal1 ve Hyal2 mRNA ve protein ekspresyonlari degerlendirilecek. Bununla
birlikte, PAH’lu rat ve kontrollerden elde edilecek akcigerlerden diger PAEH, BRDKH ve PADKH’lerindeki HA
uretim miktarlar karsilastirilarak spontane olarak bu hastalikta retilen HA’nin kaynaginin PADKH’leri icin 6zgiin
olup olmadigi belirlenecek. Yine ikinci amacimizin alt amaci olarak PAH hastaliginin erken evrelerindeki hiicreler
arasl matriksin incelenmesi yer alacak. Literatirdeki insan akciger dokusu tzerinde yapilmis olan galismalarda
insan akcigeri ya hasta oldiikten sonra yada hastaligin son evresi transplantasyon dan sonra elde edildigi igin bu
calismalar hastaligin erken evreleri hakkinda bir bilgi vermiyor. PAH hastaligi ve HA Uretimi arasindaki iligkiyi
anlamak igin PAH’lu hayvanlar Uzerinde bu hastaligin farkh evrelerinde HA o&lgcimleri yapilarak hastaligin
gelismesindeki roli belirlenmeye galisilacak. Bu amaglar igin 2 grup rat galisilacak, normoksi ve Sugen-5416’li
hipoksi. Hastalgin farkli erken ve siddetli evrelerini gcalismak igin 3.5, 6, 8, ve 12. haftalarda dokular elde edilecek.
Hastaligin erken dénemlerinde HAM komponentlerinin durumu ve hastaligin gelismesindeki roli hakkinda bize
bilgi verecek.

PAH hastaliginin patogenezlerinin aydinlatiimasina yonelik ¢alismalari bulunan proje yiritiicisi ve ekibi projede
belirtilen konularda yetkin olup yeterli bilgi ve beceri birikimine sahiptirler. Bu projeden elde edilen verilerin énemli
dergilerde yayimlanabilmesi, dinyadaki dider arastirmacilarinda kullanabilecedi sonuglar Uretmesine olanak
saglayacaktir. Ulkemizde PAH hayvan modeli olusturmak bir ilk olacag: gibi yine projede calisacak ekiple birlikte
ulkemiz PAH patobiyolojisini aydinlatma adina yiiksek lisans 6grencileri egitilerek arastirma yapacak insan
glicline ve alt yapisina katki saglanmis olacaktir.



ABSTRACT:

Idiopathic pulmonary arterial hypertension (IPAH) is a progressive disease that leads to deterioration in
cardiopulmonary function and premature death from right ventricular failure. The pathogenesis of IPAH is poorly
understood. The pathobiologic features of the disease are aberrant cell proliferation, inflammation and vascular
remodeling. Extracellular matrices (ECMs) serve an important role in cell proliferation and migration. A major
component of most ECMs is the glycosaminoglycan hyaluronan (HA). The HA is a large polysaccharide produced
by hyaluronan synthases (HASs) and degraded by hyaluronidases (Hyals). All three known HASs (HAS1, HAS2,
and HAS3) and the two known Hyals (Hyal1 and Hyal2) are expressed in the lungs. HA is known to play critical
roles in lung injury response, inflammation, and remodeling. Smooth muscle cells (SMCs) can produce HA cables
upon stimulation with a noxious agent or due to endoplasmic reticulum stress. We have recently reported the
novel finding that PASMCs from IPAH lungs spontaneously produce high levels of HA, and IPAH patients have
higher than normal levels of circulating HA in their blood. We also have evidence that abnormalities in HA levels,
modification, and fragmentation give rise to abnormal SMC proliferation, inflammation, and vascular remodeling.
We now also have preliminary data suggesting similar deregulation of HA in several animal models of PAH. We
hypothesize that abnormalities in HA levels, modification, and fragmentation result in major regulatory switches
causing abnormal SMC proliferation, inflammation, and vascular remodeling in IPAH.

Based on our published data on HA in human IPAH and our preliminary observations about HA in animal models
of PAH, the experimental focus of this proposal, titled “Investigations of the role of hyaluronan in the
pathology of pulmonary artery hypertension in an animal model’, is the synthesis, modification, and
fragmentation of hyaluronan in the pulmonary vasculature and the investigation of the mechanisms behind
increased HA production. We also aim to investigate the regulatory role of HA on PASMC proliferation,
inflammation, and remodeling in PAH animal model.

Two approaches were designed to assess our study’s aims. The first approach is to establish an experimental
PAH animal model. The PAH monocrotaline rat model does not develop plexogenic lesions, which are
characteristic of PAH. Therefore, we plan to establish the hypoxia Sugan-5416 rat model, which is much more
similar to the human IPAH lung. Our first goal is to establish the PAH hypoxia Sugen-5416 rat model and
determine the levels of HA. The second approach is to determine the cellular source(s) and mechanism(s) of HA
production during different stages of the disease in an established PAH animal model. The primary PASMCs,
pulmonary artery endothelial cells (PAECs), and pulmonary bronchial smooth muscle cells (BrSMCs) will be
isolated from the lungs of PAH animals and controls. HA levels in these cells will be measured to determine
whether the increased HA production is unique to PASMCs. mRNA levels and protein expression levels of HASs
(HAS1, HAS2 and HAS3) and Hyals (Hyal1 and Hyal2) will be determined in PASMCs, PAECs, and BrSMCs
obtained from PAH rats and controls to understand the mechanism behind the high levels of HA during PAH. The
sub aim of the second approach is to evaluate the HA components present in the early stage of PAH. In studies of
the human lungs in the literature, the human lungs were obtained either after transplantation or after the patient’s
death; therefore, these studies do not provide any information about the early stage of the disease. In our study,
HA measurements will be performed on the PAH animals during different stages of the disease to better
understand the role of HA in the disease’s development. Two groups of rats will be studied, normoxic and hypoxic
SU-5416 rats. Tissues will be obtained at different stages of PAH (3.5, 6, 8, and 12 weeks) in order to study mild,
as well as, more severe forms of the disease. These experiments will provide information on the development of
the disease and the situations of levels ECMs components during the early disease stage.

The principal investigator of the project, who had performed previous studies on PAH, and the rest of the team
have sufficient knowledge and ability to achieve the aims mentioned in this proposal. The data obtained from the
project could be published in a high impact journal and will provide information which could be used to produce
results in other investigations around the world. This will be the first study to establish a PAH animal model in our
country, and the project will contribute to the education of young scientist on the pathobiology of PAH.



GIRIiS / AMAC VE KAPSAM

idiyopatik pulmoner arter hipertansiyon (IPAH) kardiyo pulmoner fonksiyonlarda bozulmaya sebep olup sag
ventrikiiler yetersizlikten dolayi erken Olim ile sonuglanan progresif bir hastalktir. Diinyada oldugu gibi
Ulkemizde de hem morbiliteye hem de mortaliteye sebep olmaktadir. IPAH’un patogenezleri hakkinda literatirdeki
bilgiler cok yetersizdir. Hastaligin patobiyolojik 6zellikleri arasina anormal hiicre proliferasyonu, inflamasyon ve
vaskuler yenilenme vardir. Hastaligin tedavisi i¢in bazi ilaglar gelistirimeye caligilsa bile hi¢ birisi hastaligi tedavi
edemiyor fakat sadece yasam siresini bir miktar uzatmay: sagliyor. Akciger nakli bu hastalarin kaginilimaz sonu
olmakla beraber Ulkemizde akciger nakli gerceklesmedigi icin PAH’lu hastalarin gogunlugu bu imkandan da
yararlanamayip hastalik kisa surede 6limle sonuglaniyor. Bu sebeple hastaliyin patogenizi aydinlatacak yeni
yaklagimlara ve yeni tedavi metotlarina gereksinim vardir. Calismamizdaki dizayn edilen amaglarimiz bu yoniyle
hastaligin patobiyolojisine yeni bir yaklagim getirecektir.

Hucreler Arasi Matriks (HAM) hiicre proliferasyonu ve migrasyonunda énemli rol oynadidi bilinmektedir. Ayrica
akciger hastaliklarinda HAM komponentlerinin farkli gérevleri olduguna dair bir cok g¢alisma mevcuttur. HAM’in
temel komponentlerinden birisi glikosaminogilikan olan hiyalironan (HA) molekilidiur. HA, hiyalironan sentaz
(HAS) enzimleri tarafindan Uretilirken hiyallGronidaz (Hyal) enzimleri tarafindan yikima ugratilir. Bilinen Gg¢ farkli
HAS ve iki farkh Hyal enzimi akcigerde ekspres edilir. HA akcider hasarlarinda, inflamasyon ve yeniden
yapilanmaya cevap vermede kritik roller oynadigi bilinmektedir. Diz kas hucreleri (DKH) zararl maddeler ile
uyarilmasi veya endoplazmik retikulum stresi nedeniyle HA ve HA kablolarini Uretirler. Bizler yeni bir bilgi olarak
IPAH’lu hastalardan elde edilen pulmoner arter duz kas hucrelerinin (PADKH) devamli olarak yliksek seviyelerde
HA Urettiklerini ve IPAH hastalarinin normal bireylere gore kanlarinda yiiksek seviyelerde HA bulundugunu rapor
ettik (Sekil 2). Ayni zamanda, HA miktarlarindaki, modifikasyonundaki ve fragmentasyonlarindaki anormalliklerin
anormal DKH proliferansyon, inflamasyon ve vaskiler yenilenmeye neden olduguna dair verilerimiz mevcut.

Calismamizdaki amaglarimizda bu yoniyle yeni bir yaklasimla elde edilecek sonuglar PAH patobiyolojisindeki
akciger mikro cevresi ve matriksin 6nemli rollerine 1sik tutacak ve tedavi igin potansiyel hedeflerin belirlenmesine
yardimci olacaktir.

Sekil 2: IPAH’de artan hiyaliironan seviyeleri. IPAH hastalarindaki plazma HA seviyesi kontrol grubuna gore
anlamh miktarda artis gosterir (A) ve IPAH PADKH sipernatantlari da kontrollere gére daha fazla miktarda HA
bulunuyor (B). Transplant sonrasi elde edilen insan akcigeri IPAH arteriolleri etrafinda (C) kontrollere (D) gore ¢ok
daha yogun HA birikmesi gdsteriyor. En yogun HA boyamasi ise pleksogenik lezyonda bulunuyor (E, ok isareti).
DKH'’leri kirmizi, endotel hiicreler menekse, hiyallironan yesil ve hiicre gekirdekleri mavi renge boyanmistir (1).

IPAH'lu insanlardaki HA hakkindaki yayinlanmis verilerimiz ve PAH hayvan modellilerindeki HA hakkindaki primer
g6zlemlerimiz temel alinarak bu projemizin deneysel odagi PAH hayvan modelindeki pulmoner vaskulerdeki
hiyallironan sentezi, modifikasyonu ve fragmentasyonu hakkinda bilgi verecektir. Spesifik amaglar HA
uretimindeki artisin mekanizmasini ve PADKH, PAEH proliferasyonu, inflamasyon ve vaskiler yenilenme
tzerinde HA’nin regile eden rollerini PAH hayvan modelinde degerlendirmek icin tasarlanmistir. Bu sayede
elimizde hig bilgi olmayan hastaligin erken evrelerindeki matriks durumu hakkinda da veri sahibi olacagiz.

Bunu yapmak icin 2 yol ile yaklasim sergiledik. Birinci yaklagimda insan PAH hastaligina en yakin model olan
PAH hipoksi-Sugen-5416 hayvan modelini olusturmak ve bu modelde HA iretimini belirlemek. ikincisi ise retilen
bu HA’nin mekanizmasi, hiicresel kaynagdi ve seviyeleri belirlenecek. Bu amaglar igin 2 grup rat ¢alisilacak, 1)
normoksi ve 2) Sugen-5416’li hipoksi. Hastaliin farkh evreleri ve siddetli evresini ¢alismak igin 3.5, 6, 8, ve 12.
haftalarda dokular elde edilecek.

Yukaridaki belirttigimiz konu ve amaclarla hiyalironan molekilinin PAH hastaliinin olusmasinda ve
ilerlemesinde nasil bir rol aldigini yine PAH hayvan modeli lzerinde caligilmasi arastirmanin kapsamini
olusturacaktir.




GENEL BIiLGILER

Sekil 3: A idiyopatik PAH’lI hasta, B ise
saglikh kontrol. HE boyamasi kontrolin
arteri ile karsilastiriidiginda (Resim B’deki
ok isareti) idiyopatik PAH’lI arterde (Resim
A’daki ok isareti) diz kas hucrelerinde
hipertrofi ve hiperplaziye neden oldugu
gorilmektedir (1).

n, grup 4; kronik trombotik veya embolik hastaliklardan
kaynaklanan pulmoner hipertansiyon, grup 5; mubhtelif
cesitli hastaliklardan kaynaklananlar (Tablo 1) (15).

Epidemiyolojisi: Pulmoner hipertansiyon
gorilen bir hastaliktir.  Endustriyellesmis llkelerde
milyonda 1-2 olguya rastlanilabilecegi tahmin edilmektedir
(16, 17). Pulmoner hipertansiyon hastaliginin ortalama
hayatta kalma suresi 2.8 yil olarak belirlenmis ve ortalama
36.4 vyaslarinda gorilen PAHIn 1.7/1.0 oraninda
kadinlarda daha siklikla goruldigu saptanmistir (16). Bu
genel dagihmin irklara goére de degismedigi gorulmdistir
(16, 18). Fransa’da yapilan bir calismada 674 pulmoner
yuksek tansiyon tanisi konulmus hasta bir yil stre zarfi igin
takibe alindiginda; bu hastalarin %19’unun yas ortalamasi
52 olan idiyopatik pulmoner hipertansiyona sahip olduklari
belirlenmistir (18). Bu hastaligin vazokonstriiksiyon, hiicre
¢ogalmasi, in situ tromboz, inflamasyon, vaskiler
yenilenme ve akciger matriksindeki anormalliklere bagh | Sekil 4: PAH'lI insan akcigerinde yapilan HE
olarak ilerleyici bir sekilde akciger arterlerinin daralmasiyla | boyamasi plekzogenik lezyonun tipik bir 6rnegini
gerceklestigi ileri strilmektedir (Sekil 3) (4, 11, 12). gosteriyor (ok basi). Cevresinde yarik seklinde

Pulmoner arteryel hipertansiyon genleri:
ik kez 1954 yilinda familyal pulmoner arteryel | olusumu gdze garpiyor (siyah ok) (1).

Problemin ©nemi: Idiopatik pulmoner arteriyal hipertansiyon
(IPAH) kardiyo pulmoner fonksiyonlarda bozulmaya sebep olup sag
ventrikuler yetersizlikten dolayi erken 6luim ile sonuglanan progresif
bir hastaliktir (2-5). Akcider prekilcal arterlerindeki kas, endotelyal
ve fibroblast hipertrofisi ve ayni zamanda hiicre digi matriksindeki
artis ile karakterize edilir (sekil 3) Daha ileri safhalarinda
pleksojenik olusumlar ve tromboz ortaya ¢ikar (sekil 4) (6, 7). IPAH
ortalama pulmoner arter basincinin 25 mmHg'dan daha yiksek
olmasi ile tanimlanir (3, 8, 9). Bazi sureclerin IPAH akcigerlerin
gorilen pulmoner arter daralmasi, genetik predispozisyon,
vazokontraksiyon, hicresel proliferasyon, in situ trombozis,
inflamasyon, ve karakteristik pleksogenik lezyonlar igin vaskuler
yenilenmesine sebep olduguna inaniliyor (4, 10-13). Anormal
pulmoner arter diz kas hiicre (PADKH) proliferasyonu IPAH
hastaliginin patolojisinde majér bir role sahiptir fakat IPAH
PADKH’lerindeki  bu  proliferasyonu  tetikleyen  sebeplerin
mekanizmasi hala bilinmemektedir. Hicreler arasi matriks (HAM)
hicre proliferasyonu ve migrasyonununda 6nemli rollere sahiptirler
ve matriks komponentleri arasindaki buttinlik ve denge akcigerdeki
hasarlara karsi cevapta ve normal akciger fonksiyonunda temel
teskil eder. Artan HAM devir daimi doku hasarlarinin belirtecidir.
Astim, anfizem, pulmoner fibrozis ve IPAH gibi farkli akciger
hastaliklari anormal HAM’in devir daimi ile iligkilidirler (12).
Siniflandirilmasi: Pulmoner hipertansiyonun etyolojisinde akciger,
kalp ve sistemik kokenli farkli hastaliklar ya da nedeni belli olmayan
sebepler etkili olabilmektedir. 2003 yilinda Italya’nin Venedik
sehrinde vyapilan kongrede alinan kararla bir siniflandirma
yapiimistir  (14). Bu vyapilan siniflandirmaya goére pulmoner
hipertansiyon bes gruba ayrilir: Grup 1; PAH, grup 2; pulmoner ven
hipertansiyonu, grup 3; akciger hastaliklari veya hipoksemi ile iligkili
olan
pulmoner
hipertansiyo

¢ok nadir

vaskduler bir yer acan elastik arteryel segmentleri
(beyaz ok) ve ayni zamanda vyeni kollajen

hipertansiyon (FPAH) Dresdale tarafindan tanimlandi.

insidansi diisiik olan bu hastaligin bazi bilim insanlarinca diisiik penetransindan kaynaklandigi diisiiniiliiyordu
(19). 1997 yihinda arastirmacilar familyal primer pulmoner hipertansiyon igin bir geni kromozom 2q31-32
lokasyonunda buldular (20, 21). Ardindan kemik morfogenetik proteinleri reseptoriinii [Bone (kemik) morfogenetik
protein reseptdru tip 2 (BMPR2)] sifreleyen gendeki bulunan mutasyonlar, genetik PAH'In ana sebebi olarak
tanimlandi (22). Bu mutasyonlar ayrica FPAH'lI hastalarin %70’inde, sporadik olan idiyopatik PAH’li hastalarin
%26’sinda ve fenfluramin kullanimi ile iligkili PAHlI hastalarin %9’unda tespit edilmistir (22-24). Apopitoz ve



proliferasyon ile iligkili olan BMPR2, TGF-B ailesinin bir uyesidir (24, 25). Fakat halen BMPR2 sinyalindeki
azalmanin nasil PAH’a sebep oldugu tam olarak aydinlatiimis degildir.

Pulmoner arteryel hipertansiyon tanisinda kullanilan belirtecler:

Kan testleri PAHlI hastalarda tarama ve tedavi siresince kontrollerde
kullaniimaktadir. Bu parametrelerin PAH’l hastalarin plazma ve serumlarinda
ylksek olanlarindan bazilari; endotelin-1, nitrik oksit, cGMP, serotonin, D-dimer,
willebrand faktor, prostasiklin, natriliretik peptid (BNP), atriyal natriliretik peptid,
urik asit ve troponin T'dir (5, 27-36). PAH’li hastalarin akcider arter duvarlarinda
endotelin- 1'in asiri eksprese edilmesi bu hastaliktaki en énemli anormalliklerden
biridir. Yirmi bir aminoasitli endotelin-1 peptidi vazokonstrilksiyona sebep olmakta
ve bu proteinin baglandigi reseptorlere baglanabilen sentetik antagonistlerin
hastaligin iyilesmesinde roli oldugu bildiriimektedir (29, 37, 38). Pulmoner
arterlerdeki ekspresyonun yaninda kan dolagiminda da endotelin-1 seviyeleri,
PAH’lI hastalarda ylksek bulunmustur (4). Dolasimda bulunan endotelin-1’in
hastalik siddeti ve prognozu ile korelasyon iginde oldugu belirlenmistir (4, 29).
Endotelin-1 fizyolojik ve patolojik etkilerini daha ¢ok vaskiler diz kas hucrelerinde
bulunan ETA ve endotel hiicrelerinde ve ayrica vaskiler kas hiicrelerinde g.riinen
ETB reseptorleriyle duzenler (39). Yukarida da bahsettigimiz gibi nitrik oksit, PAH
hastaliginda 6nemli role sahiptir. Gerek hastalarin kan dolasimlarinda gerekse
disariya verdikleri havada nitrik oksit seviyelerinin kontrollere gore c¢ok disik
oldugu tespit edilmistir (5, 39). Endotel hiicrelerinden eNOS enzimi sayesinde
uretilen nitrik oksit, diiz kas hicrelerinde cGMP olugsmasini saglar ve cGMP de kas
hucrelerini gevsetir. Dolayisiyla disik plazma nitrik oksit seviyesi hem endotel
hiicrelerine ait bozukluklarda, hem de PAH hastalidi icin énemli bir belirtectir.
Trombositlerde saklanan ve endotellerde itrah edilen serotoninin plazmada aktif bir
sekilde tespit edilmesi ya trombosit aktivasyonunun ya da endotel klerensinin
bozuklugunun bir belirtecidir ((40). Diger belirteclerden de bahsedilirse; BNP’nin
cesitli PAH’larda yukseldigi belirlenmistir (41-43). Bunun yaninda kalp kasi
hicrelerindeki hasarlar igin spesifik bir belirte¢ olan troponin de sag veya sol
karincik hasarlarinda yukseldigi bildirilmistir (36). Pulmoner akciger hastaligi igin
hem tani hem de tedavi siirecinde hastalik hakkinda bilgi saglamamizi saglayacak
potansiyel belirteclerin bulunmasi i¢in ¢alismalar surerken yakin zamanda
hiyalironan molekulinin de PAH’in patolojisinde énemli bir role sahip olabilecegi

(26) tahmin edilmektedir.

Hiyaliironan: insan viicudu igin hem yapisal hem de fizyolojik olarak birgok
fonksiyona sahip olan hiyalironan ilk defa 1934 yilinda tanimlanmigtir. HiyalGronan hiicre digi matriksin ana
bilegenlerinden glukozaminoglikanlarin bir alt sinifidir. Ug adet izoformu bulunan hiyaliironidize sentaz enzimleri
(HAS1, HAS2, HAS3) tarafindan sentez edilen hiyaluronan, hiyalirodaz enzimi tarafindan katabolize edilir (44).
HiyalGronanin farkli molekil agirliklarinin farkli gérevlerde yer aldigi tahmin edilmektedir. Distk molekil agirlikh
hiyalironanin ¢esitli sitogenleri stimile ettidi; ylksek molekile sahip olanlarin ise tam tersi bir sekilde
antiinflamasyon etkisine sahip oldugu ve doku onarimina katkida bulundugu rapor edilmistir (45-49). Yiksek
molekil agirlikh hiyalironanin HAS1 ve HAS2 enzimleri; disik molekil agirlikta olanin ise HAS3 enzimi
tarafindan sentez edildigi bilinmektedir (44).

Son zamanlarda hiyaltironan molekult uzerine yapilan ¢alismalar, 6nceleri sanildigi gibi sadece basit bir hiicre
digi matriks bileseni olmadidini; ayni zamanda birgok hastaligin patolojisinde roll olabilecegini gostermistir.
Hiyallironan ve fragmentlerinin birgok hiicre ici reaksiyonu ve fizyolojik olayi etkiledidi belirlenmistir (50). Bunlar
arasinda hiicre gogu ile proliferasyonu, inflamasyona yanit ve anjiyogenez gibi organizma igin gerekli birgok olay
bulunmakta ve hiyalironanin insan vicudunda ¢ok énemli rolu oldugu disundlmektedir (51).

Akcigerdeki astim, amfizem, pulmoner fibrozis gibi hastaliklarda hasarlanma sonrasinda hiyaliironanin da bileseni
oldugu ekstraseliler matriks miktarinin artmasi, hiyaluronanin bu hastaliklarin patolojisinde 6nemli rolu
olabilecegini dustindirmektedir (52). Arastirma grubumuzun yayinlaigi bir galismada idiyopatik PAH’II hastalarin
plazma hiyallronan seviyelerinin kontrol grubuna gore ¢ok ylksek oldugu tespit edildi (1). Ayni bilgiyi destekler
mahiyette bagka bir grup da hiyaliironan artisini gésterdi (53). Bu iki calismada elde edilen sonuglar hiyalironan
miktarinin PAH'l hastalarda 6nemli miktarda yiksek ¢ikmasinin hastaligin patolojisinde rol oynayabilecegini
disindurmektedir. Molekil agirhginin degismesine bagh olarak degisik tiplerdeki hiyallronanin farkli rollerinin
bulunmasi, hiyaltronanin ylksek seviyelerinin damarlasmayi stimlle ederken asirn hiyallironan dretiminin
damarlasmayi inhibe etmesi bu molekilin ne kadar kompleks bir yapiya sahip olabilecegini gostermektedir (54-
56). Halen hiyalironan molekulu artigi ve PAH rahatsizligi arasinda tam bir iliski kurulamamakla birlikte; hastaliga
ait patolojik mekanizmalarini aydinlatan daha bir¢cok ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Akciger matriks ve HA:
Matriks komponentlerinin organ yapilanmasindaki 6nemli gdrevleri yaninda cesitli fizyolojik ve patolojik
fonksiyonlarin diizenlenmesi ile iliskilidirler. Ornegin HA yikimi sonucu olusan Urlinler gesitli genleri, sitokinleri,



buyume faktorlerini, sinyal transdiiksiyon molekdlleri ve adezyon molekillerini indikleyebilirler (57). Akcigerde
proteoglikanlar, elastin ve kollajenler gibi ¢esitli HAM komponentleri bulunur. Proteogilikanlar bir veya daha fazla
gilikozaminogilikan zincirlerinin (GAG) baglandigi bir kor protein tasirlar. HA, heparin silfat, dermatan stlfat ve
kontroitin silfat akcigerdeki GAG’lardandir (58). HA iki seker (nitesinin tekrarlanmasindan (beta-D-N-acetil
glukoamin ve beta-D-glukuronat) olusan biyuk bir polisakkarittir. Sinoviyal sivi, dermis ve vitreus’da bulunan
periselliiler ve ekstrasellilerin pargasidir (59). Yukarida belirttigimiz Gg¢ farkli versiyonu olan HAS1, HAS2 ve
HAS3 enzimleri HA'ye glukuronik asit ve N-asetilglikozamin ekleyerek uzatirlar ki bu sekilde polisakkarit olarak
hiicre membranindan ekstraselliiler alana gecerler (44, 60). HAS3 enzimi tarafindan Uretilen HA disik molekiler
agirhgr (DMA) olan HA'dir, HAS1 ve HAS3 tarafindan sentez edilen HA ise ylksek molekil agirhgindaki (YMA)
HA'dir. HA molekiil agirhgina gore farkli iglevler gérdiigi bilinmektedir (13, 61). Ornegin DMA-HA selliler
proliferasyonu tetiklerken YMA-HA tam tersi olarak selliiler proliferasyonu engelleyebiliyor (44). HAS ekspresyonu
hiicre tipine gore spesifiktir. Sikloheksimid tedavisi, endoplazmik stres, ikili-sarmalli RNA gibi protein sentezini
inhibe eden tim proteinler HA Uretimini tetiklerler (62). HA sentezi ayni zamanda diz kas hucrelerinin viris veya
viris mimikrisi yapan sentetik ikili-sarmal RNA polinosinik asit (Pol:I:C) ile muamele edilmesiyle de artar (62, 63).
HA ekstraselliler matrikste ¢ok fazla miktarda bulunurken ayni zamanda selliiler proliferasyona katkida bulunur
ve kendi primer reseptéri CD44 dahil olmak Uzere bir ¢ok hiicre ylizey reseptorleri ile interaksiyonlata katilir.
HA'nin sellller proliferasyona katilmasi prolifere olan hicrelerin ihtiyaci olan hiicre adezyon etkilesimlerine katilan
CD44 ile iligkisinde dolayi oldugu dusinilmektedir. CD44’un HA'na badlanmasi anjiyogenezi, proliferasyonu ve
migrasyonu uyarir (64-67). HA degredasyon Urinlerinin CD44 etkilesiminden bagimsiz olarak inflamasyon
ozelliklerine sahip olabilecegine dair veriler mevcuttur (57). Bu sebepten, HA akcigerin hasarlara karsi cevabinda
ve vaskuler yenilenme ve sellller proliferasyon ve migrasyon gibi IPAH hastaligi ile iligkisi olan patolojik
sireclerde o6nemli bir rol oynar. Bizim elimizdeki verilerimiz IPAH’de bulunan yiiksek seviyelerdeki HA
miktarlarinin hastaligin patobiyolojisinde 6nemli bir role sahip oldugunu gosteriyor. IPAH'deki matriks
anormalliklerini tanimlamak PAH hastaligini daha iyi anlamamiza yardim edecek ve hastalik surecini durdurmak
veya tersine cevirmek i¢in yani anlayiglar saglayabilir.

IPAH’de hiyaliironanin rolii:

Akciger ekstraselliler matriksinde proteogilikanlar, elastinler ve kollajenler gibi bir kag farkli komponentler vardir.
IPAH hastalarinin kanlarinda ylksek seviyede HA tespit etmis ve bu yliksek seviyedeki HA'nin kaynagi olarak ta
PADKH’lerinin ve pleksogenik lezyonlarin olabilecegini rapor etmistik (Sekil 2). Vaskuler diiz kas hucreleri ve
endotel hucrelerin anormal proliferasyonu IPAH hastaliginin patolojisinde buydik bir rol oynar ve IPAH hastalarinin
akcigerlerinde gorunen karakteristik pleksogenik lezyonlaridan sorumludurlar. Gunidmuizde kullanilan IPAH
tedavileri spesifik pulmoner vazodilatérlerine dayanirken, etkileri ¢ok limitlidir ¢lnki direk olarak vaskiler
yenilenme ve hiicre proliferasyonuna hedef almazlar. IPAH hastaliginin gelecekteki tedavisi bu hastaliktaki
vaskuler yenilenme ve hiicre proliferasyonuna hedef alabilme kabiliyetimize baghdir. Akciger matriksi IPAH’deki
bu patolojik silireglerin evriminin bir pargasi olarak rol oynarlar. IPAH’deki belirlenecek matriks anormallikleri
hastaligin patolojisini anlamamizda bize yardim edecek ve hastalik surecini durdurup tersine cevirecek
efordumuzunda buydk rol oynayabilir.

Bu bulgular hep birlikte ele alindiginda PAH’deki vaskiiler yenilenme ve PADKH proliferasyonunda HA’nin
onemli role sahip olabilecegini gosteriyor. Teklif ettigimiz calismamizin bulgulari PAH hastaliginin
patobiyolojisinde akciger mikrogevre ve matriksin 6nemli rolii ve tedavi i¢in potansiyel hedefleri belirleme
tizerinde 11k tutacaktir.

10



BULGULAR

TUBITAK ve Erciyes Universitesi BAP biriminin kabul etti§i projemizde anormal hiyalironan (HA) miktar ve
fragmentasyonunun pulmoner arteryel hipertansiyon (PAH) hastalii si¢can (rat) modelinde anormal diiz kas hiicre
bozukluklari, inflamasyon ve vaskdler yenilenme igin temel diizenleyici oldugunu hipotezimizi éne stirmustik. Bu
hipotezimizi agagidaki amaclar 1siginda gergeklestirmeyi planladik ki dénem icindeki projeyle ilgili bilimsel
gelismeleri de yine bu siraya gére asagida rapor edildi.

is zaman cizelgemizin bir senelik planina bakildiginda (Tablo 1) ilk 6 ayin Malzemelerin temini ve hayvan modeli
olusturulmasi olarak gosterilmistir.

Tablo 1: ilk bir yil igin is zaman gizelgesi
is Paketi Ad/Tanim AYLAR
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
1. Malzemelerin temini ve hayvan modeli | X X X X X X
olusturulmasi
2. Ara Rapor | X
3. Olusan PAH hayvan modeli ve kontrol X X X X X
rat akciger ve kan  &rneklerinin
incelenmesi
3.1 Western blot X X X X X
3.2 RTQ-RT PCR X X X X X
3.3 FACE analizi X X X X X X
3.4 Immiino floresan boyama X X X X X
3.5ELISA X X X X X
4. Ara Rapor |l X

Gerek techizat ve gerekse sarf malzemeler temin edilmis ve alinan hipoksi pleksicam kafesler kullanilarak
Sprague Dawley ratlar projenin yontem kisminda belirtildigi sekilde PAH hastalik modeli olusturulmustur. Alinan
Mikro kateter kan basing sistemi ile de pulmoner basinglari kayit edilmistir.

Hem is zaman gizelgesinde hem de projemizde belirttigimiz ILK magimiz olan AMAG 1: PAH rat modeli
olusturmak ve plazma HA seviyelerini belirlemesi. Basariyla gerceklestiriimistir séyle ki:

Projede belirtildigi gibi grup 1’deki ratlar odadaki hava ile havalandirilirken (normoksi), grup 2’deki ratlara deri
altindan 20mg/kg olacak sekilde Sugen-5416 maddesi verildikien sonra %10’luk O ile 3,5 hafta pleksicam
kafeslerde beslendiler (Tablo 2). Projenin bu kismi ¢ok 6nemliydi ¢linkii eger PAH hipoksi Sugen-5416 rat modeli
olusmazsa projede belirttigimiz gibi diger Monocrotoline rat modeline yonlendirmemiz gerekecekti.

Tablo 2: Calisma guruplari

Grup Uygulanan materyal SU-5416 Rat sayisi
Uygulanacak miktar

1 Kontrol grubu (normoksi) - 12

2 PAH modeli (Hipoksi 3,5 hafta) 20 mg/kg 12

Sisteme yiikledigimiz videodan da géreceginiz gibi her iki grubun pulmoner basinglari élgiildii. Olciim yapmak igin
anestezi altindaki ratlarin jugular ven damarindan kateter sokularak kalbim sag karincigindan pulmoner arterlere
gegcildi. Pulmoner arter basinglari (PAP) Powerlab cihazi ile kayit edildi. Beklendigi Gzere pulmoner arter
basinglari PAH hipoksi SU-5416 rat modelinde kontrollere gbére gok daha yiiksek bulundu [Pulmoner arter

basinci (PAP) mmHg, meantSD PAH 19.03 * 1.77 , kontrol 10.58 * 0.40 p=0.00012] (Sekil 1). Bu farkin
bulunmasi PAH rat modeli olusturmada basarimizi géstermektedir. Sadece bu farkla degil asagidaki patoloji
sonuglarindan da anlagilacagi gibi projenin bu kismi basariyla tamamlanmigtir.

Olusturdugumuz hayvan modelinin gercekten istedigimiz gibi calisip galismadigini anlamak icin projedeki is
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zaman paketinde belirtildigi gibi (Tablo 1) olusan rat modeli ile kontroller arasindaki hiyalironan uretiminin
seviyesinin Olgulmesi asagidaki teknikler vasitasiyla belirlendi. Bu tekniklerde kullaniimak Gzere rat akcigerleri 3
kisma ayrildi ve birinci kisim parafin bloklama igin kullanildi, ikinci kisim trizol icerisinde homojenize edilerek
mRNA izolasyonu icin saklandi, Gg¢tncu kisim ise direkt dondurularak protein ¢alismalari icin saklandi.

Sekil 1: Olusturulan hipoksi sugen-5416 PAH rat modeli ve normoksi altindaki kontrol ratlarda pulmoner arter
kan basinglari (PAP) 6lgildi. Jugular venden girilen mikro kateter yardimiyla Power lab cihazi kullanilarak hem
hipoksi sugen-5416 pah rat modelinde (A), hem de normoksi ortamdaki kontrollerde (B) PAP basinglari kayit
edildi. Her gruptan 12 denekten elde edilen ortalama PAP basinglari ise bar grafiginde gosterilmektedir (C).

ELIiSA:

Olusturulan PAH hipoksi Sugen-5416 rat modeli ve normoksi altindaki kontrol ratlarin kanlari EDTA’l tlplere
alindiktan sonra 1500 rpm’de 15 dk oda sicakliginda santrifij edildi. Plazmalari ayrilan kanlar ELISA deneyi
yapilana kadar -80°C'de saklandi. Plazma HA dlctimleri ticari olarak satin alinan ELISA kitleri (katalog no:
DY3614; R&D Systems) yardimiyla gergeklestirildi. Uretici firmanin protokoliine gére deney gergeklestirildi. ELISA
sonuglarina goére hipoksi SU-5416 PAH rat modeli olan hayvanlarin kaninda kontrollere gore istatistiksel olarak

gok daha fazla miktarda HA belirlendi [HA ng/mL, meanSD PAH 3.8 * 0.41 , kontrol 1.96 ¥ 0.31 p<0.0015]
(Sekil 2).
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Sekil 2: Hipoksi Sugen-5416
PAH rat modelinden elde
edilen plazma hiyallronan
seviyeleri kontrol grubuna gore

anlaml miktarda artis
gosteriyor (her bir grup igin
n=12)

immiino floresan boyama:

Olusturulan hipoksi Sugen-5416 PAH rat modeli ve kontrollerden elde edilen akcigerler histolojide doku kasetleri
icinde parafin bloklara gémuldu. Dokulardan 5 um’lik kesitler, polilizinli lamlara alindi.

Her bir boyama igin ikiser lam segilir. Biri boyanin negatif kontroli (sadece sekonder antikor ile inklibe edildi)
digeri ise hem primer hem de sekonder antikor ile inkibe edildi.

Oncelikle Lamlari parafinden arindirilmak iizere deparafinizasyona tabii tutuldu.
Deparafinizasyon Metodu asagdidaki sekilde gerceklestirildi.

Xylene1 : 3 dk

Xylene2 : 3 dk

Xylene 1:1 %100 etilalkol : 3 dk
% 100 etilalkol1 : 3dk

%100 etilalkol2: 3 dk

% 95 etilalkol : 3dk

% 70 etilalkol : 3 dk

% 50 etilalkol : 3 dk

dH20 : 15 dk

Daha sonra % 2 FBS in Hank’s bufer (HBSS) (50ml) igerisinde 30 dk bloke edildi.

Primer Antikor olarak Hiyallronan bindign protein (1:100) oraninda %2 FBS igceren HBSS buffer ile seyreltilerek
cevrelenen doku lGizerine damlalar halinde yaklasik 200-300 ul yalnizca pozitif dokulara kondu.

Negatif boyama icin dokulara yalnizca %2 FBS iceren HBSS kondu.
16 Saat +4 °C buzdolabinda inkiibasyona birakildi.

inkiibasyondan sonra her bir lam HBSS ve %2 FBS igeren HBSS ile 5 dakika yikanir.

Sekonder antikor (1:1000) oraninda %2 FBS iceren HBSS ile seyreltilir. Kirmizi igin Alexa 568, yesil renk igin ise
Alex 488 antikorlarini kullandik. Pozitif ve negatif olan tim lamlara 200-300 ul kadar doku Uzerine birer damla
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sekonder antikorlar ilave edildi.
45 dk oda sicakliginda inkibasyona birakildi.

inkiibasyondan sonra tekrar HBSS ve %2 FBS igeren HBSS ile 5 dakika yikandi ve bir damla DAPI boyasi
damlatilarak ¢ekirdekler de mavi renk olmasi saglandi.

Floresan mikroskop altinda goérlntuler elde edildi. Bu ¢alismada elimizdeki tim ratlar icin yapilmis ve bir cok
goruntl elde edilmistir.

Bu gérintuser incelendiginde dncelikle PAH rat modelindeki pulmoner arterlerde kalinlagsma ve pulmoner diz kas
hucrelerindeki proliferasyon dikkat gekmistir (Sekill 3A). Normoksi altindaki ratlarin akcigerleri incelendiginde
pulmoner arterlerinde bu sekilde bir kalinlasma ve proliferasyon gézlenmedi (Sekil 3D).

HiyalUronan binding protein ile yesil renge boyanan hiyalironan molekili ise 6zellikle PAH rat modelinden elde
edilen akcigerlerin pulmoner arter bolgesinde yogunlastigi tespit edildi (Sekil 3B). Bu yogunlagsma ozellikle
kalinlasmanin ve diiz kas hicre proliferasyonunun oldugu bdélgede daha fazla idi. Fakat normoksi akcigerlerin
arterlerinde her ne kadar hiyalironan boyanmasi olsa da PAH rat modelindeki kadar yodun bir boyama
g6zlenmedi.

Sekil 3: Hipoksi Sugen-5416 PAH rat modeli ve kontrol ratlarin akciger dokulari 5 um’lik kesitler alindi ve
Hemotoxin and Eosin (H&E) boyamasi hipoksi Sugen-5416 PAH ratlarda damarlarda kalinlasmanin oldugunu
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(A, * isareti pulmoner arteri gosteriyor) buna karsi kontrollerde damar kalinlagsmasi gozlenmiyor (D).
HiyalUronan ile boyandiginda PAH rat modelinde 6zellikle kalinlagan bdlgelerde asiri hiyalironan birikmesi
gozlemlenirken (B) kontrollerde hiyalironan miktari ¢ok azdi (E). Sekil C ve F ise sadece sekonder antikor ile
boyanarak negatif kontrol olarak gdsterilmektedir. Bu calismada elimizdeki tim ratlar icin yapilmis ve bir ¢cok
gorunta elde edilmistir.

Western blot:

Ratlardan akciger dokulari direkt -80°C'de dondurulmustu. Bu dondurulan akcigerlerden protein lizatlari
hazirlandi. Thermo Scientific firmasindan temin edilen Lysis Buffer igerisine Proteaz inhibitor kokteyli [Sigma-
P2714] ile fosfotaz inhibitdr kokteyli eklendi. Bu sekilde hazir hale gelen tampon soliisyonu igerisine akciger
dokusu eklenerek buz lizerinde olacak sekilde homojenize edildi. Homojenize sonrasinda 30 dk 4°C’de ve 13.000
rpm de santriflij yapildi. Stpernatantlar saklanarak Bradford yontemi ile protein miktarlari tespit edildi. Protein
miktarlarina goére her bir 6rnekten 80ug protein yuklenecek sekilde numuneler hazirlandi ve %10’lu SDS PAGE jel
de yUrituldi. PVDF membrana transferden sonra Primer antikorlar olarak hyaluronan synthase 1, 2 ve 3 (HAS1,
2, ve 3) ile hyaluronidaz 1 ve 2 (Hyal1 ve Hyal2) kullanildi.

HAS1 ve HAS3 protein ekspresyonlari hem kontrol hem de hipoksi Sugen-5416 PAH ratlarda belirlenmezken
HAS2 protein ekspresyonu hipoksi Sugen-5416 PAH ratlarda kontrollere gére anlamli derecede yliksek bulundu
[HAS2 protein ekspresyonu, meantSD: PAH 2.0 * 0.5, kontrol 0.86 * 0.07 p=0.0493] (Sekil 4). Buna karsilik
hyal2 protein ekspresyonu her iki grupta da ayni idi. [Hyal2 protein ekspresyonu, meantSD: PAH 1.41 + 0.18,
kontrol 1.05 * 0.14 p=0.214] (Sekil 5). Bu sonuclar bize PAH rat modelinin akcigerindeki hiyalironan
birikmesinin HAS2 enziminin fazla calismasindan kaynaklandigini géstermektedir.

Sekil 4: hipoksi Sugen-5416 PAH rat
modelinden ve kontrollerden elde edilen
akciger doku ornekleri kullanilarak HAS2
protein seviyelerinin tayini icin western blot
teknigi uygulandi. hipoksi Sugen-5416
PAH ratlarda HAS2 protein
ekspresyonunun kontrollere gore anlamli
derecede fazla oldugu tespit edildi (A).
Western blot analizi GAPDH house

keeping proteinine karsi antikor
kullanilarak HAS2 ekspresyonu normalize
edilmistir. Sekillerdeki bandlarin

yogunluklari image J programi yardimiyla
Olgllip elde edilen rakamlar bar grafigi
sekline getirilmistir (B).
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Sekil 5: hipoksi Sugen-5416 PAH rat modelinden ve kontrollerden elde edilen akciger doku ornekleri
kullanilarak Hyal2 protein seviyelerinin tayini icin western blot teknigi uygulandi. hipoksi Sugen-5416 PAH
ratlarda Hyal2 protein ekspresyonunun kontrollerle ayni oldugu tespit edildi (A). Western blot analizi GAPDH
house keeping proteinine karsi antikor kullanilarak Hyal2 ekspresyonu normalize edilmistir. Sekillerdeki
bandlarin yodunluklari image J programi yardimiyla 6lctlip elde edilen rakamlar bar grafigi sekline getirilmistir

(B).

RTQ-RT-PCR:

Ratlardan elde edilen akciger dokulari direkt TRIZOL igerisine alinarak homojenize edilmis ve deney giiniine
kadar -80°C'de dondurulmustu. TRIZOL'un protokoline goére mMRNA izolasyonu gerceklestirildi.
Laboratuvarimizda bulunan Thermo Scientific uDrop Plate ile mMRNA konsantrasyonlari belirlendi ve projemizde
detayl belirttigimiz cDNA sentezini gerceklestirdik.

SYBR green teknolojisi kullanilarak ROCHE 480 Realtime cihazindan érneklerimiz yuritildu ve ct deg@erleri elde
edildi. Elde edilen ct degerleri excel programina aktarilarak AAct hesaplamasi yapilarak gen ekspresyonlari
hesaplandi.

Realtime PCR sonucuna gore hipoksi Sugen-5416 PAH rat modeli ile kontroller arasinda Hyal2 ekspresyonunda
cok farklilk gorilmezken [Hyal2 mRNA ekspresyonu, meantSD: PAH 10.9 * 0.92, kontrol 8.2 * 1.32
p=0.115] (Sekil 6A ). HAS2 mRNA ekspresyonu hipoksi Sugen-5416 PAH rat modelinde kontrollere gore
istatistiksel olarak anlamli derecede farkh bulunmustur [HAS2 mRNA ekspresyonu, meantSD: PAH 82.3 *
6.29, kontrol 41.3 + 6.02 p=0.00083] (Sekil 6B). Her iki grupta da HAS1 ve 3 ile Hyal1 ekspresyonlari yoktu. Bu
sonuglar bize akcigerde biriken hiyalironan molekullerinin kaynaginin HAS2 geni oldugunu géstermektedir.

16




Sekil 6: SYBR green teknoloji kullanilarak yapilan Real Time RT-PCR ile HAS1,2,3 ve Hyal1,2 genlerinin
mRNA ekspresyonlari élgildi. HAS1,3 ve Hyal1 mRNA ekspresyonuna her iki grupta da rastlanmazken hyal2
ekspresyonu her iki grupta da vardi fakat anlamh bir fark gézlenmedi (A). Buna karsin HAS2 mRNA
ekspresyonu da her iki grupta vardi ve hipoksi Sugen-5416 PAH rat modelinde kontrollere gore istatistiksel
olarak anlamli derecede artis gézlemlendi (B).

is zaman gizelgemizin 1 Nisan 2014 - 1 Ekim 2014 tarihleri arasi 6 aylik is zaman cizelgesine bakildiginda (Tablo
1) primer hicre izolasyonu i¢in hayvan modeli olusturma ve hiicre izolasyonu gdsterilmistir. Ayni zamanda bir
onceki ddnemde baslattigimiz FACE deneyi sonuglari elde edilmistir.

Tablo 1: 1 Nisan 2014- 1 Ekim 2014 tarihleri arasi
6 aylik is zaman gizelgesi

AYLAR

13 [ 14 [ 15 [ 16 [ 17 [ 18
5. Primer hiicre izolasyonu igin | X X X X
tekrar hayvan modeli olugturma
6. Olusturulan PAH hayvan modeli X X X X
ve kontrol akcigerlerinden primer
hiicrelerin izolasyonu ve saklanmasi
7. Ara Rapor Il X

is Paketi Ad/Tanim

Sprague Dawley ratlar projenin yontem kisminda belirtildigi sekilde ve ayni zamanda birinci raporda da
gosterildigi sekliyle PAH hastalik modeli tekrar olusturulmustur. Alinan Mikro kateter kan basing sistemi ile de
pulmoner basinglari kayit edilmistir. Bu iglemi ratlarda nasil yaptigimizin goértlmesi agisindan laboratuvarimizda
cektigimiz kisa bir video da sisteme birinci raporda yuklenmisti.

Hem is zaman cizelgesinde hem de projemizde belirttigimiz ilk amacimiz olan PAH rat modeli olugturmak ve
plazma HA seviyelerini belirlemesi basariyla gergeklestirildi ve birinci raporda ayrintisiyla anlatildi.

Birinci ddnemde yaptigimiz sekilde Hipoksi Sugen-5416 PAH rat modeli tekrar olusturuldu. Projede belirtildidi gibi
grup 1'deki ratlar odadaki hava ile havalandiriirken (normoksi) grup 2’deki ratlara deri altindan 20mg/kg olacak
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sekilde Sugen-5416 maddesi verildikten sonra %10’luk O ile 3,5 hafta pleksicam kafeslerde beslendiler (Tablo
2).

Tablo 2: Calisma guruplari

Grup Uygulanan materyal SU-5416 Rat sayisi
Uygulanacak miktar

1 Kontrol grubu (normoksi) - 12

2 PAH modeli (Hipoksi 3,5 hafta) 20 mg/kg 10

Her iki grubun pulmoner basinglar 6lgiildi ve beklendigi Gizere pulmoner arter basinglari PAH hipoksi SU-5416
rat modelinde kontrollere goére cok daha fazlaydi [Pulmoner arter basinci (PAP) mmHg, meantSD PAH
20,57+1,69, kontrol 10,6+1,57 p<0.001] (Sekil 1). Bu farkin bulunmasi PAH rat modeli olusturmada basarimizi
gOstermektedir. Birinci raporda gdsterilen doku boyamalari burada yapilmadi ¢unki akcigerler direkt primer hicre
izolasyonu igin kullanildi. 12 rat ile baglanmasina karsin nedeni belli olmayan bir sebepten dolayr PAH rat
grubundan iki hayvan deneyin ilk gininde élmustir ve bu sebeple 10 hayvan ile deneye devam edildi ki zaten 12
hayvan almamizin sebebi bu gibi 6limler géz éniinde bulundurularak alinmisti. Sonug itibariyle istatistiksel olarak
herhangi bir sorun yaganmamistir.

Olusturulan hipoksi sugen-5416 PAH rat modeli
ve normoksi altindaki kontrol ratlarda pulmoner
arter kan basinglari (PAP) olglldu. Jugular
venden girilen mikro kateter yardimiyla Power lab
cihazi kullanilarak hem hipoksi sugen-5416 pah
rat modelinde hem de normoksi ortamdaki
kontrollerde PAP basinclari kayit edildi. Hipoksi
Sugen-5416 grubundan 10 denek ve kontrol
grubundan 12 denekten elde edilen ortalama PAP
basinglari ise bar grafiginde gosteriimektedir.

Ratlardan gerekli hicreler izole edildi ve edilmeye devam ediliyor. Akcigerlerden elde edilecek elastik pulmoner
arterler izole edildi ve endoteller igin uygun medyada 1mg/ml kollajenaz Il ve 0,6 U/ml dispaz Il 1 saat 37°C'de
inkiibe edildi. inkiibasyon sonucu materyal steril 40-um naylon filtreden gegirildi ve %2 fetal calf serum ile yikandi.
Endotel hicreleri alindiktan sonra ayni damarlarda kalan diuz kas hdcrelerini ayirmak icin M199 medyum
icerisinde magnetik kolanlara aktarildi. 24 saat sonra medyum 50 ml konik tlplere transfer edildi ve yeniden
manyetik kolan icerisine yerlestirildi. Petrilere alinan hicreler 24 saat inkiube edildiler ve medyumu degistirildi. Bu
islen iki hafta boyunca haftada 2 kez uygulandi. Bronkiyal DKH’leri icinde bronslardan alinan pargalar ayni sekilde
muamele edilerek diz kas hicreleri elde edildi. Hicrelerin blyumeleri yavas oldugundan hala bir kisminin
¢ogalmasi icin bekleniyor. 100% yogdunluga erisen hicreler 10%’luk DMSO igeren FBS igerisinde sivi nitrojende
saklaniyor. Bu hicreler bir sonraki dénemde kullaniimak i¢in saklaniyor. Bir sonraki donemde bu hiicreler
kullanilarak HAS1, 2, 3 ve Hyal1, 2 protein ve mRNA seviyeleri tespit edilecek ve yine hlcreler immunofloresan
boyamalarla hiyaliironan seviyeleri tespit edilirken ayni zamanda hicrelerin beslendigi stpernatantlardan da
ELISA yontemiyle hiicrelerin irettigi hiyaliironan miktarlar dlgiilecek.

FACE analizi: Fluorophore-assisted carbohydrate electrophoresis assay (FACE)
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HiyalUironan miktarlarini belirlemek i¢in kullanilan bu metotta dnce akciger dokularidan proteinaz K enzimi ile
proteinler parcalandi. Proteinaz K (125ug/ml) pH7’de 100mM amonyum asetat icerisinde ¢6zUldu ve dokular bu
¢ozelti iceresinde homojenizat kullanarak parcalandi. Bu sekilde 2 saat 60 OC derecede her 30 dakikada bir
karistirilarak inkiibe edildikten sonra iki saat sonunda tekrar proteinaz K (125ug/ml) eklenerek ayni sekilde 2 saat
daha inkube edildi. Karisim 1.5 ml mlkro -santrifuj tiplerine aktarildi ve vakum santrifij ile yaklagik 250 ul olana
kadar santrifyj edildi. Bir mililitre -20 °C derecedeki %100'liik alkol eklendi, vortekslendi ve 16 saat -20°C'de inkiibe
edildi. Daha sonra numuneler 14,000 rpm’de 20 dakika santriflij edildi. Santriflij sonrasi sUipernatant atildi ve
¢cokelti 1ml -20 °C’'deki %75'lik alkol eklenerek yikandi. Numuneler yine 14,000 rpm’de 20 dakika santriflj edildi ve
siipernatant atilarak cokelti oda sicakliginda kurutuldu. inkiibasyon sonrasinda 0,1M pH7 amonyum asetat
numunelere eklendi ve 20 dakika oda sicakliginda beklendi. Numuneler 5 dakika kaynayan suya yerlestirilerek
kalan proteinaz K'lar yikildi. Bu asamadan sonra kontroitinaz ve hiyalironidaz kesim baslatildi. Buna goére 0,6ul
%1 glasial asetik asit her bir numuneye enzimatik reaksiyonun pH5-6 yapmak icin eklendi. Hlyaluronldaz ve
kontroitinaz ABC 1:1 oraninda karigtirildi. 3,2ul bu enzim karisimindan her bir numuneye eklendi ve 37 °C'de 3
saat inkube edildi. Aynl(Protelnaz K'de oldugu gibi kaynayan su banyosunda 5 dakika bekletilerek en2|mler inaktif
hale getirildi. 160ul -20"C’'deki %100 alkol her bir numuneye eklendi ve numuneler 16 saat -80 °C'de bekletildi.
Daha sonra 14,000 rpm’'de 20 dakika santrifiij edildi. Stpernatant HA ve kondroitin sllfattan kalan disakkarit
Uriinleri tagir. Stpernatantlar mikro santrifij tiplerinde vakum santrifiij kullanilarak buharlastirildi. 12,5mM 2-
aminokridon (AMACg %7,5 glasial asetik asit ve 0,5M siyanoborohidrit karigsimi tim numunelere eklendi ve
karanlik ortamda 37°C’de 16 saat inkiibe edildi. Bu asamadan sonra elektroforeze gecildi ve numuneler %80
gliserol ile kansgtirildilar ve mono kosturma tamponu ile mono kompozisyon jelinde kosturuldular (300V, 4°C, 1
saat). Kosturma sonunda jel soguk ortamda tutularak 365nm dalga boyundaki UV altinda goriintiist elde edildi.

Hipoksi Sugen 5416 PAH modeli ve kontrol ratlardan
elde edilen akcider dokularindaki hiyalironan
miktarlarini  élgmek igin Ingilizce dilinde orijinali
“Fluorophore-assisted carbohydrate
electrophoresis assay” olarak bilinen FACE deneyi
yapildi. Buna gore Hiyaluronan molekllinin
yogunlugu hipoksi Sugen-5416 PAH rat modelinden
elde edilen akcigerlerde kontrollerden elde edilen
akcigerlerle kiyaslandiginda ¢ok daha fazla yogun
oldugu tespit edildi.

Hiyallironan molekulu glukozaminoglikan oldugu icin ancak FACE metodu ile gérunti elde edinilmektedir. Sekil
1’de de gorilecegdi gibi hiyalironan molekili hipoksi Sugen 5416 PAH rat modelinden elde edilen akcigerlerde
kontrol akcigerlerine kiyasla ¢ok daha yogun bulunmaktadir. Bu deney ayni zamanda bir 6énceki dénemde
aldigimiz western ve immiinofulerans sonuglarini da desteklemektedir.

istatistik:

Tam istatistik analizleri JUMP JMP versiyon: 5.0.1.2 programi ile gerceklestirilecektir. Devamli degiskenler
bagimsiz iki-tailed t test ile karsilastinilacaklardir. P <0.05 anlamli farklilik olarak g6z éniinde bulundurulacaktir.

Destekleyen Diger Kuruluslarla ilgili Sorunlar Varsa Ayrintilari ve Géziim Onerileri

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Oksijen Vakum (initesi alt yapi olarak bize bir senedir Azot gaz
dolumunu gergeklestirmistir. Son aylarda Bashekimin emriyle Azot tiiplerini diger Anabilim Dallarina
verdikleri halde bizim anabilim dalina veremeyeceklerini beyan ettiler. Bu aksakligin ¢ézulmesi igin
Anabilim Dali baskanl, Dekanlik bilgilendiriimis fakat henliz sonug alinabilmis degildir. Azot gazlari
Universitenin alt yapisi olarak dusundldugu icin ayri bir butgce ayrilmamistir ve projenin bu zamana
kadar kismina kadar da planlandigi gibi bu alt yapi kullaniimigtir. Fakat Yénetimin bu tutumunu
anlamakta zorlaniyoruz. Bu durumu c¢bézmek icin gerekli yazismalar baslatiimis ve bu yanlis
anlasiimanin giderilecegini  Umit ediyoruz. Basarisiz olunma durumunda TUBITAK haberdar
edilecektir.
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