Alfa Tokoferol ve Diger Giincel Antifibrotiklerin, Tek ve
Kombine Kullanimda Insan Endotel Hiicreleri Uzerine
Apoptotik Etkilerinin In Vitro Incelenmesi*

In Vitro Evaluation of Apoptotic Effects of Single and Combined Use of Alpha
Tocopherol and Current Antifibrotics, in Human Endothelium Cells

Kaya N. ENGIN', Serap ERDEM KURUCA?, Gl OZCAN ARICAN?, Beyza CETIN*, Ercan ARICAN®, Ugur SERBES®,
Kadriye AKGUN DAR’, Sabriye KARADENIZLI?, Aysegil KAPUCUS

Klinik Calisma

Original Article

6z

ABSTRACT

Amag: Glokom cerrahisinde, fibroseltler skar formasyonunu én-
lemek igin kullanilan gincel droglarin endotel Uzerine yan et-
kileri kullamimlarini sinilamaktadir. a-tokoferolin ise, -dogal
bir antioksidan olmanin tesinde, tenon fibroblast proliferas-
yonunu ve fibroselGler skar formasyonunu engelleyen, diger
antifibrotiklerin kullandigi yolaklara etkili bir néromedyatér ol-
dugu bilinmektedir. Bu ¢alismada, a-tokoferol ve diger anti-
fibrotiklerin insan endotel hiicreleri zerine in vivo kullanima
uygun dozlardaki apoptotik etkileri farkli kombinasyon ve su-
relerde in vitro incelendi.

Gereg ve Yontem: ECV304 insan ulimbikal ven endotelyal hiic-
re kiltorlerinde antifibrotik ajanlarin etkileri; 5 dakikalik tek
uygulama, ve 10 gin boyunca a-tokoferol ilavesiyle kombi-
ne olarak incelendi. Antifibrotik ajan olarak paklitaksel, mi-
tomisin, 5-FU ve a-tokoferol kullanildi. DAPI boyama ile flo-
resans mikroskopunda apoptotik indeks tayin edildi. Immu-
nohistokimyasal yéntem ile hiicrelerin kaspaz aktivitelerini in-
celenerek stoplazmik komponent degerlendirildi ve Reverse
Transkriptaz-Polymerase Chain Reaction (PCR) teknigi kullani-
larak bel-2 ve bax gen ekspresyonlari araghirildi. Mitotik indeks
tayini yapilarak hicrelerin proliferasyon egilimleri belirlendi.

Bulgular: Kisa ve uzun dénem apoptotik indeks degerleri mito-
misin ve 6zellikle paklitakselde anlaml yiksek bulundu. Mi-
tomisinin etkisinin uzun dénemde tokoferol ilavesi ile an-
lamli derecede arthigi gézlendi. Bcl-2/Bax oraninlarinda ar-
ts ve kaspaz 3 aktivitesi de sadece mitomisin grubunda gé-
roldg. Uzun dénem érneklerinde ise kaspaz 3 aktivitesi mito-
misine ek olarak paklitaksel grubunda da gérildo. Kisa dé-
nem mitotik indeks sonuclarinda a-tokoferol, uzun dénemde
ise paklitaxel+Tokoferol guruplarinda anlamli artig bulundu.

Sonug: a-tokoferol’tn kombine kullanimi antifibrotiklerin_endo-
tel hicrelerindeki apoptotik etkilerini azaltmamigtir. Ozellik-
le paklitaksel ve mitomisin ile olan additif etkisi incelenebilir.
a-tokoferol’in ve 5-FU'in tek bagina ve kombine uzun ve kisa
sureli etkileri kontrol grubuna yakin oldugundan, kullanimlari
endotel toksisitesi acisindan daha givenlidir.

Anahtar Kelimeler: Alfa-tokoferol, mitomisin, 5-FU, antifibrotik,
apoptozis.

Purpose: Side effects current antifibrotics on endothelium, limits
their use in glaucoma surgery. The natural antioxidant, a-
tocopherol is also a neuromediator, and it not only prevents
tenon’s fibroblast proliferation and fibrocellular scar forma-
tion, but effects similar pathways with those of other antifibrot-
ics as well. In this study, apoptotic effects of a-tocopherol and
other antifibrotics -in concordant doses with their in vivo uses,
on human endothelial cells were examined in vitro in various
combinations and durations.

Materials and Methods: Effects of antifibrotic agents in ECV304
Human Umblical Vein Endothelial Cell Cultures were evalu-
ated in single 5 minnutes applications and in combination with
10 days of a-tocopherol additions. Paclitaxel, mitomycin, 5-FU
and a-tocopherol were used as antifibrotic agents. Apoptotic
indexes were found with DAPI staining in fluorescence micro-
scope. Apoptotic cells were demonstrated immunohistochemi-
cally in preperates stained with peroxidase labeled caspase
3 monoclonal antibodies and bcl-2 ve bax gene expressions
were evaluated with PCR. Mitotic indexes were determined to
evaluate the proliferative trends.

Results: Mitomycin and paclitaxel groups demonstrated a signifi-
cant Al increase, which were augmented by a-tocopherol ad-
dition. Either bcl-2/bax ratio decrease, or caspase activity were
found only in Mitomycin group and further augmentation was
achieved with a-tocopherol addition. High proliferation was
observed in tocopherol and paclitaxel+ tocopherol groups.

Conclusion: Combination with a-tocopherol did not reduce the
apoptotic effects of antifibrotics on human endothelial cells.
Single and combined uses of 5-FU and a-tocopherol have
been found to be safe for their long and short term effects
were not statistically different from controls.

Key Words: Alpha-tocopherol, mitomycin, 5-FU, antifibrotic,
apoptosis.
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GiRiS

E vitamini insan organizmasindaki majér antioksi-
danlardandir. Bu jenerik terim iki halka ve bir hidrokar-
bon zincirden olusan tokoferol ve tokotrienolleri ifade
eder. Dogal E vitaminleri, benzen halkalarina bagli metil
(CH,) veya proton (H) guruplarina gére a, B, y ve 8 olarak
adlandirilirlar ve iclerinde biyolojik olarak en aktif olan
ise a-tokoferoldir.! Sentetik yoldan Uretildiklerinde ise 8
izomerden olusurlar ve biyolojik aktivitesi en yUksek olan
RRR-a.-tokoferoldir.?

E vitamininin dnemli bir 6zelligi de doku diUzeylerini
ayarlayici hassas mekanizmalarin varligidir.3# Tokoferol
transfer protein,>¢ a—tokoferol 6zgin membran reseptér-
leri” ve sitozolik transfer proteinlerinin kesfi E vitamininin
antioksidan fonksiyonlarinin étesinde etkilerinin olabile-
cegi tezini dogrulamaktadir.® E vitaminin, gen regulas-
yonu da dahil olmak Gzere 6zgun etkileri,®® dzellikle an-
tiproliferatif etkileri 37 literatirde sikca gézlenmektedir.

E vitamininin olasi kullanim alanlarindan birisi de
glokom cerrahisidir. Tenon kapsitl kaynakh fibroblast-
larin neden oldugu fibroseltler skar formasyonu filtran
cerrahide basarisizhgin ana nedeni olarak gésterilmek-
tedir ve d-a-tokoferol ile insan tenon fibroblast prolife-
rasyonunun inhibe edildigi in vitro gésterilmigtir.'" Bunu,
bu bulgularin in vivo hayvan deneylerinde, glokom cer-
rahisinde dogrulandigi calismalar takip etmigtir.'?'3 Ge-
rek bu etkinin mekanizmasini agiga kavusturmak, gerek-
se diger antimetabolitler ile karsilagtirmaya yénelik hic-
re kilttr caligmalari ise sGrmektedir. '

Bugine dek, fibroblast proliferasyonunu énlemek
amagh hicre igi sinyal ileti yolaklarini kontrol edebile-
cek bircok drog denenmis ve denenmektedir. Kullani-
lan droglar arasinda bu gin igin en populer olanlari ise
mitomisin-C,'>'¢ 5-FU'7"18 ve son ginlerde Uzerinde ye-
niden ¢ahgilmakta olan mikrotubil stabilizatérd paklitak-
sel'?20 dir. Fotorefraktif keratektomi?' ve pterjium cerra-
hisi?2 antimetabolitlerin diger gincel kullanim alanlardir.
Ancak gerek reseptdr ve iyon kanal subtiplerinin cesit-
liligi, gerekse potansiyel blokerlerin degisken bdlgelere
durum-bagimli baglanmalar uygun bélgeye uygun se-
kilde baglanacak teropatiklerin Uretilmesine engel teskil
etmektedir. Bu maddelerin yan etkileri ise klinik kulla-
nimlarini ciddi bicimde sinirlamaktadir.' Yan etkiler ara-
sinda en énemlileri ise filtran bleb infeksiyonlari® ve en-
doftalmi,?* korneal endotel hasari,? hipotoni ve nadiren
eslik eden retinal kanamalardir.26 Tum bu komplikasyon-
larda endotel hasari 8nemli rol oynar.?4-2¢

E vitamininin topikal kullanim ile humor akézde te-
rapotik konsantrasyonlara ulasabildigi, oral veya paran-
teral kullaniminda ise éncelikle retinada toplandigr bilin-
mektedir.?” Arastirilan etki uzun vadeli oldugundan oral
kullanimda bir sakinca yoktur ve ¢ok yUksek dozlarin gu-
venli bir sekilde hastalara verilebilecegi bir gercektir.?
Ayrica diger antioksidanlar ile yapilan kargilagtirmali bir
calismada, asirn doz aliminda okiler toksisitesi disitk bu-
lunmugtur.?? Ancak E vitamininin endotel hicreleri Uzeri-
ne etkileri, ayrica diger antimetabolitler ile etkilesimle-
ri dzellikle apoptozis modeli Uzerinde heniz caligilma-
migtir.

Degisik patolojilerde kilit rol oynayan apoptozis, as-
linda organizma dengelerinin idamesinde gerekli meka-
nizmalardir. Bu sirecin mitokondriyal ayaginda yer alan
Bcl-2 gen ailesine Gye genler, insan folikiler lenfomada
transloke olan genlerdir. Bu gen ailesinin apoptozu in-
hibe ettigi bilinmektedir. Buna kargin Bax homodimerle-
ri baskin oldugunda hicrelerin apoptoza duyarliligi ar-
tar. Blc-2/Bax arasindaki denge ile apoptozis dizenlenir.
Bu surecin diger 2 anahtar bilegeni ise stoplazmada bu-
lunan kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotic protease activating
factor-1) proteinidir.3°

Bu ¢calismada, a-tokoferol ve diger gincel antifibro-
tiklerin tek ve a-tokoferol ile uzun sireli kombine kulla-
nimlarinda endotel hicreleri Uzerindeki apoptotik etkile-
rini in vitro degerlendirerek, bu hicreler Uzerine given-
li bir tek veya kombine tedaviyi énerebilmeyi ve bu alan-
da yapilacak diger calismalara isik tutmayr amacladik.

GEREC VE YONTEM

ECV 304 insan umblikal kord endotel hiicre serisin-
den (tablo) kiltur yapilarak gogaltilan hicrelerde ilagsiz
kontrol flaskina ilaveten 0.1 mM a-tokoferol, 0.4 mg/ml
5 dk mitomisin C, 0.2 mg/ml 5 dk 5-FU ve 10 (-5) M 5
dk paklitaksel iceren kuoltir flasklar hazirlandi. Flasklar-
dan 24 saatlik kisa dénem incelemeler igin gerekli nu-
muneler alindiktan sonra, uzun dénem incelemeler igin
her flask 10 gin boyunca, ginasir 0.1 mM a-tokoferol
ile muamele edildi. Deney gruplari ilag uygulama sirele-
ri sonunda toplanarak 1500 rpm de 5 dk santrifij edildi.
Daha sonra %70’lik soguk etanol ilave edilerek 24 saat
4 °C de fikse edildikten sonra tekrar santriftj edilip, mavi
immunofluoresan boya olan DAPI (Diaminophenyliodi-
de) ile boyandi. Deney gruplarina gére hazirlanan pre-
paratlar fluoresan mikroskop altinda incelenerek, nor-
mal nukleus, mitozda duraklayan nukleus ve apoptotik

Tablo: Kisa ve uzun dénem sonuclarin eldesi icin hazirlanan 9 deney gurubunun dizenlenmesi.

Kontrol Kisa Dénem Flask

Uzun Dénem Flask

1 mM 5 dk a-tokoferol

0.4 mg/ml 5 dk Mitomisin C
0.2 mg/ml 5 dk 5-FU

10 (-5) M 5dk paklitaksel

Medyum

1 mM 5 dk a-tokoferol+1mM 10 giin a-tokoferol

0.4 mg/ml 5 dk Mitomisin C+1mM 10 gin a-tokoferol
0.2 mg/ml 5 dk 5-FU+1mM 10 giin a-tokoferol

10 (-5) M 5dk paklitaksel+1mM 10 gin a-tokoferol
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nukleus sayimlari yapilarak, apoptotik indeks (Al) deger-
leri saptandi. Apoptoza girmis olan hicrelerin molekiler
dizeyde belirlenebilmesi icin ilk asamada kontrol ve de-
ney gruplarindan total RNA izolasyonlari RNA izolasyon
kiti (Total RNA Kit, Renogen) kullanilarak gerceklestirildi.
Bcl-2 anlatimi ve genin RT-PCR kullanilarak cogaltilma-
st icin, izole edilen total RNA’lar kullanilarak Apo Primer
Set (Bcl-2 ailesi) kiti (ApoPrimer Set Bcl-2 family, TAKA-
RA) yardimiyla Bcl-2 gen ailesine ait 7 gen (mcl-1, bfl-1,
bax-a, bel-2, bak, bik ve bcl-x) RT-PCR (RT-PCR Kit, Pro-
mega) ile ¢cogaltilarak apoptozun engellenip engellen-
medigi molekiler dizeyde belirlendi. Sonuclar Bel-2/Bax
orani olarak ifade edildi. PCR sonuclarinda numerik bir
deger verilmediginden, bazcifti seklinde ekspresyon sevi-
yesi gorsel olarak yazildi.

Immunohistokimyasal yéntem ile hicrelerin kas-
paz aktivitelerinin incelenebilmesi igin, ilk énce endotel
hicreleri lam Gzerinde fiksatif ile fiske edildi. Fiksasyon-
dan sonra gikici alkol serilerinden gegirilerek hicrelerden
suyun cekilmesi saglandi. Daha sonra kaspaz 3 isaret-
lenmesi igin anti-caspase antikorlar eklendi. Lamlar bir
gece 56°C'de tutulduktan sonra, ksilol ve alkol serilerin-
den gegirilerek suya kadar getirildi. Lamlardaki hicre-
ler, iyilestirme amacli sitrat tamponu igerisinde mikrodal-
gada iki kez beser dakika olmak Gzere 700 W'da tutul-
duktan sonra, 20 dakika oda isisinda sogutulmaya bira-
kildi. Etanol muamelesinden sonra olugan oksidatif stre-
si aragtirmak igin lipit peroksidasyonu ve nitrik oksit mik-
tarina bakildi. Sogutma isleminden sonra saf su ile yika-
nan preparatlarin Gzerindeki hicrelerin etrafi, pap pen
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Resim Ta: 24 saat Al sonuclari.
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Resim 2a: 24 saat PCR sonuclar.

ile isaretlendi. Endojen peroksidaz aktivitesi, %3 H,O, ile
10 dakika oda isisinda tutularak bloklandi. Lamlar, dis-
tile sudan gecirildikten sonra fosfatli tampon solusyon
(PBS) ile 10 dakika yikandi. Yikamadan sonra lamlarg,
oda isisinda 5 dakika ultraviyole bloklandi. Lamlar anti-
caspase antikorlar ile oda i1sisinda , +4 °C’'de veya etiv-
de inktbe edildi. PBS ile yikanarak ikinci antikorla isaretli
goat anti rabbit ile oda i1sisinda 30 dakika bekletildi. PBS
ile tekrar yikanarak DAB ile muamele edildi. Bes dakika
inkibasyondan sonra reaksiyon Grini saglandi. Lamlar
distile su ile yikandiktan sonra, Mayer hemotoksilen ile
zit boyama yapilarak gliserol jelatin ile kaplandi. Prepe-
ratlarin santralinden 4er alan ¢aligilarak apoptotik hic-
re sayimlari yapildi.

Mitotik indeks (M) tayini icin deney gruplarina gére
hazirlanan preparatlar énce oda sicakhgindaki 1 NHCI
ile T dk daha sonra 60°C deki 1 N HCl ile 10.5 dk hid-
roliz edildi. Hidroliz igleminden sonra preparatlara 1
saat boyunca Feulgen metodu uygulandi. Bu preparat-
larin her birinden ortalama 30 alan ve en az 100 hic-
re degerlendirilerek, metafaz, anafaz ve telofaz evrele-
ri sayildi.

istatistiksel analizde Mann Whitney u ve Fischer ext-
ract testleri kullanildi. Kullanilan testler nonparamet-
rik oldugundan 0.001'den distuk p degerleri istatistiksel
agidan anlamsiz, yiksek olanlar ise anlamli kabul edil-
di. PCR ile numerik deger verilemediginden, Bcl-2/Bax
oranlar istatistiksel olarak degerlendirilmedi.

Al

3,190839667
54,63708246
4,517166667
19,18448574
5,2597215

E Kontrol
Paklitaksel+Tokoferol
Bl Tokoferol

B Mitomisin+Tokoferol
E5-FU+Tokoferol

B Kontrol Paklitaksel+Tokoferol Tokoferol B Mitomisin+Tokoferol & 5-FU+Tokoferol

Resim 1b: Uzun dénem kombine Al sonuclari.
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Resim 2b: Uzun dénem kombine PCR sonuglari.
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BULGULAR

Tokoferol ve 5-FU e ait 24 saat Al degerleri kont-
role gore yUksek olmakla birlikte istatistiksel acidan an-
lamli bir farklilik gézlenmezken, mitomisin ve ézellikle
paklitakselde anlamli yOksek bulundu (Resim TA). Uzun

Resim 3A: Kisa streli (5 dak.) inhibitér uygulandiktan 24 saat alinan
érneklerde sadece Mitomisin C grubunda Cas 3 aktivitesi (a) gorl-
mektedir. Ayrica alfa-tokoferol grubunda mitoz fazinda oldukca fazla
hicre (6zellikle metafaz, —) dikkati cekmektedir : A-Kontrol, B-alfa to-
koferol, C-Paklitaksel, D-Mitomisin, E- 5-FU. Buyitme, X200.

dénem sonuglarinda da ayni tablo gézlenirken, kisa ve
uzun dénem sonuglar arasinda anlamli bir farklilk géz-
lenmedi. Buna karsin, mitomisinin endotel hicreleri Gze-
rindeki apoptotik etkisinin uzun dénemde tokoferol ilave-
si ile anlamli derecede arth@ gézlendi (Resim 1B).

"y

Y

Diger taraftan, paklitaksel Al acisindan en toksik ol-
masina kargin, 24 sat ilag uygulamasinda ve uzun sire-
li sonuglarda tipki Tokoferol ve 5-FU gibi, Bcl-2/Bax ora-
ninda bir artig sergilemedi. Buna kargin, mitomisin ile 24
saat ilag uygulamasinda overexpression gézlenirken bu
duyarlilik artiginin uzun sureli sonuglarda daha da arthgi
goruldi (Resim 2A,B).

Kisa sureli (5 dak.) inhibitér uygulandiktan 24 saat
alinan érneklerde sadece mitomisin grubunda kaspaz
aktivitesi gérildi. Ayrica tokoferol grubunda da mitoz
fazinda oldukca fazla hicre (6zellikle metafaz) gézlen-
di (Resim 3A). 10 gin sonra alinan érneklerde ise kas-
paz aktivitesi mitomisine ek olarak paklitaksel grubunda
da gérildi. Gene alfa-tokoferol grubunda mitoz fazin-
da oldukga fazla normal endotel hicresi (6zellikle ana-
faz, telefaz) gézlendi (Resim 3B). Kisa dénem MI sonug-
larinda (Resim 4A) Mitomisin ve 5-FU guruplarinda mito-
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Resim 3B: K10 gin sonra alinan érneklerde Paklitaksel ve Mitomi-
sin C grubunda apoptoza ugrayan hicreler () net olarak gérilmek-
tedir. Gene alfa-tokoferol grubunda mitoz fazinda olduke¢a fazla hic-
re (6zellikle anafaz, telefaz, 0 1 dikkati cekmektedir : A-Kontrol, B-alfa
tokoferol, C-Paklitaksel+alfa-tokoferol, D-Mitomisin+alfa-tokoferol,
E- 5-FU+alfa-tokoferol. Buyitme, X200.

zun belirgin azaldigr gézlenmis olmakla birlikte bu azal-
ma istatistiksel agidan anlamli bulunmadi. Buna kargin
a-tokoferol uygulanan endotel hicrelerinde mitoz hizi
anlamli artmig bulundu. Bu guruplara 10 gin a-tokoferol
uygulandiginda ise paklitaksel hari¢ tOm guruplarda mi-

toz istatistiksel anlaml bicimde dUserken, paklitaksel+
a-tokoferol gurubunda ise yine istatistiksel anlamli bir ar-
tg gézlendi (Resim 4B).

TARTISMA

Basta Glokom cerrahisi olmak Uzere, okuUler cerra-
hide antifibrotik kullanimi oftalmoloji disiplininin gincel
konularindan biridir. Her ne kadar fibroseltler skar for-
masyonunun engellenmesi cerrah ve hasta icin yiz gil-
dirici sonuglar dogurmakta ise de, bu maddelerin yan
etkileri ise klinik kullanimlarini ciddi bigimde sinirlamak-
tadir.!”” Tomi korkutucu olan bu komplikasyonlarda en-
dotel hasari dnemli rol oynar.?®> Bunun da étesinde olu-
san antiproliferatif etki kalici olmadigi gibi sireg icinde
sabit de degildir.3' Uygulama sonrasi dakikalar icinde
humér akdz icinde gerekli konsantrasyonlara ulagan an-
timetobolitler, buradaki biyime faktérleri ile de tema-
sa gegerler. Postoperatif ddnemde filtrasyon alani homér
akéz ve icindeki faktérler ile yikanmaya basglarlar. Ve an-
timetobolitlerin antiproliferatif etkilerinin bu faktérlerce
baskilandigr gésterilmigtir.3?

Glokom cerrahisindeki antifibrotik etkisi in vitro ve in
vivo gdsterilmis olan?* E vitamininin oftalmolojideki koru-
yucu etkileri ise, her ne kadar antioksidan ézellikleri Gze-
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Resim 4a: Kisa dénem MI sonuclari.

rinde durulmus ise de, géz dokularinin hemen timinde
gosterilmigstir.333* Tavsan kornea endotelinin yagsam su-
resini 2 kat artirmasi bunlardan biridir.%> Ancak E vitami-
ninin endotel hucreleri Gzerindeki olasi apoptotik etkileri
Uzerine yapilmig bir calisma literatirde yoktur.

Kapiller endotel hicreler, glokom cerrahisinde anti-
metobolit kullanimi hakkinda in vitro calismalarda sito-
toksisite modeli olarak kullanilabilmektedir.?¢ Calisma-
miz ise insan kaynakl ven endotel hicreleri Uzerinde ya-
pilmigtir.

Bu calismada mitomisin ve paklitakselin apoptotik
indeksi anlamli bir bicimde artirmasi literatr ile uyumlu-
dur. Mitomisin®38 ve paklitakselin?2% kornea endotelin-
de gdsterdikleri apoptotik etki bilinmektedir. 5-FU in en-
dotel Uzerine toksisitesi mitomisinden daha dusgtktor.3¢

Calismamizda, mitomisinin endotel hucreleri Gze-
rindeki apoptotik etkisinin uzun dénemde tokoferol ila-
vesi ile anlamli derecede arthigi gézlenmigtir. E vitamini
kemoterapide mitomisin etkinligini artirici etkiye sahip-
tir.#% Alfa tokoferolin kanser hicrelerinde apoptotik etki
gosterdigi bilinmektedir.*’#3 Bunun 81Um reseptdri (DR5)
yolu ile oldugu bildirilmis olmakla birlikte,*? yayinlarin
cogunda normal** ve neoplastik*® hicrelerde bu etkiden
lipid peroxidasyonu baglantili pro-apoptotik Bax protein
up-regulasyonu sorumlu tutulmustur. Paradoxal olarak,
Shah ve Sylvester*> neoplastik meme epitelyum hicrele-
rinde apoptosisin gelistigini, ancak pro-apoptotic prote-
inler Bid, Bax ve Bad'in mitochondrial dizeyleri azalir-
ken, anti-apoptotic proteinler Bcl-2 ve Bcl-xL de ise art-
ma oldugunu gdstermigler ve bundan hareketle Alfa to-
koferol ve tokotrienole bagli apoptotic etkinin mitokond-
rial stressden bagimsiz olmasi gerektigini éne sirmus-
lerdir. Calismamizda, Alfa-tokoferole bagl anlaml bir
apoptotic etki gézlenmedigi gibi, Bcl2/Bax oranlarn ve
kaspaz aktivitelerinde de anlamli bir degisim goézlenme-
mistir. Buna kargin endotel hicre preperatlarinda anlam-
I bir proliferasyon gézlenmistir ancak, bunu destekleyen
veya aksi veri bildiren bir calisma literatorde bulunama-
mugtir. Diger taraftan, a-tokoferolun damar diz kas hic-
releri Uzerinde 6zgUn antiproliferatif etki gdsteren bir an-
tiaterojen oldugu cok yénli calismalar ile gésterilmigtir. 46
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Resim 4b: Uzun dénem Ml sonuglari.

Mitomisin ile kisa ve uzun sireli sonuglarda gézle-
nen duyarhlik artigini literatir ile uyumludur.*” Paklitak-
sel Al acisindan en toksik olmasina karsin, 24 sat ilac
uygulamasinda ve uzun sureli sonucglarda tipki Tokofe-
rol ve 5-FU gibi, Bcl-2/Bax oraninda bir arhg sergileme-
mesi ise, paklitakselin konfluent endotel hicre kiltirle-
rinde Bcl2 suprese etkisine resistans gérilmesi ile agik-
lanabilir.®

Kisa dénem MI sonuclarinda mitomisin ve 5-FU gu-
ruplarinda mitozun belirgin azaldigr gézlenmis olmak-
la birlikte bu azalma istatistiksel agidan anlamli bulun-
madi. Bu bulgu literatirde mitomisin ile yapilan ¢calisma-
lar ile uyumludur. insan korneasinda operasyon sirasin-
da uygulanan %0.02 mitomisin ile corneal endotel veya
limbal yara iyilesmesinde artma gézlenmemis,*’ bu hic-
relerde in vitro olarak da insan korneal endotel dansi-
tesinde %61 azalma gdzlenmistir.>® Ayrica, lokal pakli-
taksel uygulanan insan safendz ven kiltirlerinde endotel
kaynakli neointimal hiperplazide azalma bildirilmigtir.2¢

Antioksidan probukol Uzerinde yapilan bir ¢calisgma-
da 5-FU kaynakli endotel hasarini azalth@r bildirilmis-
tir.>" Ancak a-tokoferol antioksidan olmanin &tesinde et-
kilere sahip bir molekil oldugundan,® beklenildigi Uze-
re daha komplike ve degisken sonuclar elde edilmistir.
a-tokoferol’Gn kombine kullaniminin antifibrotiklerin en-
dotel hucrelerindeki apoptotik etkilerini azaltmadigr gé-
rolmustor. Ozellikle paklitaksel ile daha fazla, mitomi-
sin ile ise daha az olan apoptotik etki artigi araghrilma-
ya degerdir. 5-FU ve a-tokoferolin tek bagina ve kombi-
ne uzun ve kisa sireli etkileri kontrol grubuna yakin oldu-
gundan, endotel toksisitesi agisindan kullanimlar daha
gUvenlidir.
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