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OZET
Ates G, Deneysel Kiint Toraks Travma Modelinde Levosimendanin
Akciger Dokusunda Antiinflamatuar Etkileri, Kirikkale Universitesi Tip
Fakiiltesi Anesteziyoloji Ve Reanimasyon Anabilim Dali, Uzmanhk Tezi,
Kirikkale, 2015.

Giris: Toraks travmasi hastaneye kabul edilen travma hastalarinin
yaklagik ticte birini igermektedir ve bu hastalarin ¢ogunda pulmoner kontiizyon
(PK)bulunmaktadir. PK’la sonuglanankiint toraks travmasi yiiksek mortalite ve
morbidite riski tagimaktadir. PK siklikla pndmoniye yol agabilir, lokal ve
sistemik inflamatuar durumlara bagli bagimsiz faktor olarak akut akciger hasari
ve akut respiratuar distres sendromu ile sonuclanabilir.PK’nun patofizyolojisi
inflamasyon, artmis alveolakapiller permeabilite ve pulmoner Odem
icermektedir. Levosimendan, kalsiyum duyarlastirict ve K-ATP kanal agici
ozellikte inotropik yeni bir ilactir. Bu ¢alismanin amaci levosimendanin kiint
toraks travmasina bagli akciger hasarinda antiinflamatuar etkilerinin
arastirilmasidir.

Arag-yontem: 32 Wistar-Albino rat rastgele 4 gruba(n=8);
yaralanmamig kontrol grubu, yaralanmis sham grubu, kiint toraks travma
sonrasi diisiik doz (5 pg/kg 10 dakika yiikleme dozun ardindan 0.05 pg/kg/dk
infiizyon), yiiksek doz (10 pg/kg 10 dakika yiikleme dozun ardindan 0.1
pg/kg/dk inflizyon) levosimendan gruplart olmak tizere ayrilmistir. Tim
ratlarin sol femoral arterlerine ortalama arter basinci ve kalp atim hizi
monitorizasyonunu saglamak iizere kateter yerlestirildi. Travmadan 6 saat sonra
plazmada timor nekrozis faktor alfa (TNF-a), interlokin 1 beta (IL-1p),
interlokin 6 (IL-6), nitrik oksit (NO) diizeyleri ve akciger dokusunda
immunohistokimyasal olarak nikleer faktor kappa b (NF-xB) ekspresyonu
arastirildi.

Sonug: Levosimendan gruplarinda plazmaTNF-o, IL-1B, IL-6, NO
diizeyleri ve akciger dokusundaki NF-xB aktivasyonu anlamli olarak azalmigtir
(p<0.05). Bu sonuglar levosimendanin kiint akciger travmasina bagli olusan
pulmoner kontiizyonda antiinflamatuar etkisi oldugunu desteklemektedir.
Mekanizmanin da NF-kB aktivasyonunu baskilamasi ile agiklanabilmektedir.
Anahtar Kkelimeler:levosimendan, kiint toraks travmasi, inflamasyon,

niiklear faktor kB, pulmoner kontlizyon
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ABSTRACT
Ates G., The Anti-inflamatory Effects of Levosimendan on Lung Tissue
After Blunt Chest Trauma-induced Lung Contusion in Rats, Kirikkale
University School of Medicine Department of Anesthesiology, Thesis,
Kirikkale 2015

Background: Thoracic injury is involved in nearly one-third of all
acute trauma admissions to the hospital and many of these patients have
associated pulmonary tissue contusion. Blunt chest trauma resulting inpulmoner
contusion (PC) often carries a high risk of morbidity and mortality. PC
frequently leads to pneumonia and is an independent factor for the development
of acute respiratory distress syndrome and acute lung injury that result from
local and systemic inflammatory states. The pathopysiology of PC includes
inflammation, increased alveolocapillary permeability and pulmonary edema.
Levosimendan is a new calcium sensitizer and K-ATP channel opener positive
inotropic drug. The aim of this study was to investigate the antiinflamatory
effects of levosimendan on lung tissue after blunt chest trauma induced lung
contusion.

Methods: Thirty-two Wistar-Albino rats were randomly assigned into
four groups (n=8) as follows: uninjured control group, injured sham group, low
dose (5 pg/kg loading dose in 10 minutes and 0.05 pg/kg/min infusion) and
high dose (10 pg/kg loading dose in 10 minutes 0.1 pg/kg/min) levosimendan
infusion after blunt chest trauma. The left femoral artery was cannulated to
monitor mean arterial pressure and heart rate in all groups. The plasma TNF a,
IL-1B, IL-6, NO levels were measured and the lung tissue NF-xB expression
was determined by immunohistochemistry after 6 hours of the trauma and
infusion.

Results: The plasma TNF-a, IL-1B, IL-6, NO levels as well as NF-xB
activation significantly decreased in levosimendan groups (p<0.05). In
conclusion;the results suggest that levosimendan has antiinflamatory effects on
pulmonary contusion from blunt chest trauma on lung tissue. The mechanisms
were likely to inhibit the NF-«xB activation.

Key words: levosimendan, blunt chest trauma, inflammation, nuclear

factor kB, lung contusion
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SIMGELER VE KISALTMALAR

PK: Pulmoner Kontiizyon

NF-«B: Nikleer Faktor Kappa B

TNF-a: Tumor Nekrozis Faktor Alfa
IL-1B: Interlokin 1 Beta

IL-6: Interlokin 6

ARDS: Akut Respiratuar Distres Sendromu
TnC: Troponin C

Tnl: Troponin |

NO: Nitrik Oksit

NK “Naturel Killer”

LPS Lipopolisakkarit

NOS: Nitrik Oksit Sentetaz

NADPH: Nikotinamid Adenin Dinukleotid Fosfat
EDRF: Endotel iliskili Gevseme Faktorii
PaO2: Parsiyel Arteryel Oksijen Basinci
BT: Bilgisayarli Tomografi

KH: Kalp Hiz1

ORT: Ortalama Arter Basinci

YDLG: Yuksek Doz Levosimendan Grubu
DDLG: Diistik Doz Levosimendan Grubu
KNG: Kontrol Grubu

SHG: “Sham” Grubu

FDE Il1: Fosfodiesteraz 111

ALI Akut Akciger Hasar1
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I. GIRIS VE AMAC

Glinlimiizde kiint gogiis travmasi siklikla motorlu arag¢ kazalari sirasinda
gorulmektedir. PK’la sonuglanan kiint gégiis travmasi mortalite ve morbidite
acisindan yiiksek risk tasir (1,2).

Temel olarak kiint gogiis travmasina bagli ortaya ¢ikan PK, alveolar
konjesyon, hemoraji, alveoler yapmin biitiinliigiinin bozulmasi, 6dem ve
I6kosit infiltrasyonu ile seyreden ve hipoksemi, hiperkarbi ile agirligi ve siiresi
degisken olabilen artmis solunumsal is yiikii olan klinik bir tablodur(3, 4).

Her ne kadar kiint gogiis travmas1 mekanik etki ile hipoksemi ve laktik
asit birikimine yol agsa da, pulmoner ve sistemik inflamatuar yanit PK gelisimi
sirasinda 6nemli rol oynamaktadir. 2008 yilinda Seitz ve arkadaglar kiint toraks
travmasinin alveoler makrofaj aktivasyonu yaparak, proinflamatuar sitokinlerin
salinimina ve tip 2 alveoler epitel apopitozisine neden oldugunu bildirmislerdir
(5). 2009 yilinda Hoth ve arkadaslari kiint toraks travmasina bagl gelisen
akciger kontiizyonunun sistemik dogal immiin yaniti uyardigini ve
proinflamatuar sitokinlerde artisa neden oldugunu bildirmislerdir (6).

2010 yilinda Fang ve arkadaslar1 NF-kB’nin tavsanlarda siddetli PC’da
onemli rol oynadigini ortaya koymuslardir (7). NF- kB, TNF-a, IL-1p, adezyon
molekiilleri, akut akciger hasar1 ve akut respiratuar distres sendromuna (ARDS)
bagli ortaya ¢ikan mediatorleri de iceren inflamasyon iliskili faktdrlerin
ekspresyonunu kontrol etmek i¢in Onemli bir nikleer protein olarak
bilinmektedir (8, 9).

Levosimendan Ca”’un troponin C’ye (TnC) affinitesini arttiran,
pyridazinone-dinitrile tiirevi bir class 11l Ca** duyarlastirici ajandir. Doza

2+

bagimli olarak Ca”"’un TnC’nin N-terminal bdlgesine baglanmasini1 saglayarak
TnC-Ca®* stabilizasyonunu ve troponin | (Tnl)’y1 inhibe ederek troponin
aktivasyonunu saglar (10). Levosimendan, kardiyak output’u artiran diger
ilaglarin yaninda yerini alan, pozitif inotropik ve vazodilatasyon 6zelligi olan
ayrica miyokardin oksijen tiiketim ihtiyacini artirmayan yeni bir ilagtir. Yapilan
hayvan calismalarinda ayrica proinflamatuar mediatorlerde (IL-1, IL-6, TNF-a,

vs.) azalma ve hiicresel diizeyde inflamasyonu baskiladig1 gosterilmistir (11).
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Levosimendanin reperfliizyona bagli oksidatif akciger hasarini
azalttigin1 gdsteren hayvan caligmalar1 mevcuttur. Deneysel ventilator iliskili
akciger hasar1 modelinde levosimendanin proinflamatuar cevabi azalttigini
gosteren calisma mevcuttur. Bununla birlikte sepsis modellerinde yapilan
caligmalarda inflamatuar sitokinler Gzerine olan etkileri umut vaat etmektedir
(12, 13, 14).

Bu calismada klinik pratikte acil servisten siklikla yogun bakima kabul
ettigimiz kiint toraks travmasi olan hasta grubunda heniiz yeni bir ila¢ olarak
tanimlanmakta olan levosimendanin antiinflamatuar etkilerinden

yararlanabilecegimizi deneysel olarak kanitlamay1 amagladik.



II. GENEL BILGILER

2.1. Tanim ve Epidemiyoloji

Pulmoner kontiizyon, kiint gogiis travmasinin eslik ettigi coklu viicut
travmali hastalarin yaklasik beste birinde klinik tabloya eklenen énemli bir
mortalite ve morbidite nedenidir. Klnt travma ile acil servise gelen hasta
grubunda en sik gozlenen intratorasik yaralanma olan PK, hastalarin %30-
75’inde tespit edilebilmektedir (15, 16). Tanim olarak PK, kiint gogiis
travmasini takip eden ilk saatlerden itibaren alveolar hemoraji, atelektazi,
akciger konsolidasyonu ve parankim yapisinda harabiyet gibi direkt hasara
bagl ortaya ¢ikan patolojik degisikliklerin olustugu, lokal inflamatuar yanitin
oldugu kadar sistemik inflamatuar ve oksidatif hasar mekanizmalarmin da
aktivasyonu ile hem etkilenen tarafta hemde kars1 akcigerde ikincil ek hasara
neden olabilen patolojik bir strectir (17, 18).

Genel viicut travmalart halen ¢ok Onemli mortalite ve morbidite
sebepleri arasinda yer almaktadir. Kiint travma nedeni ile hayatin
kaybedenlerin yaklagik dortte birinde etken goglis travmasi olarak 6ne
cikarken, bu hastalarin yarisinda eslik eden gogiis travmasit morbiditeyi ve
klinik prognozu olumsuz etkileyen 6nemli faktorlerden biridir. Bdtin
travmalarin yaklasik %8-10"unu kiint gogiis travmalar1 olusturmaktadir. Gogiis
travmasina maruz kalan hastalarin prognozlar1 agisindan travmanin olus
mekanizmasi 6nem arz etmektedir. Bununla birlikte kiint gdgiis travmalari
penetran olanlarla kiyaslandiginda mortalite oranlar1 daha yiiksektir (19). Kiint
gogiis travmall hastalarda 6liim sikliginin %6-8 oldugu ve bunlarin da en az
%54’lUnlin  direkt olarak pulmoner komplikasyonlar ile iligkili oldugu

bilinmektedir (20).



2.2. Tarihce

Gogiis duvart harabiyetinin eslik etmedigi ilk akciger parankim hasari,
1761°de Morgagni tarafindan bildirilmis ve literatiirde ilk goriisler ingiltere’de
R.W. Smith tarafindan 1840’da yaymnlanmistir (21). Kemik yapilarda hasar
olmaksizin meydana gelen akciger hasari, genglerdeki kemik yapinin
elastikiyeti ile bagdastirilmistir: Hareket halindeki bir at arabasina binmeye
calisirken iizerinden tekerlek gegen 16 yasinda bir hastanin otopsisinde, gogiis
duvari hasar1 olmamasia ragmen her iki akcigerde ileri derecede kontlizyon
tespit edilmistir (22). Yirminci yiizy1l oncesinde akciger kontiizyonu nadir
gozlenmis fakat klinik bulgular1 tanimlanmamistir. Birinci diinya savasi
doneminde, savas Oliimlerinin cogunda eksternal gogiis travmasi tespit edilmis
ve postmortem c¢alismalarda akciger hemorajisi gosterilmistir (23, 24).
Sonrasinda yapilan ¢aligsmalarda travma etkisinin major klinik yansimasi olarak
akciger kontlizyonu tanimlanmistir (25). Bu durum, ikinci diinya savasi
sliresince yapilan hayvan ¢aligmalari ile teyit edilmistir (26, 27). Reid ve Bred,
gogiis travmasi sonrasi gelisen akciger yaralanmasinda, akciger kontiizyonunun
kemik yaralanmalarina kiyasla respiratuar faaliyetlerde ana faktdr oldugunu ilk
defa dile getirmistir (28, 29). Zuckerman ve arkadaslari, akciger hasarinin
nedenlerini ortaya koymak igin farkli mesafelerdeki patlayict maddelerin
yakinina yerlestirilen hayvanlar1 kullanmislardir. Pulmoner lezyonun ve
hemorajinin diizeyinin, patlayicinin uzaklhigr ile direkt iligkili oldugunu
gostermislerdir. Bu bilgiler basing dalgalarinin gégiis duvarina direkt etkisi ile

akciger hasarinin gelistigi teorisini desteklemektedir (26, 30).



2.3. Patofizyoloji ve Patoloji

Clemedson 2. Diinya Savasi’ndan sonra pulmoner kontiizyonun primer
nedenlerini tanimlamistir. Ug temel bulgu bu akciger yaralanmalari insidansina
katkida bulunur. ilki patlama (veya pullanma) etkisi, bir gaz ve siv1 arasinda
(veya dansitesi birbirinden fakli olan yiizeyler arasinda) olusan ylizey
gerilimine baghi olarak gelisir. Bu tamimlama genellikle okyanusun
derinliklerinden yiizeye ulasan sok dalgalarindan esinlenilerek yapilmistir.
Akciger gibi i¢i hava dolu olan organlar bu giiglere maruz kaldiklarinda
patlama etkisine bagli gelisen sok dalgasi ile ilk temas noktasinda hasar
gelismektedir. Ikinci etki atalet etkisi: diisiik yogunluklu alveoler dokunun
daha yogun olan hiler dokulardan ayrilmasi ile gergeklesir. Ugiinciisii basing
dalgalarinda oldugu gibi gaz kabarciklarinin asir1 genislemesi veya rebound
etkisinden kaynaklanan ice dogru patlama etkisidir. Bunlara ek olarak
pulmoner parankim asir1 distansiyona bagi yirtilabilir (31).

I¢i bos organlar (8rnegin kulak, akciger, vs.) bu patlamadan daha ¢ok
etkilenirler. Akcigerler onlar1 c¢evreleyen torasik kafesin etkisiyle de
hasarlanabilirler. Mekanik etkiye bagl indirekt veya kaburga kiriklart ve gogiis
basisina bagli direkt laserasyonlar goriilebilir. Akcigerdeki bu patlama etkisi
1967 yilinda Misir’da Said limani1 yakinlarinda fiize saldiris1 sonucu batan bir
botun miirettebatlarinda gdsterilmistir. 32 gemicinin 19’unda hem akciger hem
barsak hasari, 8’inde sadece akciger hasari gelismistir (32).

Parankimal akciger hasar1 bir seri patolojik degisikliklere yol agar,
hasarin biiyiikliigiine bagl olarak solunum yetmezligine giden klinik tablolar
goriilebilir. Etkilenmeyen akciger dokusunda meydana gelen kanamalar
bronkospazm ve alveol fonksiyon kaybina yol agabilir. Mukus tiretimindeki
artis, havayolundan mukus sekresyonlarinin temizlenmesinin azalmasi ve
siirfaktan tiretimindeki azalma pulmoner disfonksiyon gelismesine katkida
bulunur. Segmental akciger hasari, alveolar sivi artisi, intrapulmoner sant artigi
ve akciger kompliansinda azalmaya bagli  olarak ventilasyon/perflizyon
bozulmastyla sonuglanabilir. Bu patolojik degisiklikler hipoksemi, hiperkarbi
ve solunum is yiikiinde artmaya yol agar. Hastalarda solunum hizinda artma,
ronkis veya “wheezing” hatta hemoptizi goriilebilir. Bu degisiklikler hasar

sonrast 4-6 saate kadar diiz akciger grafisinde gorlilmeyebilir ve bu
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degisiklikler etkilenen akciger bdlgesinin yogunlugu ile iligkili degildir.
Genelde PK’na bagli solunum problemleri 3-5 gun iginde duzelmesi beklense
de gecikmeler olabilir. Ge¢ pulmoner disfonksiyon ayni zamanda kontiizyon
sonucu gelisen lokal inflamatuar yanita ve kanama sonrasi sekestrasyona bagl
olabilirken yaralanma ile iligkili sistemik inflamatuar yanita ve nozokomiyal
pnomoniye bagh gelisebilir (2). Her ne kadar kiint g6giis travmasi mekanik etki
ile hipoksemi ve laktik asit birikimine yol acsa da, pulmoner ve sistemik
inflamatuar yanit PK gelisimi sirasinda 6nemli rol oynamaktadir. Kiint toraks
travmasinin alveoler makrofaj aktivasyonu yaparak, proinflamatuar sitokinlerin
salinimina ve tip 2 alveoler epitel apopitozisine neden oldugu bildirilmistir.
Kiint gogiis travmasinin, inflamatuar bir yanit olarak ortaya c¢ikan alveoler
makrofajlar veya notrofiller (polimorfontkleer granilositler) gibi inflamatuar
hlcreleri aktive ettigi gosterilmistir (5). Ayrica PK’nun sistemik dogal immiin
yanitt uyardigl ve proinflamatuar sitokinlerde artisa neden oldugunu bildiren
caligmalar mevcuttur (6).

NF-xB’nin tavsanlarda siddetli PK’da 6nemli rol oynadigi gosterilmistir
(5). NF-«xB, TNF-a, IL-1B, adezyon molekiilleri, akut akciger hasar1 ve akut
respiratuar distres sendromu mediatorlerini de igeren inflamasyon baglantili
faktorlerin ekspresyonunu kontrol etmek igin dnemli bir nikleer protein olarak
bilinmektedir (8, 9).

Ciddi pulmoner hemoraji veya akciger hepatizasyonu PK ¢alismalarinda
tipik anatomik bulgu olarak degerlendirilmistir (33). Otopsideki patolojik
bulgular yaygin kanama ile karakterize lezyonlardir: Karaciger hasart ile iligkili
frenikokostal siniis kontiizyonu, kaburga isaretleri, masif hiler kontlizyon veya
hemorajik lekeler gorulebilir (34). Hayvan modeli ¢alismalar1 yaralanmadan
sonra lezyonun progresyonunun karakteristik paternini ortaya ¢ikarmistir. Bu
progresyon interstisyel 6dem baslangicindan 1-2 saat sonra interstisyel kanama
ile isaretlenmistir. Bu hayvan modelleri akciger mimarisinin korundugunu
gostermektedir; fakat monosit ve ndtrofil infiltrasyonu erken zamanda
gorilmektedir. Hasardan 24 saat sonra, masif 6dem arttikga, fibrin ve normal
yapinin bozulmasi ile birlikte protein, kirmizi kan hiicreleri ve inflamatuar
hiicreler hava alanlarinda birikmistir. Travma sonrasi 48 saat i¢cinde, ¢ok sayida
fibrin ve hiicre artiklar1 ve tip II alveoler hiicre tiirevli granulositler, notrofiller

ve makrofajlar biiylik miktarlarda birikmektedir. Bu asamada, lenfatik damarlar
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dilate edilmis ve protein ile doldurulmus gibi goriinmektedir. Travmatik
akciger yaralanmasi sonrasi 7. ve 10. giinlerde az bir skar ile birlikte neredeyse
tam iyilesme saglandigi tespit edilmistir (35).

PK sonrasi, akut patolojik degisiklikler hemodinamideki Onemli
fizyolojik degisiklikler ile iliskilidir. Yaralanma derecesini belirlemek igin
bilgisayarli tomografi (BT) kullanilarak pulmoner vaskiiler direngteki ve sant
oranlarindaki degisikliklerin Olgiimii ile bazi hastalarda yaralanma sonrasi
akcigerde ciddi vazokonstriksiyon gelistigi gosterilmistir. Bu bulgunun,
travmatize parankime perfiizyonu sinirlayan bir kompensatuar mekanizmayi
yansittigl, boylece sant oraninda olasi bir artisin en aza indirildigi One
sirlilmiistiir. Baz1 hastalar (non reaktorler) bu yaniti sergilemek yerine,

bilinmeyen nedenlerle, sant oraninda denetlenmeyen artiglar gdsterebilirler

(36).



2.4. inflamatuar belirtecler

2.4.1. TNF-a

TNF-a sistemik inflamasyon ile ilgili bir hiicre sinyal génderme proteini
(adipokin) ve akut faz reaksiyonu sitokinlerinden biridir. Esas olarak aktive
makrofajlar tarafindan tiretilse de CD4-T lenfositler, dogal katil (NK) hicreleri,
notrofiller, mast hucreleri, eozinofil ve néronlar gibi hicre turlerinden de
uretilebilmektedir.185 amino asitlik bir glikoprotein hormondur, ancak bazi
hiicreler daha uzun veya kisa izoformlarini salgilayabilir.

TNF-a, esas olarak immun hicrelerin regilasyonunda rol oynar. Ayni
zamanda bir endojen pirojen olarak atesi indiikleyebilir, apopitotik hiicre
Olimiine, kaseksiye, inflamasyon yolu ile tiimor gelisiminde ve viral
replikasyonda yavaslamaya neden olur. IL-1 ve IL-6 Ureten hucreler yolu ile

sepsise neden olabilmektedir.

Sekil 1. TNF-a Protein yapisi.



2.4.2. 1L-1p

IL-1B ayn1 zamanda katabolik olarak bilinen IL1B geni tarafindan
kodlanan bir sitokin proteindir. Aktive makrofajlar tarafindan kaspaz 1 enzimi
tarafindan indiiklenerek diretilir. Bu sitokin inflamatuar yanitin 6nemli bir
mediatorudir ve hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi ve apoptozis dahil olmak
Uzere bircok hicresel aktivitede rol oynar.

Akut inflamasyonun her agamasini uyarir ve TNF-ave IL-6 ile birlikte
inflamasyonun sistemik etkilerine (ates, akut faz protein sentezi vb.) katkida

bulunur.

Sekil 2. IL-1B Protein yapisi.



2.4.3. 1L-6

IL-6 bir proenflamatuar sitokin ve bir antiinflamatuar miyokin gibi
davranan bir interlokin olup, IL 6 geni tarafindan kodlanir. IL-6 immiin yanitin
uyarilmasi (enfeksiyon, travma, yanik, doku hasari vb.) sonucu T hiicreleri ve
makrofajlar tarafindan salinir. Ayn1 zamanda akut faz cevabi olarak ortaya

c¢ikan atesin onemli bir mediatoriidiir.

Sekil 3. IL-6 protein yapisi.
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2.4.4. NF-xB

NF-kB transkripsiyonel diizenleyici protein olup,hastalik, inflamatuvar
hasar, apoptozis ve kanser gibi kritik durumlardaimminoregulatuvar gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde énemli rol oynamaktadir.NF-kB; sitokinler,
adezyon molekiilleri ve diger medyatorlerin transkripsiyonunda merkezi rol
oynar. NF-kB ailesinin hiicre i¢indeki inflamatuvar ve diger sinyal yolaklarinda
roloynayan genlerin regulasyonunda Onemli rolii vardir (37). NF-kB’nin
uyarilmast bir¢ok faktor tarafindan gergeklesmektedir. Bunlar arasindaserbest
radikaller, ultraviyole, iyonizan radyasyon, sitokinler ve lipopolisakkarit (LPS)
yapidamikrobiyal ajanlar yer almaktadir (sekil 4). NF-xB aktivasyonu ile
proinflamatuvarmedyatdrlerin ekspresyonu artar. Bu da viicudiin digsaridan veya
iceriden herhangi bir ajanakarsi saglam bir inflamatuvar cevabin olugmasi igin
gereklidir (7).

ETKENLER ETKi YERI

Sitokinler ve Baylume Faktorleri

Serbest radikall
s (IL-1, TNF, GM-CSF)

Kompleman Faktorleri

IL-1, TNF
LPS ::-:_:_ - |:":“__':=. Sitokin reseptérleri
UV isinlari Enflamatuar Mediatorler
Radyasyon Lékosit Adezyonu

Sekil 4.NF-xB Aktivatorleri ve etki yerleri
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2.4.5. Nitrik Oksit (NO)

Insanlar dahil olmak tizere memelilerde, bir cok fizyolojik ve patolojik
islemlere katilan 6nemli bir hicresel sinyal molekull ve ayni zamanda giiglii
bir serbest radikaldir. Kanda birka¢ saniyelik kisa bir yaridmre sahip gugli bir
vazodilatordir. NO iretiminin diisiik olmasi akciger ve karaciger gibi
organlarin korunmasi agisindan Onem arzetmektedir. NOS (nitrik oksit
sentetaz), L-arjinin, oksijen ve Nikotinamid adenin dindkleotit fosfat
(NADP)’mendotel iliskili gevseme faktorii(EDRF)’nii uyarmasi sonucu
sentezlenir. Serbest radikal olarak inflamasyon ve hiicre hasarinda énemli rol

oynar.

2.5. Klinik ve Tamsal Yaklasim

Pulmoner kontiizyon o6zellikle kiint g6gilis travmasi sonucu meydana
gelen ve kot kirigi, hemotoraks, pnodmotoraks gibi torasik patolojilerin eslik
ettigi mortalite ve morbiditesi yiksek bir klinik tablodur (1, 2, 15, 16).

PK gelisen hastalar fizik muayenede artmis solunum sayisi, dispne,
dinleme ile ronkis ve/veya wheezing, siklikla ciddi olmayan hemoptizi siyanoz
ve hipotansiyon ile karsimiza ¢ikabilir. Siddetli travmada solunum seslerinde
azalma ve dinlemekle raller duyulabilir. Solunum sesi duyulamayan hastalarda
pndmotoraks ve hemotoraks akla gelmelidir (1, 2).

Yapilan caligmalar parsiyel arteriyel oksijen basinci
(PaO,/FiO;)"“fraction of inspirerd oxygen”oraninin PK’lu hastalarda énemli bir
prognostik faktor oldugunu gostermistir (38). Mizushima ve arkadaslari,
respiratuar fonksiyon ile kontiize olmus akciger/tiim akciger sahasi arasindaki
iliskinin belirlenmesine yonelik caligmalarinda, kontiizyon sonrasi hemen
¢ekilen toraks BT’deki kontiize akciger hacmi ile PaO,/FiO, orani arasinda
pozitif bir korelasyon olmasina ragmen travmadan bir hafta ve sonraki siregte
s0z konusu iligkinin ortadan kalktigini gostermislerdir (39).

Major gégiis travmasi olan tiim hastalarda PK’dan sUphelenilmelidir.
Bu hastalarin degerlendirilmesinde radyolojik degerlendirme esastir. Travma

hastalarinin  klinik degerlendirilmesi ve hemodinamik olarak stabil hale
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getirildikten sonra yapilan radyolojik incelemeler, hastaya yaklasimda ve
yapilan tedavi se¢iminde anahtar role sahiptir. Bu hastalarda ilk olarak direkt
akciger grafisi uygulanmalidir (2). PK genellikle ilk akciger direkt grafisinde
gozlenir. Radyografik degisiklikler genellikle ilk 4-6 saat iginde karakteristik
hale gelmeye baslamakla birlikte bu siire¢ 24 saate kadar uzayabilir. Grafilerde
tek yada ¢oklu tarzda, yamali goriiniimde olan alveolar infiltrasyonlar gozlenir.
Bunlar birleserek homojen infiltrasyon olusturabilirler ve bir lobu yada tim
akcigeri tutabilirler. Ayn1 zamanda interlober septaya ve bronsial bosluklara

kanama nedeniyle perihiler infiltrasyonlar gorulebilir.

Resim 1. Sag akcigerde yaygin kontiizyon alan1 ve kot kiriklar

Bilgisayarli tomografi (BT), PK gostermede rutin posterior-anterior
akciger filmlerden daha ¢ok yol gostericidir (1, 2). Es zamanli g¢ekilen toraks
BT ile karsilastirildiginda direkt akciger grafisinin olgularin %60’ inda PK’u
gosteremeyebilecegi belirtilmistir. Toraks BT ile goriintiilenen PK alani,

akciger grafisinde goriilebilen alanin siklikla iki ya da ii¢ kat1 biiyiikliiktedir (2,
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40). Sonug¢ olarak toraks BT kiint travma sonrasi toraks patolojilerini
gostermede akciger grafisinden iistiindiir. Fakat akciger grafisinin morbiditeyi
ve tedaviyi etkileyen, klinik olarak 6nemli patolojileri géstermede genel olarak

yeterli oldugu sdylenebilir (41).

Resim 2. BT goriintiilemede kontiizyon alani (kirmizi ok) ve kot kiriklari(mavi
ok)

Yatak baginda veya kaza aninda yapilan pulmoner ultrason, PK igin bir
tan1 araci olarak arastirrlmaya devam ediliyor. Kullanimi halen yaygin
olmamakla birlikte sinirli sayida merkezde pnémotoraks, hava yolu yonetimi ve
hemotoraks gibi uygulamalarda rahatlikla kullanilabilmektedir. Dogrulugu BT
taramasi ile karsilastirildiginda tatminkar sonuglar alinmistir (70). Radyolojik
gOriinimii normal olan olgularda sintigrafik olarak kontlizyonun varligi

gosterilebilmektedir (2).
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2.6. Tedavi Yaklasimi

Pulmoner kontiizyonda klinik olarak hastalar hizli bir sekilde kritik hale
gelebilir. Bu hastalar muhakkak hastaneye yatirilmalidir. Kismi arteriyel
oksijen basincint 60mmHg’nin {izerinde tutmak icin oksijen destegi
verilmelidir. Agr ile etkin bir sekilde miicadele edilmeli ve aktif olarak gogiis
fizyoterapisi yapilmalidir. Analjezi, interkostal, intraventz ve epidural yollar
kullanilarak saglanilabilir. Tedavideki bu asama sekresyonlarin temizlenmesi
ve atelektaziyi dnleme adina son derece 6nem arzetmektedir. Hemotoraks ve
pnomotoraks gelisen hastalarda uygun tiip drenaji uygulanmalidir. Eger
ventilasyon yeterli degilse entiibasyon ve mekanik ventilator destegi
saglanmalidir. Barotravma riskini en aza indirmek icin 5-7 ml/kg/dk gibi kiguk
tidal voliimler uygulanmalidir (15).

Kapiller = permeabilitenin  azaltilmast  i¢in  onkotik  basincin
desteklenmesini saglamak i¢in kolloid sivilar, kristaloid sivilarin yaninda
verilmelidir. Ayrica hemoglobinin 10mg/dl’nin {izerinde tutulmasi i¢in tam kan
verilmesi Onerilmektedir. Hasta enfeksiyon acisindan yakin takipte tutulup
uygun érneklemelerle uygun antibiyotik tedavisine baglanmalidir.

PK tedavisinde kortikosteroidlerin kullanimi yillardir tartigmalidir. Etki
mekanizmasi tam olarak kesinlik kazanmasada yapilan deneysel caligmalarda
kortikosteroidlerin konagin inflamatuar mediatorlerini inhibe ettigi boylece
morbidite ve mortaliteyi iyilestirdigi yonunde bilgiler mevcuttur. Bununla
birlikte, genel goriis teorik avantajinin, makrofaj fonksiyonlarin1 bozucu etkisi

yaninda ¢ok az olmasi nedeni ile sinirli endikasyonda kullanilmaktadir (15-43).
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2.7. Levosimendan

2.7.1. Kimyasal ozellikleri

Levosimendan, orta derecede lipofilik bir piridazinon dinitril tlrevidir.
Kimyasal formuli C14-H12-N6-O ve yazilimi (-)-(R)-[[4-(1,4,5,6-tetrahidro-4-
metil-6-okso-3-piridazinil)fenillhidrazono]propanedinitril’dir. Molekdler
agirligr 280.285g/mol’diir.

Sekil 1. Levosimendanin kimyasal formiilii

Kalsiyum duyarlastirici, kardiyotonik, pozitif inotropik, vazodilator,
orta derecede lipofilik ve zayif asidik ozelliklerde bir ilagtir. Doza bagiml
olarak kalp debisi ve stroke voliimde artisa, pulmoner kapiller u¢ basingta,
ortalama arteriel basingta ve toplam periferik rezistansta azalmaya yol acar.
Onerilen doz arahiginda levosimendan, hemodinamik etkileri kendisi ile benzer
olan ve terapétik aktiviteye sahip bir metabolit ortaya ¢ikarir (OR-1896).
Dolayist ile bu etkiler, 24 saatlik levosimendan inflizyonunun kesilmesinden
sonra 7-9 giin kadar devam eder. Tavsiye edilen infiizyon hizlarinda plazma

katekolamin diizeylerini yukseltmez (44).
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2.7.2 Farmakokinetik ozellikleri

Levosimendan, hem saglikli goniillilerde hem de kalp yetmezligi
hastalarinda hizli ve 0.05-0.2 pg/kg/dk terapétik doz araliginda lineer bir
farmakokinetik seyir gosterir. Etkisi hemen baslar, siirekli sabit dozda inflizyon
yapildiginda 4. saatte, yukleme dozunun inflizyonuyla 12. dakikada pik plazma
seviyelerine ulasir. Basta albiimin olmak {iizere %97-98 oraninda plazma
proteinlerine baglanir. Klirensi 3.0 ml/dk/kg olup, doza bagimli degildir.
Karacigerde inaktif sistein ve sisteinilglisin tiirevlerine konjugasyonla ve
bobreklerden ekskresyon yoluyla elimine olur. Eliminasyon yar1 émrii yaklagik
1 saattir (45). Dozun %95°ten fazlasi 1 hafta i¢inde elimine edilir, %54’0 idrar
ve %4410 fegesle atilir. Levosimendan, tamamen metabolize olur, ihmal
edilebilir miktardaki degismemis ila¢ (dozun <%0.05’1) idrarla atilir.
Levosimendan dozunun yaklasitk %35’1 barsaklarda indirgenerek aktif
aminofenilpiridazinon’a (OR-1855) ve daha sonra daha aktif olan OR-1896’ya
asetile edilir. OR-1896’nin potent inotropik, kronotropik ve vazodilator etkileri
vardir. OR-1855 ve OR-1896 metabolitleri yavas olulur ve yavas atilir. Plazma
doruk konsantrasyonuna levosimendan infiizyonunun kesilmesinden sonraki 2
giin i¢inde ulasirlar ve plazma proteinlerine baglanma oranlari %40’dir. OR-
1855 ve OR-1896 metabolitlerinin yar1 omrii yaklasik 75-80 saattir. Boylece,
levosimendanin hemodinamik etkileri ilacin inflizyonu kesildikten sonra bile
uzun sure devam eder. Tim hemodinamik etkilerin stiresi tam olarak bilinmese
de kan basinci lizerine etkileri 3-4 gin, kalp hiz1 {izerine etkisi 7-9 gun devam
eder. Hafif-orta derecede bobrek ve karaciger bozuklugu olan hastalarda
eliminasyonu azalacagi i¢in levosimendan dikkatli  kullanilmalidir.
Levosimendan’in miyokard ve vaskiiler yatak iizerine olan etkileri birbirinden
farkli fakat birbirini tamamlayan mekanizmalarla meydana gelir. Sonugta bu iki

sistem tizerindeki etkiler, kalp yetmezligi tedavisini olumlu yonde etkiler (46).
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2.7.3. Farmakodinamik 6zellikler

Levosimendan kalp yetersizliginin akut alevlenmesinin kisa donem
tedavisi icin gelistirilmis, myokardin kalsiyuma olan duyarliligini artiran ve
vazodilator etkiye sahip bir inotropik ajandir (47). Teorik olarak bu ajanlar,
hicre ici kalsiyum ve cAMP diizeylerini artirmaksizin, troponin C’ye
baglanarak kontraktil proteinlerin kalsiyuma duyarliligini artirarak kardiyak
performans iyilestirirler (48). Bu nedenle cAMP bagimli ajanlarin olumsuz
etkilerini tagimadiklari ileri siiriilmiistiir. Ayrica levosimendan fosfodiesterazi
selektif olarak inhibe eder. Diger kalsiyum duyarlastiricilarin fosfodiesteraz
inhibisyonu terapotik dozlarda izlenirken, levosimendanin bu etkisi yalnizca
terapotik diizeyin Uzerindeki dozlarda izlenmektedir. Levosimendanin pozitif
inotropik etkisi kalsiyum konsantrasyonuna baghdir. Sitozolik kalsiyum
konsantrasyonunun daha fazla oldugu sistolde troponin C’nin N-terminal ucuna
baglanip, levosimendan baglanma yerinin ortaya c¢ikmasmma neden olur.
Boylece kalsiyum-TnC baglantisini stabilize eder (49). Buna karsin, kalsiyum
konsantrasyonu ve sensitizasyonu diyastolde azaldigi igin diyastolik
relaksasyonun etkilenmedigi ya da iyilestigi ileri siirlilmiistir. Sonucta
levosimendan proaritmojenik etki gostermeden ve enerji tikketimini artirmadan
kontraktiliteyi artirmaktadir (49).

Levosimendan miyosit ve damar duvarindaki ATP bagimli potasyum
kanallarin1 agarak, sistemik vaskiiler yatakta vazodilatasyona, miyokardiyal 6n
yik ve ard yiikte azalmaya neden olur. Ayrica koroner arterlerde de
vazodilatasyon yaparak miyokard kan akimini artirdigi, buna karsin miyokardi
oksijen tiiketimini artirmadigi tespit edilmistir (51). Levosimendanin ATP
bagimli potsyum kanal agici etkisi ilacin iskemiye karsit koruyucu etkileri
olmasini da saglamaktadir (52). Iskemi reperfiizyonun apopitozisi tetikleyerek
doku kaybina neden oldugu bilinmektedir. Miyosit kiiltiirleri iizerinde yapilan
bir caligmada, oksidatif strese bagli apopitozis, levosimendan ile engellenmistir
(53). Ayrica oksijen tiiketimi iizerine olumlu etkilerinin olmasi ve iskemi
reperfiizyon sonrasi enerji dengesi lizerinde nétral etkisinin olmasi bilesigin
antiiskemik etkisine katkida bulunmaktadir(50).

Levosimendan in vitro ve in vivo olarak vazodilatasyon olusturdugu

gosterilmistir. Levosimendanin insan internal mamarian arter, insan internal
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torasik arter, domuz koroner arteri ve sigan mezenterik arterinde vazodilatasyon
olusturdugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (54, 55).

Levosimendanin vazodilatator etkinligi yapilan ¢alismalarda iki yonlii
olarak konmustur. Birincisi ATP bagimli potasyum kanalllarini uyararak etkili
olmaktadir (56). ikinci yol ise levosimendanin vaskiiler diiz kasta
desensitizasyon yaptig1 diisiiniilmektedir. Kontraktil agonistler protein kinaz C
aktivasyonu ile damar diiz kasinda kalsiyum duyarliligini artirirlar. Potasyum
kanallarinin agilmasi ile meydana gelen hiperpolarizasyonun agonist ile
indtklenen fosfatidil inositol difosfat hidrolizini azaltarak hem inositol
trifosfata duyarli depolardan kalsiyum mobilizasyonunu hem de protein kinaz C
aktivasyonunu baskiladig1r 6ne siiriilmiistiir. Boylece potasyum kanallarinin
acilmast hem kalsiyum miktarin1 hem de kontraktil poroteinlerin kalsiyum
duyarliligini azaltarak kalsiyum duyarsizlagsmasi yaratmaktadir. Ayni1 zamanda
levosimendanin aktif metaboliti olan OR-1896’nin da vazodilator etkinlikte
oldugu saptanmistir(57, 58).

Levosimendan, vaskiiler diiz kaslardaki ATP bagimli potasyum
kanallarina baglanarak bu kanallar1 acar. Vakiiler diiz kaslarda vazodilatasyon
saglayarak pulmoner kapiller kama basinci, sistemik vaskiiler direnci ve ven
toniisinii azaltir. Renal kan akimini iyilestirir. Vazodilatasyon koroner kan
akimini da artirmaktadir (59, 60, 61). Ayrica levosimendan yiiksek dozlarda
fosfodiesteraz 111 (FDE 111)’U selektif olarak inhibe eder. Deneysel ortamda,
levosimendanin, diisiik dozlarda kalsiyum duyarlastirici, yiiksek dozlarda da
FDE inhibitor 6zelligi 6n plandadir (62).
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2.7.4 Klinik kullanim ve giivenilirligi

Levosimendanin pozitif inotropik etkisi pek c¢ok klinik ve deneysel
caligmalarla degerlendirilmistir. Levosimendanin, kobay kardiyak doku
miyofibrillerinde,  kdpeklerde ve  pacemakerin  indiikledigi  dilate
kardiyomiyopatide miyokard kontraktilitesini belirgin artirdig1r gosterilmistir
(63, 64). Izole edilmis kobay ventrikiil miyositlerinde levosimendanin
dobutaminle benzer oranda hiicrede kisalmaya neden oldugu goriilmiistiir.
Bununla birlikte, levosimendan kullanildiginda kasilma sonrasinda yiikselmis
olan hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu azalirken dobutamin kullanildig:
zaman artmis hiicre i¢i kalsiyum seviyesi devam etmistir (65).Bu nedenle,
hlcre ici kalsiyum yiikselmesine bagli olusan diyastolik fonksiyonda bozulma
ve kardiyak aritmiler levosimendan ile daha az beklenmektedir.
Levosimendanin, diyastolik fonksiyonu diizelttigi deneysel olarak gosterilmistir
(66, 64). Yine kobay kalplerinde dobutamine kiyasla levosimendan, iskemi-
reperfiizyon aritmilerini indiklememistir (67).

Levosimendan, pozitif inotropik etkisini miyokardin oksijen ihtiyacini
artirmadan saglarken beta adrenerjik ajanlar kardiyak debiyi artirirken
miyokard oksijen tlketimini de belirgin artirirlar. Bu sebeple, beta adrenerjik
ajanlar koroner arter hastalifi olanlarda iskemiyi alevlendirebilir, akut
miyokard infarktiisii sirasinda infark biytkliginii arttirabilir  (68).
Levosimendanin ise yapilan deneysel c¢alismalarda iskemik miyokardi
korudugu (67), miyokard iskemisi dncesinde ve sirasinda verildiginde infarkt
buyutunu kiigiilttigii gosterilmistir (69).

Avrupa Kardiyoloji Dernegi tarafindan 2012 yilinda yayinlanan akut
kalp yetmezIligi tan1 ve tedavi kilavuzuna gore, kardiyak sistolik disfonksiyon
sonucu diisiik debili kalp yetmezligi olan ve hipotansiyonu olmayan ciddi
semptomatik hastalarda levosimendan tedavi onerisi sinif Ila ve kanit diizeyi C
olarak yer almistir ve onerilen tedavi dozu 10 dakika 12ug/kg yukleme dozu
ardindan 0.05-0.2 pg/kg/dk idame seklinde Onerilmistir. Yine kilavuza gore
vazodilatasyon olusturmasi nedeni ile yakin hemodinamik takip onerilmektedir.

Yapilan hayvan c¢alismalarinda aym1 zamanda proinflamatuar
mediatorlerde (IL-1, I1L-6, TNF-a vs.) azalma ve hiicresel diizeyde

inflamasyonu baskiladig1 gosterilmistir (11).
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Levosimendanin reperfliizyona bagli oksidatif akciger hasarini
azalttigin1 gdsteren hayvan caligmalari mevcuttur. Deneysel ventilator iliskili
akciger hasar1 modelinde levosimendanin proinflamatuar cevabi azalttigini
gosteren c¢alisma mevcuttur. Bununla birlikte sepsis modellerinde yapilan
caligmalarda inflamatuvar sitokinler tizerine olan etkileri umut vaat etmektedir
(12, 13, 14).

I1l. GEREC VE YONTEM

Bu calisma igin Kirikkale Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan 13.12.2014 tarihli 14/13 karar numaras: ile etik kurul onayi
almmistir. Calisma Kirikkale Universitesi Hiiseyin Aytemiz Deneysel
Aragtirma ve Uygulama Laboratuvarinda gergeklestirildi. Calismada300-350
gram agirliginda ve erkek cinsiyette 32 adet Wistar Albino rat kullanildi. Bir
kafeste en fazla 4 rat olacak sekilde pelet yem verilen ve 12 saat aydinlik, 12
saat karanlik ortam saglanan ratlarin su alimlar1 serbest birakildi. Ratlara islem
oncesinde anestezi icin intraperitoneal yoldan 40 mg/kg ketamine HCI
(Ketalar®%5; Pfizer Inc, USA) ve 5 mg/kg xylazine HCI (Rompun® %2; Bayer
HealthCare AG, Germany) uygulandi. Calisma boyunca anestezi devamliligi
icin uyaniklik durumuna goére 20 mg/kg ketamin HCL ek dozlar1 uygulandi.
Tim gruplarin kuyruk venlerinden 24 G sari intraket ile damaryolu agildi.
Tespitleme plakasina sabitlenen ratlara sol femoral arter eksplorasyonu
yapilarak mikroskop esliginde arter kateteri yerlestirildi ve invaziv

monitorizasyon yapildi.
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Resim 4. Arter basing monitérizasyonu

22



3.1. Kiint Gogiis Travma Modeli

Anestezi uygulanan, damar yolu agilan ve arter kateterizasyonu yapilan
ratlara, Raghavendran ve arkadaslarimin gelistirdikleri travma diizenegi (0.5
agirliginda silindir 0.4 m yiikseklikten sag hemitoraksa disiiriilerek E=1.96j)
kullanilarak gelistirilen diizenekle tek tarafli akciger hasari olusturuldu (70).
Calismamizda levosimendanin antiinflamatuvar o6zellikleri arastirildigi igin
kardiyak yaralanmayr minimuma indirme ve hemodinamik instabilitenin
minimum etkilenmesi igin tek tarafli akciger kontlizyonu uygulanmistir.Tek
tarafli akciger hasart i¢in myokardi korumak amaciyla sag akciger tercih

edilmistir.
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Resim 5. Kiint toraks travmasi deney diizenegi.

3.2. Calisma Gruplar

Kontrol Grubu (KNG) (n:8): Kontiizyon olusturulmayan
ratlar 6 saat monitdrizasyon sonrasi anestezi altinda total kan
aspirasyonu ile  sakrifiye  edildi ve uygulanan
mediansternotomi ile sag akciger ¢ikarildi. Elde edilen doku
ve kan bazal degerlerin elde edilmesi amaci ile kullanildi.

Sham Grubu (SHG) (n:8): Kontiizyon sonras1 1.5 ml/100
gr/saat serum fizyolojik inflizyon uygulanarak 6 saat arter

monitorizasyonu ile takip edilerek veriler kaydedildi.
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Sonrasinda anestezi altinda total kan aspirasyonu ile sakrifiye
edilerek uygulanan mediansternotomi ile sag akciger
cikarildi.  Elde  edilen doku ve  kanpatolojik,
imminohistokimyasal ve biyokimyasal analiz i¢in kullanildi.

II. Diisiik Doz Levosimendan Grubu (DDLG) (n:8): 5 pg/kg
10 dakika yiikleme dozun ardindan 0.05 pg/kg/dk inflizyon
levosimendan uygulandi. 6 saat arter monitorizasyonu ile
takip edilerek veriler kaydedildi. Sonrasinda anestezi altinda
total kan aspirasyonu ile sakrifiye edilerek uygulanan
mediansternotomi ile sag akciger c¢ikarildi. Elde edilen doku
ve kanpatolojik, imminohistokimyasal ve biyokimyasal analiz
icin kullanilda.

V. Yuksek Doz Levosimendan Grubu (YDLG) (n:8): 10
ug/kg 10 dakika yilikleme dozun ardindan 0.1 pg/kg/dk
inflzyon uygulandi. 6 saat arter monitdrizasyonu ile takip
edilerek veriler kaydedildi. Sonrasinda anestezi altinda total
kan aspirasyonu ile sakrifiye edilerek uygulanan
mediansternotomi ile sag akciger c¢ikarildi. Elde edilen doku
ve kanpatolojik, imminohistokimyasal ve biyokimyasal analiz
icin kullanilda.

Deney siresince inflizyona devam edildi ve ratlarin sistolik, diyastolik
kan basinglar1, ortalama arter basinglar1 ve kalp atim hizlari monitorize edilerek
kaydedildi. Deney boyunca ratlar sicak tutulduve oksijen destegi saglandi.

3.3. Biyokimyasal Degerlendirmeler

Ratlardan alinan kan oOrnekleri 3000 devirde 10 dakika santrifiij
edildikten sonra serumlar almarak -80 °C’de saklandi. Calisma sonunda
biyokimya laboratuvarinda tiim serumlarda ELISA yontemi ile eBioscience
(Affymetrix, North America) Platinum ELISA kiti kullanilarak IL-1B, IL-6,
TNF-a, NO diizeyleri ¢alisildu.
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3.4. Iimmiinohistokimyasal ve Histopatolojik Degerlendirmeler

3.4.1. Histopatolojik degerlendirme

Akciger dokular1 %10’luk formolde fikse edildikten sonra kesitler
alinara hemotoksilen eozin ile boyandi. Isik mikroskobunda (Olympus CX31,
Ireland) x100 buyttmede ndtrofil infiltrasyonu, alveoler hemoraji, alveoler
konjesyon, hiyalen membran olusumlarmin varligina goére derecelendirildi.
Histopatolojik degerlendirme deneyimli patolog tarafindan dort puan iizerinden

derecelendirildi. 0+; minimal hasar, 1+; az hasar, 2+; orta hasar, 3+; ciddi hasar

olarak degerlendirildi.

Resim 6. Alveol duvarinda solda 1+ ve sagda 3+ notrofil infiltrasyonu
(HEx200)

Resim 7. Alveol bosluklarinda solda 1+ sagda 3+ kanama alanlar1 (HEx100)
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Resim 8. Alveol duvarinda solda 1+ sagda 3+ konjesyon alanlart (HEx100)

3.4.2. NF-xB

Akciger dokulart %4 lik paraformaldehit ile yikanip dehidrate
edildikten sonra parafine gomiildii. Standart histolojik teknikler kullanilarak
5um lik pargalara ayrildi. Pargalarin hepsi firmda 60 dakika 60°C ye kadar
isitildi ve deparafinize edildi. Endojen peroksidaz reaksiyonundan sonra 30
dakika boyunca %3’liik H202 ile bloke edildi. Parcalar 3 kez fosfath
tamponize soliisyonda yikandi. Oda havasinda 1/100 diliie edilmis pirimeri
tavsan olan anti-rat NF-kB poliklonal antikor (Santa Cruz, CA) soliisyonunda
bir gece inkiibe edildi. Bulgularin gelismesinde,biyotinperoksit ve
diaminobenzidin kahverengi-sar1 renklerde kullanildi. Her parcada NF-xB
pozitif hiicrelerin ortalama optik analizi degerlendirildi. Her parcadaki pozitif
mikro damarsal yapilarin sayist 10 mikroskobik alanda sayildi (x100). Patolog

tarafindan degerlendirilen sonuglar O ile 3 arasinda derecelendirildi.
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Resim 9. Akcigerde Solda 1+ sagda 3+ NF-kB boyanma alanlari (HEx100)
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3.5. Istatistiksel analiz

Calismanin istatiksel analizinde SPSS 22 (Statistical Package for the
Social Sciences version 22 for Windows Chicago, IL) programi kullanildi.
Gruplarda kullanilan hayvan sayilari literatiirdeki benzer ¢aligmalara gore
belirlendi ve gii¢ analizi yapilarak say1 dogrulandi. Biyokimya parametrelerinin
degerlendirilmesinde homojen ve normal dagilimda olan verilerde (TNF-a) Tek
Yonli Varyans Analizi (ANOVA) kullanildi. Normal dagilimda olmayan
veriler (IL-1pB, IL-6, NO) icin Kuskal-Wallis (p<0.05 degeri anlamli kabul
edildi) ile Mann Whitney U testi yapildi. Bonferroni dizeltmesiicin p<0.0083
degeri anlamli olarak degerlendirildi. Patoloji grade degerleri kategorize edildi
ve ordinal (siral1) veriler Ki-Kare testi ile degerlendirildi (p<<0.05 degeri anlaml
kabul edildi). Hemodinamik parametrelerin degerlendirilmesinde dagilim

diizensiz oldugu i¢in ANOVA Post Hoc Dunnett T3 testi kullanildu.

IV BULGULAR

4.1. Hemodinamik ol¢iimlerin degerlendirilmesi

Tiim gruplarda 6 saat boyunca sistolik kan basinci, diyastolik kan
basinci, ortalama arter basinci ve kalp hizlar kayit altina alindi. Travma sonrasi
tim ratlarda bradikardi ve hipotansiyon gelisti. Travma sonrasi 20. dakikadan
sonra kalp hizi (KH)’'nda DDLG ve YDLG’unda SHG’na goére anlaml
yiikselme gozlendi (p=0.031). Ortalama arter basinglarinda SHG 30. dakikadan
sonra yilikselme egiliminde idi ve 6. saatin sonunda baslangic degerlerine
ulagildigr gozlendi. DDLG ve YDLG’unda ortalama arter basinglart deney
boyunca diisiik seyretti ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmadi.
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4.2.Biyokimyasal Verilerin Degerlendirilmesi

IL-13 YDLG’unda SHG’una gore anlamli (p=0.018) olarak diisiik
bulundu. YDLG ile KNG arasinda anlamli fark saptanmadi. DDLG’da SHG
grubuna goére anlamli azalma saptanmadi. YDLG ile DDLG arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.101).
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Grafik 3. Gruplar aras1 IL-1f dagilimi

IL-6,YDLG unda ve DDLG’unda, SHG’una goére anlamli (p=0.0451,
p=0.0482) olarak diisiik bulundu. YDLG ve DDLG arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi (p=0.708).
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Grafik 4. Gruplar aras1 IL-6 dagilimi

TNF-a,YDLG’unda ve DDLG’unda, SHG una gore anlamli (p=0.005,
p=0.019) olarak diisiik bulundu. YDLG ile DDLG arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmadi.

160 =
140 f=
120 fp=
T
E 100 =
L J
80 p= =T
sol e —
L J
o I I 1 1
KNG SHG DOLG ¥YDLG
grup

Grafik 5. Gruplar arast TNF-a dagilimi
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NO YDLG’unda SHG una gore anlamli (p=0.007) olarak diisiik
bulundu. YDLG’unda DDLG’una gore NO degeri anlamli olarak diisiik
bulundu (p=0.036).
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Grafik 6. Gruplar aras1 NO dagilimi

4.3. Histopatolojik ve  Imminohistokimyasal  Verilerin
Degerlendirilmesi

Notrofil infiltrasyonunun YDLG ve DDLG’larinda SHG’una gore
anlamli olarak azaldigi (YDLG p=0.008, DDLG p=0.022)gorildi. Alveoler
hemoraji YDLG’unda SHG’una gére anlamli olarak azalma (p=0.046)
saptandi. Hiyalen membran sadece tek bir ornekte gozlendi ve anlamli olarak
degerlendirilmedi. NF-xB YDLG’unda SHG’una gore anlamli 6lglide azalmis
(p=0,037)olarak gozlendi. Diger YDLG, DDLG ve SHG arasinda anlamli fark
saptanmadi. Patoloji inflamasyon skorlamasinda (O+; minimal hasar, 1+; az
hasar, 2+; orta hasar, 3+; ciddi hasar) YDLG ve DDLG’nda SHG’na gore
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. YDLG ile DDLG arasinda ise anlamli
fark yoktu.
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V. TARTISMA

Pulmoner kontiizyon, artan morbidite ve mortalite ile birlikte kunt
toraks travmasi sonrasi yaygin goriilen bir yaralanmadir (71,72). PK, akut
akciger hasar1 (ALI), ARDS olusumunda bagimsiz risk faktoriidiir (73,74). Bu
caligmanin amaci kiint toraks travmasina bagli PC olusturulan ratlarda akciger
dokusunda levosimendanin antiinflamatuar etkilerinin arastirilmasidir. Ratlarda
akciger hasar derecesini ve dogal pulmoner inflamasyon yanitini incelemek i¢in
yakin zamanda gelistirilmis olan travma modeli kullanilmigtir. Bu model kiint
toraks travma sonrasi akciger hasar ile klinik olarak benzemektedir.

Kiint toraks travma olusturulduktan 6 saat sonra alinan akciger doku
orneklerinde alveolar hemoraji, alveolar 6dem ve nétrofil infiltrasyonu iceren
histopatolojik inceleme sonuglar1 Raghavendran ve arkadaslarimin yapmis
oldugu ¢alisma ile uyumludur (75). Sonuglar dogrultusunda bu galismada
ratlarda pulmoner kontiizyon modelinin basarili bir sekilde gerceklestigi
gOriilmiistiir.

Kint gogiis travmasi sonrast gelisen PK’da dogal immiin yanit sonrast
proinflamatuar sitokinlerde (IL-1pB, IL-6, TNF-a, vs. ve NO gibi), ve oksidatif
stres ajanlarinda artis gdzlenmektedir. Inflamasyonu igeren PC patofizyolojisi
akut akciger hasar1 ve akut respiratuar distres gelisiminde bir risk faktoriidiir.
Insan ve hayvan modellerindeki akut akciger hasar1 akciger parankimindeki
yogun inflamatuar cevap ile karakterize oldugu gdosterilmistir. Akcigerlere
direkt veya indirekt travmanin tetikledigi dogal inflamatuar cevap, kanda
Iokosit aktivasyonu, dokuda makrofaj aktivasyonu, sitokinler, kemokinler,
oksijen radikalleri, arasidonik asit metabolitleri, kompleman ve koagiilasyon
kaskadini i¢eren farkli mediator serilerinin iiretimini igermektedir (76). Kunt
toraks travmasi, akcigerde nétrofillerin aktivasyonu igin olan kemokinlerin
kaynagi olan alveolar makrofajlar1 aktive eder (77). Néotrofiller aktive
olduklarinda salinan sitokinler, reaktif oksijen radikalleri, doku pargalayici
proteinazlar, katyonik polipeptidlerin salinimi ile ALI gelismesinde potansiyel
olarak aracilik edebilir (78). Bu mediatorlerin ortaya ¢ikmasi, proinflamatuar
faktor olan NF-kB’nin aktivasyonu tarafindan diizenlenmektedir (79).
CalismamizdaPC  olusturulan ratlarda akciger dokusunda NF-kB’nin

aktivasyonu kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis
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gostermistir(p=0.037). Bu dogrultuda sistemik yanitin tetiklendigini, ratlardan
alinan serum orneklerinde inflamatuar belirtecler olan IL-1p, IL-6, TNF-a, NO
oranlarinda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu goézlenmistir (p<0.05).
Sistemik inflamasyonun ve takip eden immunsupresyonun derecesi pulmoner
organ yetmezligi gelisme oranlart ile iligkili olarak artmaktadir (80). Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda gogiis travmasi, siddetine bagli olarak ALI/ARDS gibi
respiratuar komplikasyonlarin agiga ¢ikmasinda etkiyi artirmaktadir (81, 82,
83). Coklu travma gegiren hastalarda akciger kontiizyonu mevcut ise mortalite
orani %27 den %56’ya ¢ikmaktadir. Daha 6nce yapilan hayvan calismalarinda
travma sonrasit septik komplikasyonlarin potansiyel olarak tetikledigi ciddi
lokal ve sistemik inflamatuar degisikliklerin oldugu gosterilmistir (84). Coklu
organ yetmezligi olusum mekanizmasma katki saglamaktadir ve siklikla bu
tabloda ilk gelisen organ yetmezligi solunum yetmezligidir (85). Bizim
caligmamizda da travma gruplarinda kontrol grubuna gore sistemik inflamatuar
yanitta artma ve klinik yansimasi olarak ciddi bradikardi ve hipotansiyon
gelisimi gozlenmistir.

Mario ve arkadaslarinin yapmis olduklart hayvan ¢alismasinda
pulmoner konttizyonun inflamatuar etkilerini periferik kanda mononuklear
hicreler, peritoneal makrofajlar ve splenosit ve splenik makrofajlar ayrica
plazmada TNF-a ve IL-6 seviyelerini incelemisler ve ¢alismanin sonucunda
PK’un farkli kompartmanlarda ve sistemik olarak ciddi immun fonksiyon
bozukluguna neden oldugunu belirtmislerdir. PK modelinde kiint toraks travma
modelini  kullandiklart  ve  sonrasindasepsis modeli  olusturduklar
caligmalarinda,PK’un sag kalim siirelerini kisalttigin1 belirtmislerdir (85).
Calismamizda PK’un sistemik inflamatuar etkileri sham grubunda kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda proinflamatuar sitokinler olan IL-1f (p=0,005),
IL-6 (p=0,028), TNF-a (p=0,48) serum diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
artis oldugu tespit edilmistir.

Levosimendan diger inotropik ajanlar gibi kardiyak outputu artiran,
vazodilatasyon ve pozitif inotropik etki yapan yeni bir kalsiyum duyarlastirici
ajandir. Intraselliiler siklik adenozinmonofosfat araciligi ile fosfodiesteraz 3
inhibisyonu yaparak serebrovaskiler, koroner ve pulmoner yatakta
vazodilatasyon yapmaktadir (86, 87, 88). Son zamanlarda iskemi reperflizyon

hasarinda, endotoksemide ve akut kalp yetmezliginde sik arastirilmaya
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baslanmistir. Morelli ve arkadaslar1 levosimendan kullaniminin inflamasyonun
hemodinamik etkileri (zerine olumlu etkilerini gostermislerdir (89). 2008
yilinda Boost ve arkadaslar1 ventilator iligkili akciger hasarinda levosimendan
kullanimmin  proinflamatuar ~ sitokinlerde  anlamli  oranda  azalma
yaptiginigostermislerdir (90).

Erbiiyiin ve arkadaglar ratlarda peritonite sekonder akut akciger hasari
modelinde levosimendan ve dobutaminin inflamatuar etkilerini akciger
dokusunda IL-1B, TNF-a, apoptozis icin arastirdiklarinda, levosimendanin
akciger dokusunda apoptozis ve inflamasyonu azalttigini belirtmislerdir.
Levosimendan1 200 pg/kg bolus dozunu takiben 200upg/kg/dk intraventz
uygulamiglardir. Calismamizda levosimendani klinik pratikte hipotansiyon
yaptigi iginhipotansiyon etkisini de gozlemek amacli;5 pg/kg 10 dakika
yikleme dozun ardindan 0.05 pg/kg/dk infiizyon ve 10 pg/kg 10 dakika
yiikleme dozun ardindan 0.1 pg/kg/dk inflizyon olmak (zere 2 farkh
dozdauyguladik. DDLG ve YDLG arasinda ortalama arter basinct ve kalp atim
hiz1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi saptanirken
IL-1B, IL-6, TNF-a, NO sonuclarinda da istatistiksel olarak anlamli fark
olmadigi saptanmistir. Calismamizda levosimendan verilen gruplarda SHG ile
karsilastirildiginda ise Erbiiylin ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismanin
sonuglartyla uyumlu olarak antiinflamatuar sitokinler olan IL-1f3, IL-6, TNF-a,
NO diizeylerinin ve akciger dokusunda NF-kB aktivasyonun istatistiksel olarak
anlamli oranda azaldig1 tespit edilmistir (91).

Dubin ve arkadaslari, hipodinamik septik sok modelinde 200 pg/kg
bolus dozu takiben 200 pg/kg/h infiizyon dozunda levosimendanin
hemodinamik etkilerini ve intramukozal asidoz etkilerini arastirmislardir ve
levosimendanin bu dozlarda istatistiksel olarak anlamli oranda hipotansiyon ve
laktik asidoz etkisini gozlemislerdir.Bununla birlikte oksijen transportunu
iyilestirdigini ve intramukozal asidozu azalttigin1 belirtmislerdir (92).
Calismamizda klinik pratikteki dozlarda YDLG ve DDLG gruplarinda ortalama
arter basincinin anlamli olarak diistiigli gdzlemlenmistir.

Levosimendanin  antiinflamatuar  etkisini  incelemek  amacl
calisgmamizda kullandigimiz modelden farkli olarak ratlarin karragenan ile

pengesinde olusturalan inflamasyona olan etkisi Karakus ve arkadaslari
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tarafindan aragtinllmistir. Levosimendan1  1mg/kg, 2mg/kg ve 3mg/kg
dozlarindaintraperitoneal uyguladiklarinda 2mg/kg ve 3mg/kg uyguladiklart
grupta birinci, ikinci, tiglincli ve dordiincii saatlerde sirastyla %39, %46, %61,
%064.7 oranlarinda antiinflamatuar etkileri oldugunu bildirmislerdir. Benzer
sekilde dekompanse kalp yetmezligi olan hastalarda yapilan klinik ¢aligmalarda
levosimendanin uygulandiktan 48 saat sonra IL-6 diizeylerinde belirgin azalma
oldugu tespit edilmis ayrica serum IL-6 diizeyindeki azalmanin 10 giin boyunca
devam ettigi bildirilmistir (93). Calismamizda levosimendanin antiinflamatuar
etkisi bolus dozun ardindan 6 saatlik inflizyon sonrasinda istatistiksel olarak
anlamli oranda akciger dokusunda NF-kB’nin aktivasyonunun azalmasi ile
gosterilmistir.

(Calismamizda arter kan gazi analizi yapilamamasi ve saturasyonun
monitorize edilememesi nedeniyle arteriyel parsiyel oksijen basinci ve
karbondioksit basinci degerlendirilememistir.

Sonug¢ olarak levosimendanin kiint toraks travmasina bagli olusan
pulmoner  kontlizyonda  antiinflamatuar  etkileri oldugu  tespit
edilmigtir.Calismamizda kan gazi analizi ve oksijen satiirasyon
monitdrizasyonu gibi diger metabolik ve hemodinamik belirteglere
bakilamamistir. Bu dogrultuda YDLG’unda antiinflamatuvar 06zellikler
DDLG’na gore belirgin artis gézlense de klinik kullanim agisindan insanlarda
doz seciminin hasta bazli yapilmasi gerekmektedir. Calismamizda kullanilan
diisiik ve yiiksek lesimendan dozlariakut kalp yetmezligi tani ve tedavi
kilavuzuna gore onerilen doz araliklarinda olup daha yiksek dozlarda ve uzun

donem etkileri ile ilgili calismalarin yapilmasiuygun olacaktir.
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V1. SONUC VE ONERILER

1. Calismamizda ratlarda deneysel olarak kiint toraks travmasi
olusturmak amaci ile kullanilan travma deney diizenegi ile histopatolojik ve
laboratuvar parametrelerle de dogrulanarak basarili sekilde pulmoner
kontiizyon modeli olusturulmustur.

2. Travma sonrasi levosimendan uygulanan gruplarda, kontrol ve
sham gruplarina gore kan basinglarinda anlamli olarak azalma gozlenmistir.
Avrupa Kardiyoloji Dernegi kilavuzunda tedavi 6nerisi sinif Ila ve kanit diizeyi
C olarak o6nerilen levosimendanin siddetlihipotansiyona neden olabilmesi klinik
kullanimini kisitlamaktadir.

3. Levosimendan  verilen  gruplarda  sham  grubu ile
karsilastirildiginda antiinflamatuar sitokinler olan IL-1B, IL-6, TNF-a, NO
diizeylerinin ve akciger dokusunda NF-kB aktivasyonun istatistiksel olarak
anlamli oranda azaldig1 tespit edilmistir. Toraks travmasi sonras: gelisen PC’da
lokal ve sistemik inflamatuar yanitin mortalite iizerine olan etkileri goz oniinde
bulundurularak uzun dénemli ve daha yiiksek dozlarda caligsmalarin yapilmasi

klinik kullaniminin giivenilirligi agisindan yararl olacaktir.
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