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OzZET

Akut akciger hasari (ALl) ve akut solunum sikintisi sendromu (ARDS),
yuksek mortalite orani (~%40) ile akut solunum yetmezliginin hayati tehdit eden
formlaridir’. ARDS dinya g¢apinda yogun bakim Unitelerindeki hastalarin
morbidite ve mortalitesine dizeyini artiran ve ciddi finansal gideri olan bir
tablodur?. 1967 yilinda ilk tanimlanmasindan bu yana hakkinda birgok galisma
yapilmasina ragmen halen etkin bir tedavi bulunamamistir. Bu durum bize
antiinflamatuar etkinligi gosterilmis olan oleanolik asitin ALI/ARDS tedavisinde

kullanilabilecegini dusundurmusgtur.

Bu calismada her biri 10 Wistar Albino rat iceren yedi grup olusturduk.
Kontrol grubu hari¢ tim gruplara intratrakeal yoldan peroksinitrit verilerek trakea
hasari ile akut akciger hasari olusturduk. Deneysel olarak olusturdugumuz akut
akciger hasarinda oleanolik asitin etkisini ve bronkoalveolar lavajla (BAL) ve
intraperitoneal (IP) yolla verilmesi arasinda fark olup olmadigini arastirdik. Bu
amagla her bir rattan toplanan kan orneklerinde malondialdehit (MDA), interlokin
1 beta (IL-1B), interlokin 4 (IL-4), interlokin 10 (IL-10) ve tumor nekroz faktor alfa
(TNF-a) odlgimleri yaptik. Ayrica akciger ve trakea doku érneklerini histopatolojik

olarak da inceledik ve apoptozis oranini degerlendirdik.

Sonuglarin degerlendiriimesinde; peroksinitrit gruplarinda (P24 ve P48),
kontrol grubuna (K) goére inflamatuar strecin mediatdrt kabul edilen IL-13, TNF-
a, IL-4, IL-10 ve MDA degerlerinde istatistiksel olarak anlamli artig saptandi. P24
ve P48 gruplari kendi saatlerindeki tedavi gruplar ile karsilagtirildiginda ise
istatistiksel olarak anlamli bir dists oldugunu gorduk. Histopatolojik olarak P24
ve P48 gruplarinda K’'e gore doku hasari skorlarinda anlamli bir artig gozlenirken,
oleanolik asit tedavisi uygulanan gruplarda peroksinitrit gruplarina gére anlamli

derecede azalma saptandi.

Yaptigimiz bu galismada peroksinitritle olusturdugumuz akut akciger

hasarini 6nlemede oleanolik asitin etkili bir ajan olabilecegini saptadik.

Anahtar Sozcikler: Peroksinitrit, ALI, ARDS, Oleanolik Asit



ABSTRACT

The Role Of Oleanolic Acid In The Prevention Of Acute Lung Injury And
Apoptosis

Acute lung injury (ALIl) and acute respiratory distress syndrome (ARDS)
are life-threatening forms of acute respiratory failure with a high mortality rate
(40%)"'. The acute respiratory distress syndrome (ARDS) continues as a
contributor to the morbidity and mortality of patients in intensive care units
throughout the world, imparting tremendous financial costs?. Since its first
description in 1967, it has been studied widely but no effective treatment has
been found yet. These results made us think to investigate oleanolic acid which
has been known for its anti-inflammatory effects for the treatment of ALI/ARDS.

To experiment this, 70 albino Wistar rats were randomly divided into 7
groups each containing 10 rats. Except those in the Control Group, acute lung
injury was induced by intratracheal peroxynitrite instillation. We investigated the
effect of oleanolic acid in experimental lung injuy and comparision of
bronchoalveolar and intraperitoneal istillation. To document the effectiveness of
the oleanolic acid treatment for ALI, serum specimens for the determination of
MDA, IL-1B, IL-4, IL-10 and TNF-a levels were examined. Lung tissue and
trachea tissue specimens also, underwent histopathologic examination and we

investigated the apoptosis count.

There were statistically significant differences between Peroxynitrite
Groups (P24 and P48) and Control (C) Groups regarding inflammatory mediators
such as IL-1B, TNF-q, IL-4, IL-10 and MDA. There were statistically significant
differences between P24, P48 groups and treatment groups at the same hour.
Histopathologic examination revealed a significant increase Peroxynitrite groups
(P24 and P48) and C regarding tissue damaging scores, and significant decrease

in treatment groups.

In this study, we determined that oleanolic acid could be an effective agent

for the treatment of ALI.

Keywords: Peroxynitrite, ALI, ARDS, Oleanolic Acid



GENEL BILGILER

Akut Akciger Hasari ve Akut Solunum Sikintisi Sendromu

Akut solunum sikintisi sendromu (ARDS), her iki akcigeri de igine alabilen
non-kardiyojenik Ozellikteki diffuz infiltrasyonla karakterize, oksijen tedavisine
cevap vermeyen akut solunum yetmezligi sendromudur34. ARDS akcigerlerin
hava yollari veya dolasim yoluyla etkilendigi ¢ok cesitli nedenlere bagli olarak
(pulmoner ve ekstrapulmoner travmalar) ortaya ¢ikan akut bir klinik tablo olup,
farkh hastaliklara baglh olarak (pnémoni ve ekstrapulmoner sepsis) gelistiginden
hastalik olarak degil sendrom olarak nitelendirilir®-8.

Vietnam savasi sirasinda, hizli midahaleye ve yaralarin uygun sekilde
tedavi edilmesine ragmen, bazi askerler besinci gunden sonra hipoksiden
oluyorlardi. Akciger filmlerinde bilateral masif infiltrasyon goruldugu igin, ilk olarak
“beyaz akcigerler” olarak adlandirilan ve ani gelisen tasikardi, takipne, ciddi
dispne, oksijen tedavisine yanitsiz siyanoz, akciger kompliyansinin kaybi sonucu
askerlerin O0lumune sebep olan bu sendroma 1967 yilinda Ashbaugh ve
arkadaglari, Adult Respiratory Distress Syndrome (Eriskin Solunum Yetmezligi
Sendromu) adini verdiler. Ayni klinik ve radyolojik tablo erigkinlerde
g6zlemlendigi gibi cocuklarda ve hatta yeni dogan bebeklerde de gdzlemlendigi
ortaya c¢ikinca, sendromun erigkinlere 6zgu olmadigi anlagildi ve Acute
Respiratory Distress Syndrome (Akut Solunum Yetmezligi Sendromu) olarak
yeniden adlandirildi’%6:210 ARDS ile es anlamli, ginimuizde kullanilan ve bir
dlclide de karisikhiga neden olan birgok isimlendirme vardir. Ornegin; eriskin
hiyalen membran hastaligi, erigkin solunum yetersizlik sendromu, konjestif
atelektazi, De Nang akcigeri, hemorajik akciger sendromu, sok akcigeri ve
travmatik 1slak akciger gibi. Bununla birlikte kliniklerde gunimuizde en ¢ok

kullanilan isimlendirme ise non-kardiyojenik pulmoner 6demdir'©.

1967 yihinda ilk tanimlandigi ginden bugune kadar taniminda birgok
degisiklikler oldu. 1988 yilinda Murray ve ark. patofizyolojik 6zellikleri de igceren
genisletiimis bir ARDS tanimi yapmistir. Murray skorlama sistemi 4 kriter
icermektedir (Bakiniz Tablo 1). Hipoksi skorlamasi, solunum sistemi kompliyansi
skorlamasi, gogus radyolojisi skorlamasi ve PEEP (Positive End Expiratory

7



Pressure - Ekspirasyon Sonu Pozitif Basing) duzeyi skorlamasidir. Her skorlama
0 ile 4’e kadar ciddiyetle degerlendirilmis, elde edilen deger kriter sayisi olan 4’e
bdlinerek hesaplanmigstir. 0 hasarin olmadigini, 1-2,5 hafif- orta akciger hasarini

ve >2,5 ise ARDS varligini gostermektedir'”.

Tablo 1. ARDS ic¢in kullanilan skorlama sistemi: Lung Injury Score (LIS).

Akciger Rontgen Skoru Hipoksi Skoru

Alveolar konsolidasyon yok 0 PaO,/FiO, > 300 0
1 Kadranda konsolidasyon 1 PaO,/FiO, 225-299 1
2 Kadranda konsolidasyon 2 Pa0,/FiO, 175-224 2
3 Kadranda konsolidasyon 3 PaO,/FiO, 100-174 3
4 Kadranda konsolidasyon 4 PaO,/FiO, <100 4
PEEP ihtiyaci (Ventile Edilirken) Dinamik Akciger Kompliyans (Ventile

Edilirken)

<5 (cmH,0) 0 >80 (ml/ cmH,0) 0
6-8 (cmH,0) 1 60-79 (ml/ cmH,0) 1
9-11  (cmH,0) 2 40-59 (ml/ cmH,0) 2
12-14 (cmH;0) 3 20-39 (ml/ cmH,0) 3
>15 (cmH,0) 4 <19 (ml/ cmH,0) 4

ARDS'li bir hastanin LIS sistemine gore aldigi puanlari toplandiginda 0 puan normal, 0.1-2.5
puan hafif veya orta ARDS, >2.5 siddetli ARDS olarak degerlendirilir

Ayrica, akciger digi organ disfonksiyonunun bulunup bulunmadigi da
belirtilmistir. Puanlama sisteminin bulunmasi ve sistemik bir hastaligin bulunup
bulunmadiginin g6z Onune alinmasi avantaj gibi gorulmesine ragmen,
kardiyojenik pulmoner odemin ayirt edilmesi gibi noktalarin bulunmamasi bir

dezavantaj olarak gorilmustir.

En son olarak 1992°'de gerceklestirilien “The American — European
Consensus Conference on ARDS (Amerika-Avrupa Konsensus Komitesi)”
sonrasinda 1994 yilinda Avrupa-Amerika Yogun Bakim ve Toraks Dernekleri
tarafindan tanimlanmigtir®'2, Bu tanimlamaya gére ALI (Acute Lung Injury: Akut
akciger hasari), ARDS’nin erken safhasi olarak gosterilmektedir (Bakiniz Tablo

2). Bu siniflandirmanin basglica iki yarart ARDS’nin erken ve daha az siddette olan
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safhasinda tedaviye baslanmasinin tedavi basarisini arttirabilmesinin yani sira
erken safhada saptanan laboratuvar ve biyokimya sonuglari sendromun daha iyi

taninmasini saglamaktadiré-8.10.12,

Tablo 2. ALl ve ARDS’nin Tanimi (1994 Amerika-Avrupa Konsensus

Konferansi)

Uygun Klinik ortam ve bir veya birden fazla risk faktoéru

Direk grafide akut gelisen bilateral, diffiiz, yama seklinde veya homojen infiltrasyonlar

Sol ventrikil yetmezliginin klinik bulgulari veya Pulmoner Arter Oklizyon Basinci £ 18mmHg
ALI PaO,/FiO, orani < 40 kPa (300mmHg)

ARDS PaO,/FiO, orani < 26,6 kPa (200mmHg)

ALI, vaskuler gegirgenlik artisiyla seyreden akut ve yaygin akciger
inflamasyonu olmakla birlikte her zaman ARDS’ye donusmesi beklenemez.
ARDS tanimi ALI ile benzer olup en onemli farki hipokseminin daha derin
olmasidir (PaO,/FiO, orani 200 mmHg veya altindadir). ALI ve ARDS’nin
insidansi saptamak farkh tanimlamalar olmasi, etiyolojik varyasyonlar, cografik
varyasyonlar, yetersiz dokimantasyon olmasi ve hastaligin taninmamasi

nedenleri ile zor ve kesin insidansi farklilik gostermektedir'®-12.

1994 yilinda yayinlanan konsensus raporuna gore, iskandinav Ulkelerinde
yapilan ilk epidemiyolojik calismalara gore akut akciger hasari insidansi;
17,9/100.000, ARDS insidansi ise 13,5/100.000 olarak bulunmustur'®. ALl ve
ARDS’nin insidansi 1998’'de ABD’de vyillik 50.000-190.000 vaka olarak
bildirilmigtir. Yapilan calismada ALl insidansi 22-86/100.000 vaka olarak ve
bunlarin %40-43’Gnun ARDS oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada asil olarak erigkin
vakalari icermektedir. ALI/ARDS insidansi pediatrik grupta ise 2-8/100000 vaka

olarak belirtilmistir'4.

2003 yilinda Goss ve ark. 1996-1999 vyillar arasindaki ALl hastalarini
saptamak amaci ile ARDS network bilgi bankasini kullanmiglar ve 64,2/100.000
vakalik bir insidans saptamiglardir'2. 2005 yilinda Rubenfeld ve ark. (Amerika’da)
King County Lung Injury Project (KCLIP) ile ALI/ARDS insidansinin 78.9/100.000

vaka olarak hesaplamistir. 2001-2008 yillari arasinda Li ve ark. Mayo Clinic'te
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yogun bakim hastalarindan 8 yillik bir retrospektif kohort galismasi yayinlamis
olup insidans oraninin yilda 81/100.000 vakadan 38/100.000 vakaya distiginu

saptamiglardir’!.

Avrupa Yogun Bakim Dernegi ve Amerikan Toraks Dernegi ile Yogun
Bakim Dernegi 2011 yilinda Berlin"de ARDS taniminin revizyonu igin
toplanmistir. Yeni tanima Berlin tanimlamasi denir (Bakiniz Tablo 3). Bu tanima
gore; ALI terimi kullaniimamaktadir. Komite ALI'nin uygunsuz kullanildigini ve
yardimci olmadigini dusunuldi ve ARDS’yi hafif (ilimli), orta ve agir olarak
degerlendirdi’® 16,

Tablo 3. ARDS Berlin tanimi

Akut gelisim, respiratuar tablonun bozulmaya baslamasinda itibaren bir hafta olarak,

02 degerlendiriimesinde, PEEP =5 cmH,O olmasi,

Direk grafide en az ¢ kadranin plevral eflizyon, nodil veya atelektazi ile agiklanamayan
bilateral opasite olmasI gerekmektedir.

ARDS oksijenizasyona gore;

PaO,/FiO, (mmHg) insidans Mortalite
Hafif ARDS 201-300 5,6/100.000 %27
Orta ARDS <200 16,3/100.000 %32
Agir ARDS <100 10/100.000 %45

olarak belirtilmistir.

Akut solunum sikintisi sendromu, yuksek oranda mortaliteye neden
olmaktadir. 1967'de Ashbaugh ve arkadaslari 12 hastadan 7’sinin éldugunu
(%58) bildirmistir''. ARDS mortalite orani 1980’lerde  %64-70 iken yeni
caligsmalarda bu oranin %27-45 oldugu bildirilmigtir.

Phua ve ark. 2009 yilinda yaptigi ¢alismaya gore travma hastalarinda
mortalite oranlari nispeten (%10-15) dusukken, en ¢ok sepsis, pnomoni ve
aspirasyonda gozlenmektedir'”.

Yapilan bagka bir ¢alismada sepsis (%43) major travmaya (%11) gore
daha yiiksek mortalite oranina sahiptir'?. Mortaliteyi etkileyen diger faktorler yas,

irk ve cinsiyettir'"12,
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Rubenfeld ve ark. 15-19 yasindaki hastalardaki mortalitenin (%24) 85 ve
Uzeri yastaki hastalardaki mortaliteye (%60) gore anlamli bir sekilde az oldugunu
gostermistir'®. ARDS’den sag kalan hastalarin taburculuk sonrasi 2 yillik
takiplerinde saglikla iliskili yasam kalitesi azalmistir ve fiziksel limitasyonlari
vardir'®. Yakin zamanl bir galismada, taburculuk sonrasi 5. yilda gegcmis ARDS
hastalarinda halen belirgin azalmis 6 dakika ylriime testi saptanmigtir?°. .

Tablo 4. ALI/ARDS Etiyolojisinde Rol Oynayan Hastaliklar ve Etiyolojik

Fakt6r|eri6,7,10,1 1,17,21,22

Primer ARDS Sekonder ARDS
(Pulmoner ARDS, Direk) (Ekstrapulmoner ARDS, indirek)
= Mide igerigi aspirasyonu = Sepsis
=  Pnémoniler =  Sok
= Koroziv madde inhalasyonu = flag intoksikasyonu
= Pulmonel emboli = Yaniklar
= Septik emboli = Kan ve kan Urinleri transflizyonu
= Yag embolisi = Reperfiizyon hasari
= Amniotik sivi embolisi = Akut pankreatit
= Suda bogulma = Go6gus harici ciddi organ travmasi
= Agir gogdus travmasi (akciger = Multiple travmalar
kontlizyonu)

Akut solunum sikintisi sendromunda, akcigerlerin morfolojisi yaygin
alveolar hasar olarak tanimlanmaktadir. ARDS’de ister pulmoner olsun, ister
ekstrapulmoner (Bakiniz Tablo 4) olsun, akcigerlerde olusan patofizyolojik
degisiklikler farkhlik gostermez (Bakiniz Tablo 5 ve 6). Akcigerlerde olusan
hasarin baslamasini takiben, yani klinigin basladigi ilk 24 saat icinde eksudatif
fazi, daha sonraki 7-10 glinlerde de fibroproliferatif faz takip eder®'”.

Eksudatif faz klinik olarak 24-72. saatlerde tespit edilebilir. Hipoksemi
gelisimi, akciger grafisinde infiltrasyonlar ve akciger kompliyansinda azalma ile
karakterizedir. Bunlara alveol i¢ine proteinden zengin sivi kagmasi, hemoraji,
endotelyal ve epitelyal hasar ile sonlanan difftiz nétrofilik alveoler infiltratlar egslik
eder'”1923 Akcigerde, ekstravaskiiler akciger sivisinin (EVLW) artmasi

kompliyansin digmesine, dolayisi ile solunum iginin artmasina neden olur. Daha
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ileri gunlerde akciger Tip 1 ve Tip 2 pnomositlerin dlumud ve apopitozisi sonucu
alveolin doku butinlugu ve surfaktan yapimi bozularak hiyalin membran

formasyonu geligir®.

Subakut ya da proliferatif faz 5. gunde baglar. Proliferatif anormal kollajen
doku istilasi s6z konusudur. Devam eden hipoksemi, artmis 6lu bosluk (> %70-
80), dismiis akciger kompliyansi ile karakterizedir. intertisyel fibrozis ve kapiller
fonksiyonun bozulmasi eslik eder. Bazi hastalarda degisiklikler ¢ozullp iyilesme
gozlenirken, bazi hastalarda ise kronik veya fibrotik faza ilerleme olur (Bakiniz
Tablo 7). Bu faz yaygin pulmoner fibrozis ve akcigerlerin normal yapisinin
kaybina bu da akciger kompliyansinda kétllesme ve Olu boslukta artmaya neden
olur. Bu faz genellikle 14. gin gibi erken dénemde baslayip haftalarca

surebiliré17,

Tablo 5. ARDS patogenezi'®

Tetikleyici
indirekt Direkt
A 4
Noétrofiller doku makrofajlari [ Komplikasyonlar
TNF-a, IL-1R, IL-6, IL-8
PAF, LTB4, TXA2
v
v
Proteazlar Serbest oksijenurtnleri
Elastaz Sliperoksit anyonu

Hidrojen peroksit

[ Alveolo-kapiller Hasar ]

\ 4

[ ARDS ]

12



J

ALVEOL-KAPILLER BARIYER

[

Endotel hasari

(vaskdler limen)

Epitel hasari

(alveoler alan)

Dolasan inflamatuar hicrelerin
etkilesimlerinin degistiriimesi

Mikrovaskuler permeabilite artisi

Tip 1 Bariyer hasari permeabilitede artis, gaz
degisimi bozulur

Tip 2 Anormal surfaktan, kollaps, pulmoner
o6dem, solunum iginin artisi,

hipoksemi

Tablo 6. Alveol-kapiller hasar'©

Tablo 7. ARDS'nin patolojik evreleri'®

Eksudatif

Proliferatif

Fibrotik

Siire

Makroskobik

Vaskiler yapilar

Alveoller

Bazal membran

Alveolar duvar

Alvolar kanallar

interstisyum

Plevra

Odem
Erken < 1 hafta
Sert, kati, hemorajik

Endotel hasari (iliml),
konjesyon, nétrofil
agregasyonu, minimal
trombus

Tip | pnémositlerde
nekroz, inflamatuar
eksudasyon, hiyalin
membranlar, Parsiyel
kollaps

Soyulmus

Odem

Dilate

Volim 1, 6dem

Subplevral iskemik
degisiklikler

Organizasyon (tamir)
Ara dénem
Konsolide, soluk gri

Endotel hasari, intimal
proliferasyon, medial
hipertrofi, trombus

Tip Il pnémositlerde
proliferasyon, fibroblast
invazyonu, fibronektin
artisi, kollojen birikimi

Fibroblast invazyonlu
aralikh yapi

Miyofibroblast
proliferasyonu

Miyofibroblast
proliferasyonu

Volim 11, miyofibroblast
proliferasyonu

Subplevral nekroz

Fibrozis
Geg > 3 hafta

Siingerimsi, Kistik, soluk

Endotel hasari, distorsiyon,

kompresyon, proliferasyon

Fibrozis, mikrokistler

Bozulmus kesilmis

Kalin kollajen

Fibrozis

Volim 111, fibrozis

Subplevral nekroz
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Akut solunum sikintisi sendromu yuksek morbidite, mortalite ve finansal
bedelinden dolayi tedavisi konusunda birgok galisma yapilmistir''-24. ALI/ARDS
tedavinin hedefi akciger hasarini énleme, akciger 6demini azaltma ve doku
oksijenizasyonu surdirmektir'’”. ARDS’de temel tedavi prensipleri su sekilde

siralanabilir;
1. Yeterli doku oksijenizasyonunun saglanmasi,
2. ARDS nedeninin bulunarak ortadan kaldiriimasi,
3. Hastaya metabolik destek saglanmasi,
4. Medikal (farmakolojik) tedavi uygulanmasi,
5. Yogun bakim destegidir'®'".

Bu tedavilerin uygulanmasina ragmen, bazi ALI/ARDS hastalari ciddi
hipoksemiye progrese olabilir ve ek olarak “kurtarma” tedavilere ihtiyag
duyulabilir. ARDS’de tedavi non-farmakolojik ve farmakolojik olarak ikiye
ayrilmaktadir.

Non-Farmakolojik Tedavi

Hipoksik hastalar igin baslangi¢ destek tedavisi, ilave oksijen verilmesidir.
Eger maske ile oksijen vererek uygun oksijenizasyon devam ettirilemezse veya
hasta solunum sikintisi yasamaya devam ederse mekanik ventilasyon (MV)
hayat kurtaricidir®'”.

Mekanik Ventilasyon Tedavisi

Akut solunum sikintisi  sendromunda doku oksijenizasyonunun
arttinimasinda en onemli nokta hastaya optimum oksijen tedavisi ve mekanik
ventilasyon (MV) destedi uygulamaktir'®?®. ARDS’li olgularda MV’nin amaci
yeterli ve istenilen konsantrasyonda oksijen verilebilmesi, PaO2'nin %60’in
uzerinde olmasini saglama, solunum iginin ve solunum kaslarinin oksijen
tuketiminin azaltiimasi, kardiyak output ve doku oksijenizasyonunu ¢ok fazla
etkilemeden kalbe ven6z donusin azaltilmasiyla akciger édeminin bir miktar
indirgenmesi, atelektatik akciger alanlarinin agilarak havalanmasinin saglanmasi
(recruitment) ve yeterli PEEP duzeyleri ile bunlarin ekspiryumda kapanmalarinin

onlenmesidir (derecruitment)'%2627  Bu tedavi yonteminin faydalari oldugu gibi
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komplikasyonlari da vardir. Bunlar klasik olarak yuksek volimden (volotravma)
veya yuksek basingtan (barotravma) kaynaklanan pnomotoraks, bronko-alveoler
fistil gibi makroskopik komplikasyonlardir®?%, ARDS’de volim ylklenimi ve
barotravmadan korunmak amaciyla dusuk tidal volim ventilasyonunun yarari
artik tartismasiz olarak kabul gérmektedir®27-28, Bu gline kadar sag kalima katkisi
oldugu gosterilen tek girisim akciger koruyucu dusuk tidal mekanik
ventilasyondur. Tidal volumin 6-8 mL/kg'in altinda tutulmasina riayet

edilmelidir8:14.27.29

Akut solunum sikintisi sendromu network’un 861 hastasinda yaptigi ¢ok
merkezli randomize kontrolll bir calismada 6 mL/kg tidal volim ile 12 mL/kg tidal
volim karsilastinimis ve dusuk tidal volim grubunda mortalitenin anlamli olarak
daha dusuk oldugu saptanmistir. Ayrica dusuk tidal volum grubundaki hastalarda
ventilatorden ayri olunan ve akciger digi organ yetmezIigi olan gun sayisi daha
fazladir. Hatta bu strateji ALI iligkili inflamatuar yaniti (IL-6 ve IL-8) bile

azaltmistir'2,

Ancak, cok merkezli baska bir galismada, dusuk tidal volim uygulanan ve
plato basinci 30 cmH,O’nun altinda tutulan 549 ARDS’li hastada duguk (ortalama
8 cmH,0) ya da yuksek (ortalama 13 cmH,0O) PEEP uygulanmasinin mortaliteyi

etkilemedigi saptanmistir®.

Ilk defa 1990 yilinda Hickling ve arkadaslar dusiik tidal volim, basing
sinirli  ventilasyon ve permisif hiperkapniyi uygulayarak “lung protective
ventilation” modelini yayinladilar®'. Permisif hiperkapnide PCO, < 100 mmHg, ph
> 7,2’ye kadar musaade edilir. Permisif hiperkapni kontrendikasyonlari yuksek
kafa ici basinci, ciddi pulmoner hipertansiyon ve konvulziyondur. 1995 Amato ve
ark. alternatif “lung protective” model gelistirmisler ve bunu “open lung” modeli
olarak adlandirmiglardir. Open lung modelinde ¢ok kisa sureli ylksek basing
uygulayarak akciger acilmasi saglanirken hemen sonrasinda volUtravmadan
korunma amaciyla dusik tidal volim uygulanirken, akciger acikliginin devam

ettirilmesi igin de yiiksek PEEP uygulanir®?,

Dreyfuss ve arkadaslari, MV’a bagl gelisen ARDS’den ilk bahsedenler
olmuslardir. Ventilator iligkili akciger hasari (Ventilator Induced/Associated Lung

Injury, VILI) olarak tanimlanan bu komplikasyonun, yiksek tidal volum (Vt) ile
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ventile olan hastalarda daha siklikla meydana geldigi ve mortaliteyi yukselttigi
saptanmistir®3. Yiiksek tidal volime bagl olarak, alveol ve kapiller ylizeylerinin
mekanik strese maruz kalmalari sonucu yirtilmalarin meydana geldigi ve

beraberinde inflamatuar yanitin gelistigi disintlmuastir34.

Alveolleri agmanin ve oksijenizasyonu iyilestirmenin standart yontemi
PEEP arttirimasidir®®. PEEP’in oksijenizasyonu dlizeltme mekanizmalari ise
ekspiryum sonunda akcigerlerin volimunu arttirmak, atelektatik alveolleri agmak,
atelektatik alveollerin perfuzyonunu azaltmak, ventilasyon/perfuzyon (V/Q)
oranini duzeltmek, intrapulmoner santi azaltmaktir. Bunlarin sonucunda PEEP
ile fonksiyonel reziduel kapasite artacak, atelektazi engellenecek, alveoldeki
0dem sivisinin interstisyel alana gegisi saglanacak ve surfaktan aktivitesinin
artmasi gibi pozitif etkiler ortaya gikacaktir®®. PEEP tedavisinin birincil amaci
oksijenizasyonu surdurtrken FiO,’yi azaltmaktir. Eger FiO, %40 ve altinda ise
PEEP genellikle gereksizdir. PEEP’in ARDS akcigerinde ortaya g¢ikan etkisi
atelektatik akcigerleri agmaktan ¢ok, agik olan alveolleri agik tutmaya devam
etmektir (Bakiniz Tablo 8). PEEP tedavisinin tasidigi baslica riskler ise kardiyak
outputu dusurmesi, oksijen sunumunda azalma olusturmasi ve barotravma

meydana getirebilmesidird28,

Birgok calismada noéromuskuler blokerler (NMB) ile ARDS hastalarinda
oksijenizasyonda bir artis oldugu gosterilmistir. NMB’ler ayrica akciger koruyucu
MV stratejisinin barotavmayi azaltici etkisine katki yapmaktadir®”,
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“Prone” Pozisyon (Yuzustii Pozisyon)

ik olarak 1994 yilinda hastay: sirtiistl yerine yiizisti yatirarak uygulanan
solutma yontemidir®®. ARDS’de oksijenizasyonu arttirmak igin uygulanir®.
Hastaya ylziikkoyun pozisyonda mekanik ventilasyon tedavisi uygulanir'®. Kalbin
toraks iginde yer degisimini saglayarak ventilasyon-perfuzyon oranini duzenler.
Arteriyel oksijenizasyonu iyilegtirmesine ragmen, mortalite oraninda anlamli bir
azalmaya neden olmamistir'®. Prone pozisyona yanit ARDS’nin erken

dénemlerinde ve sekonder ARDS’de daha iyidir.
Prone pozisyonunun etki mekanizmasi olarak?839,
1- Fonksiyonel respiratuar kapasiteyi arttirmasi,
2- Perfuzyon dagilimini degdistirmesi,
3- Postural drenaj saglamasi,
4 - Diyaframin hareketli bolgesini degistirmesi,
5 - Lenfatik akimi duzeltmesi kabul edilir.

Stocker ve ark.’nin ARDS olgulari serisinde “prone” pozisyonu uygulanan
hastalarin mortalitesinin %12’ye dek geriledigi bildirilmigtir*.

Prone pozisyonu ekip gerektiren gug bir ydontemdir. Hemodinamik durumu
stabil olmayan kisilere uygulanamaz. Multipl travma, sok, gebelik, abdominal
cerrahi, intrakranial basing artisi gibi durumlarda uygulanmasi kontrendikedir.
Endotrakeal tup veya vaskuler kateterin yerinden c¢ikmasi, diyaframa
hareketlerinde kisitlilik, fasiyal kompresyon, retina hasari, venoz staz gibi
komplikasyonlara da yol agmakta ve yuzustu pozisyondaki hastanin bakimiyla

ilgili zorluklar yaganmaktadir®41,
Ekstrakorporeal Yagam Destegi (ECLS)

ilk olarak Hill ve ark. tarafindan 1972'de tarif edilmistir. Amac¢ Akcigerin
istirahate  alinarak toparlanma suresince oksijen aliminin  membran

oksijenasyonu ile saglamaktiré42,

Bu uygulamanin gergeklestiriimesi igin iki ayri teknik tarif edilmistir®.
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1-Ekstrakorporeal membran  oksijenasyonu (ECMO): Akcigerler
yetmezlige girdiginde ve dokularin oksijenizasyonunu yeterli Ol¢ude
saglayamadiginda kullanilan yasam destedi sunan bir tekniktir. ECMO sadece
akut solunum yetmezligi, yeni doganlarda etkili oldugu gosterilmistir*3. Burada
amag oksijenizasyonu arttirmaktir’®. Yapilan gelismelerde erigkinlerde de

avantajlari saptanmigtir43.

2- Ekstrakorporeal CO, removal ( ECCO,R): Dusuk akimli veno-venoz
bypass kullanarak oksijenizasyon yaninda CO, de atilimi saglanir. Yapilan iki
calismada agir ARDS’de yasam oranini %46-66 olarak belirtiimistir. Buna karsilk
ECMO uygulanarak yapilan iki prospektif, randomize ¢alisma kontrol grubuna
kiyasla klinik sonuglarda herhangi bir fark olmadigini géstermistir®2.

Her iki yontem de konvansiyonel tedavinin basarisiz oldugu durumlarda
alternatif olarak uygulanabilir, ancak henuz ¢alismalar sinirli olup rutin tedavide

yer almamaktadir®.
Parsiyel ve Total Likit Ventilasyonu

Akut solunum sikintisi sendromunda uygulanan yeni bir tedavi rejimidir.
Akcigerler renksiz, gaz aligverigini saglayan bir madde olan perflorokarbon ile
doldurularak mekanik ventilasyon uygulanir'®. Perfluorokarbon (PFC) renksiz ve
inert olup, oksijen tagiyabilen, dusuk yuzey gerilimli bir sividir. Bu madde agir
ARDS olgularinda parsiyel ya da total olmak Uzere iki farkli teknikle

uygulanabilir44,

Parsiyel likit ventilasyonunda (LV) akcigerler tidal volum kadar PFC ile
doldurulur ve hasta konvansiyonel mekanik ventilatorlerle havalandirilir. Total
LV’'de ise akcigerler tamamen PFC ile doldurulur ve hasta 6zel mekanik
ventilatorle havalandirihr*4. Alveoler debris ve sekestrasyonlar sivi tarafindan
sekestre edilerek kolaylikla temizlenir. Viskoz karakterdeki bu sivi ayni zamanda

alveolleri agik tutarak kollabe olmasini 6nler®.

Yapilan galismada fizyolojik santin azaldigi, statik akciger kompliyansinin
diizeldigi gosterilmistir®. Ayrica ylzeyler arasi gerilimin azaltiimasi sivinin

surfaktan benzeri etkisi sayesinde olmakta ve alveoler kollapsi 6nlemede bu
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ozelligi de etkin rol oynamaktadir®. Bu yontemin avantaji volUtravma, diffliz

alveoler hasar riskinin disik olmasidir'.

Bu uygulamanin en 6nemli dezavantaji ise sikga goérilen yoJun ve
yapiskan karakterdeki sekresyonlara sekonder gelisen hava yolu tikanikliklaridir.
Bu tikaglarin elimine edilmesinde esas olan acil bronkoskopi sartlarinin

bulunmadigi durumlarda uygulanmamasi ilkesine uyulmalidir®.
Farmakolojik Tedavi
Kortikosteroid Tedavisi

1970°’li yillarda ve 1980’li yillarin baglarinda steroid tedavisi sikga
uygulanirken, 1980’li yillarin sonlarinda ARDS’nin erken ddneminde etkili
olmadigi gosterilmistir*®. Kortikosteroidlerle yapilan calismalarda ARDS’nin
erken fazinda kullaniimasinin minimal veya hig¢ bir yarar saglamadigi yonunde,
buna karsilik ge¢ fazda (baglangigtan 5-10 gun sonra) yani proliferatif fazda
kullaniimasiyla sitokin aktivasyonunu inhibe eden, proinflamatuar sitokinlerin

yapimini artirarak morbitideyi azaltti§i gosterilmistir®’.

Meduri ve arkadaslarinin 2007 yilinda yapmig olduklari ¢alismada ise
erken ciddi ARDS’li hastalara daha disuk dozda metilprednizolon ile tedaviye
baglanmasinin sistemik inflamasyonu baskiladidi, pulmoner ve ekstrapulmoner
organ disfonksiyonunu ve mekanik ventilasyon suresi ile yogun bakim kalg
surelerini azalttig bildirilmistir*®. ilk 72 saat igerisinde hastalara 1 mg/kg/gin
steroid verilmesi ve tedavinin 28 gun sure ile surdurtlmesi onerilmektedir. Erken
steroid tedavisi yogun bakim mortalitesini anlaml dizeyde dusurmekte, hastane
mortalitesindeki dugus ise anlamlilik sinirina yaklagsmaktadir. Bu ¢alismada da

enfeksiyon hizinda artis gosterilmemistir’.

Kortikosteroidlerin ARDS’de kullaniminin planlanmasi 6ncesinde kan,
idrar, balgam ve bronkoalveoler lavaj kulturlerinin negatif oldugu belgelenmeli ya
da gizli bir enfeksiyon olasiliginin dislanmasi gerekmektedir®.

inhale Nitrik Oksit Tedavisi

Nitrik oksit (NO) akcigerlerde L-arjininden NO sentetaz araciligi ile dogal
olarak sentezlenmektedir’. NO akcigerin iyi ventile olan segmentlerine selektif

olarak dagilarak sant fraksiyonunu ve pulmoner Odemi azaltarak lokal
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vazodilatasyon olusumuyla oksijenizasyonun artmasini  saglar*®. inhale
vazodilatatorler kullanimi ile ortalama pulmoner arter basinci dusuralar ve
pulmoner vazokonstriiksiyona bagli gelisen hipoksemi dizeltilir'®. inhale NO
hemoglobin tarafindan hemen baglanarak inaktive oldugu igin sistemik etkisi
gorilmez®. NO inhalasyonunda NO, ve methemoglobin gibi toksik metabolitlerin

artma riski oldugu igin hastalar monitérize edilmelidir'®49,

Erigkin hasta grubunda ise oksijenasyonun iyilesmesi ve pulmoner arter
basincin dusurdlmesi igin gereken NO dozlarinin degisiklik gdsterebilecedi,

ancak ¢ok yiksek NO dozlarinin da oksijenasyonu bozabildigi bildirilmistir”.

Bu wuygulamanin da bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Suarekli
uygulamaya hastanin transportu nedeniyle ara verildiginde yasami tehdit eden

hipoksi ya da sag kalp yetmezligi gelisebilmektedir*®.
Surfaktan Tedavisi

Surfaktan ylzey gerilimini azaltan ve alveoler kollapsi engelleyen, esas
olarak tip 2 alveol hucreleri tarafindan salgilanan bir lipoprotein kompleksidir.
Ayrica, antiinflamatuar ve antibakteriyel 6zellikleri de vardir®®, ARDS’de hem
uretimi azalmistir, hem de mevcut surfaktan inaktive olmaktadir. Ayrica az
miktarda Uretilmekte olan surfaktanin da disfonksiyonel oldugu bilinmektedir. Bu
bilgilerden yola cikilarak ARDS’de surfaktan tedavisinin yararli olabilecegi
distnilmis ve slrfaktan replasman tedavisi uygulanmistir’. Nebiilizator,
bronkoskopi gibi farkli yontemlerle hastalara ekzojen surfaktan replasmani
yapilmistir. Ancak kisa slrede serum proteinleri ve oksidanlar tarafindan inaktive

edildigi icin ylksek dozda ve surekli kullanilmasi gerekmektedir®.

Bir kiiglk calismada, kardiyak cerrahi sonrasi ARDS gelisen hastalarda
erken dénemde intrabronsiyal sirfaktan verilmesinin oksijenasyonu dizelttigi ve
mortaliteyi belirgin olarak azalttigi bildirilmistir®'. Bir bagka calismada cesitli
nedenlere bagli ARDS’si olan 448 hastanin bir kismina standart tedavinin yani
sira 24 saat suUreyle surfaktan verilmigtir. Calisma sonuglarinda bu 24 saat
icerisinde oksijenizasyonda dizelme olmakla beraber mortalite ve mekanik

ventilator bagimlihgr Gzerine herhangi bir etki gosterilememistir®?.
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Oksijenizasyon ve sag kalim Uzerine pozitif etkisini savunan caligmalar

olsa da, bugiin igin ARDS'nin rutin tedavisinde siirfaktanin yeri yoktur'®.

Antioksidan Tedavi

Antioksidan maddelerin ARDS’nin onlenmesinde ve olusan akciger
hasarinin siddetinin azaltiimasinda etkili olduklari gosterilmistir’®. N-asetilsistein
ve prosistein akcigerlerde ve eritrositlerde glutatyon dizeyini yukseltmeleri
nedeniyle faydali olabilecedi dusundlen ajanlardir. Bu amagla yapilan bir
calismada mortalite Uzerine belirgin etkileri gosterilememis olsa da glutatyon
dizeylerini yikselttikleri ve oksijenasyonu olumlu etkiledikleri bildiriimektedir’.

Bugtin igin rutin tedavide uygulaniimamaktadir'©.
B2-adrenerjik Agonistler

B-adrenerjik reseptdr agonistler, apikal Na kanallari ve bazolateral
membrandaki Na-K-ATPaz pompalarindan aktif Na transportunu saglayarak,
odem sivisi klerensini artirmaktadir. Ayrica vaskuler yatagin gecirgenligini
azaltirlar. Surfaktan sentezini artirdiklari ve bazi antiinflamatuar etkileri oldugu
dusundlmektedir. ARDS’li hastalarda da solunum sistemi direncini, hava yolu ve
alveoler basinglari dusurdukleri, bu nedenle de barotravma ve alveoler hasar
riskini azaltabilecekleri gosterilmigtir. Kritik hastalarda gosterilmis ciddi yan
etkileri yoktur. Bu nedenlerle B2-adrenerjik reseptor agonistlerinin  ARDS
tedavisinde kullaniminin faydali olabilecegi dusunulmektedir. Ancak mortalite

Uzerine olumlu etkilerini gdsteren caligma yoktur’.
3-Hidroksi-3-Metil-Glutaril Koenzim A (HMGCoA) Rediiktaz inhibitérleri

HMG-CoA reduktaz inhibitorleri glgli kan kolesterol ve lipid duzeylerini
dUsurtcl etkileri olan ajanlardir. Ancak yapilan galismalarda aterosklerozda
mortaliteyi azaltici etkilerinin, sadece lipid duzeylerini dusurtctu etkileri ile
aciklanamayacak boyutta oldugu go6zlenmistir. Yapilan incelemelerde bu
ajanlarin antiinflamatuar, immunmodaulatuar, endotel disfonksiyonunu dizeltici ve
ayrica prokoagulan aktivite ve trombosit fonksiyonlari UGzerine etkileri de oldugu

gosterilmistir’.
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Hemodinamik Destek Tedavisi, Sivi Rejimi ve Beslenme

Akut solunum sikintisi sendromunda hastalar yogun bakim unitesinde
takip edilir ve yogun bakim unitesinde takip sirasinda hastalarda birtakim
komplikasyonlar ortaya ¢ikabilir'®. Hastalarin organ fonksiyonlarini en iyi diizeyde
koruyabilmek icin diger yogun bakim hastalarinda oldugu gibi gereken destek
tedaviler planlanmalidir. Bu hastalarda sivi tedavisi dikkatli planlanmalidir’. Her
ne kadar sivi kisitlamasi ve akciger 6deminin azaltilarak oksijenizasyonun
dizeltiimesinin  ARDS’li olgularda yararli oldugu gosteriimigse de sivi
kisittamasinin kardiyak outputu dusurdigu ve organlarin perfuzyonu ile

oksijenizasyonunu azalttigini bilinmektedir®3.

Yapilmig olan galismalarda sivi kisittamasinin ve diuretik kullaniminin
oksijenasyon ve mekanik ventilator suresi Uzerine olumlu etkileri oldugu
bildiriimektedir. Bir calismanin sonucunda, hipoalbuminemik ARDS’li hastalara
albumin ile furosemid verilmesinin oksijenasyonu ve organ yetmezIigi geligimini
olumlu yonde etkiledigi, hemodinamik stabilitenin daha kolay saglandigi
bildirilmigtir. Ancak bu esnada ekstrapulmoner organlarin perfizyonlarinin

korundugundan emin olunmalidir®.

Akut solunum sikintisi sendromlu olgularda herhangi bir kontrendikasyon
mevcut degilse enteral beslenme tercih edilmelidir®'®. Immdin ndtrisyon,
inflamatuar mediatorlerin  saliniminda modifikasyon saglayarak inflamatuar
hasarin onlenmeye caligilmasi igin kullanilan bir ydontemdir. Hayvanlarda yapilan
calismalarda omega-3 yag asitleri ile zenginlestiriimis beslenme ile akcigerlerdeki

inflamasyonun daha az oldugu goralmistirs®.

Gadek ve ark.’nin yaptigi calismada da balik yagi, gama-linolenik asit ve
antioksidanlardan zengin bir solisyonla hastalarda oksijenizasyonun duzelerek,
mekanik ventilator destegi suresini azalttigi ve multiorgan yetmezlik insidansinda
dahi disme yarattiginin gosterilmesine karsin mortalite oranina etkimedigi

saptanmistir®®.

ALI/ARDS’de Gen Tedavisi

Akciger hasari sonrasi epitelyal hasar tip 1 ve tip 2 alveoler hiicrelerde
apopitozis ve nekroz ile karakterizedir. Epitelyal hasar artmig permeabilite ile

iligkili alveoler ©odem formasyonuna, hava bosluklarinin notrofillerce
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infiltrasyonuna neden olur. Akut eksudatif faz sonrasinda 6demin temizlenmesi
ve tip 1 alveoler epitelyal hicrelerin tip 2’ye diferansiyasyonu akciger hasarinin
rezolUsyonuna yol agar. Anormal doku onarimi, doku hasarinin ciddiyetine gore
ekstrasellller matriks depozisyonu ve fibrozise yol acar. Akut eksudatif fazda
ventilasyon- perfuzyon uyumsuzluguna alveoler sivi artigi ve tam olmayan
klerensi neden olur ve ARDS hastasinda hipoksiye neden olur. Bu akcigeri kuru

tutmak igin birgok galisma yapilmasina neden olmustur?®.

Apoptozis

Organizma surekli bir denge icindedir. Yeni huicreler sentez edilirken, var
olan hdcrelerin bir kismi hlicre 6lumu ile ortadan kaldirilmakta ve bdylece denge
korunmaktadir. Hlcre 6lumunun apoptozis ve nekroz olmak uzere iki tipi vardir
(Bakiniz Sekil1). Her ikisinde de duzenli olarak birbirini izleyen biyokimyasal ve

morfolojik olaylar sonucu hicre 6lim{ meydana gelir®’.
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Sekil 1. Hicre oluma tipleri

Apoptozis Eski Yunanca’ da “ayri dugsme” anlamina gelen, programli huicre
olumidirs”5%-61, Cogunlukla apoptozis, hiicre intihari ile ayni anlama gelir®2,
Apoptozis hlcre proliferasyonu ile 6lumua arasindaki dengeyi dizenleyen hicre
Sluminin senkronize ve selektif bir taridré®3. Hicreler arasi iligkilerin geregi
olarak gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlari bozulan hucrelerin, gevreye zarar

vermeden programli olarak 6limiduré* (Bakiniz Sekil 2). Hiicre proliferasyonu
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nasil mitozla belirlenmekte ise belirli bir dokuda olmasi gereken hicre sayisi da
apopitozis ile belirlenmektedir. Apoptozis ve mitoz dokularda surekli bir denge

halindedir®’.

Sekil 2. Apoptozis

Nekrozda ise hucre siser, organeller ¢ozunur, plazma membrani yirtilir.
Sitoplazma materyal hucre digina gecgerek inflamasyona neden olur. Apoptozis
sirasinda ise plazma membrani yirtilir. Apoptozisin olugsmasi igin yuksek ATP
dizeylerine ihtiyac vardir. Hicredeki ATP miktari hiicre 6limundn nekroz ile mi
apoptozis ile mi gelisecegini belirler. Eger hicre ciddi olarak yaralanirsa
apoptozis igin gerekli ATP’yi saglayamayacak ve nekroz yoluna gidecektir®’.
Apoptozis ve nekroz arasindaki farkliliklar Tablo 9’da verilmistir.

Isik mikroskobunun ve yeni boya tekniklerinin kesfiyle 1920 yilinda hicre
olumdayle ilgili ilk bilgiler ortaya ¢ikmis ve ilk olarak nekroz tanimlanmigtiré.

Programlanmis hicre olima terim olarak ilk kez 1965 yilinda kullaniimigtir.

Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslari tarafindan
kullaniimigtir. Kerr, o6len hucrelerin ¢ekirdeklerinde yogunlasmis kromatin
parcalari gozlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark ederek bu olayi

blziusme nekrozu olarak adlandirmistir.
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Tablo 9. Apoptozis ve nekroz arasindaki farklliklar

Ozellikler Apoptozis Nekroz

Stimulus Fizyolojik Patolojik (hasar)

Olusumu Tek tek hicrelerde Hucre gruplarinda

Geriye déniis Olmaz Olabilir

Nedenler Fizyolojik / Patolojik Her zaman patolojik

ATP gereksinimi Vardir Yoktur

Hticreler arasinda ve bazal Erken dénemde kaybolur Geg dénemde kaybolur

membrana olan

adezyonlar

Sitoplazmik organeller Geg dénemde siser Erken donemde siser

Lizozomal enzim salinimi Yoktur Vardir

Niikleus Parcalanir (karyoreksis) Ortadan kaybolur

(karyolizis)

Niiklear kromatin Birbirine benzeyen yodun Sinirlari belirsiz bir sekilde
kitleler halinde bir araya kimelenir
toplanir

DNA pargalanmasi interniikleozomal Rastgele

Hticre Apoptotik cisimler olusturur Siser ve ge¢ dénemde

pargalanir

Diger hiicreler tarafindan Vardir Yoktur

fagositoz

Eksudatif inflamasyon Yoktur Vardir

Mekanizma Makromolekil sentezini Kimyasal ya da yapisal
gerektiren aktif hiicresel parcalanma
yikim

Skar olusumu Yoktur Vardir

Cohen 1993 yilinda yaptigi ¢alismada ylksek doz steroid uygulanmasi
sonrasi timus hudcrelerinin direk apoptozisi se¢cmedigini, hicre dlumune neden
olacak genleri olusturarak hucreleri apoptozise yonlendirdigini bildirmigtir.
Bdylece apoptozisin genler tarafindan dizenlenen bir hicre 6lim sekli oldugu

gosterilmistir®’.

Apoptozis, hicresel 6lume giden molekuler olaylar serisinin aktivasyonunu
da igeren regule bir sliregtir®>. Apoptozis, birgok saglikli erigskin dokuda hiicre
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dongusunde rol alir ve normal gelisimde hucrelerin fokal eliminasyonundan
sorumludur®®, Normal dokularda homeostazin saglanmasi ve immin sistemin
gelisimde pivot rol oynar, kiiglik bir doku hasari ile birgok hiicre temizlenebilirt6.67.
Apoptozisin basarisiz olmasi durumunda genellikle malignensilerin gelisecegi
dusundlmektedir ve apoptozisin induklenmesi kanser tedavisi igin ilgi goren bir

durumdurs9.67,

Apoptozis birgok 6nemli fizyolojik ve patolojik olayda programlanmis hticre

oliminden sorumludur:

1. implantasyon, organogenezis ve embriyogenezis siresinde hiicrelerin
planlanmis yikimi

2. Menstruel siklus suresinde endometriyumda veya sutten kestikten
sonra memede oldugu gibi hormona bagimli fizyolojik invollisyonlar ya
da kastrastyondan sonra prostatta oldugu gibi patolojik atrofi

3. Barsak hicre kriptleri gibi hizi  ¢ogalan huicrelerde hicre
deseslerasyonlari veya tumarlerde hicre dluma

4. Timusta otoreaktif T hucre delesyonlari, sitokinden yoksun lenfositlerin
hicre 6limu veya sitotoksik T hucreler tarafindan olusturulan hicre

olimudare?.

Apoptozisin kanitlanmis 2 yolu vardir (Sekil 3). Olim reseptérii yolu
(ekstrinsik yol) ve mitokondriyal yol (intrinsik yol). Her 2 yolda ayni efektor
kaspazlar ve apoptozis efektor molekulleri aktive ederler. Her 2 yolda ayni (strese
ugrayan hucrelerin eliminasyonu) sonugla bitse de, olusum mekanizmalari

farklidir65.67.68

Ekstrinsik yol olum reseptorlerinde intrasellller sinyal komplekslerinin
olusmasini saglayan eksternal sinyallerle saglanir. Bu tip apoptozis tipik olarak

immun yanitlarda aktive olur.

ikinci yol intrinsik yoldur ve bu ultraviyole iginlar, gamma radyasyon veya
kemoterapétik ajanlarla DNA hasari olusmasi ve buyume hormon eksikligi gibi
birgcok farkli sinyal ile aktive olur®”. Mitokondriyal (intrinsik) yol esas olarak
proapoptotik proteinler (Bax ve Bid gibi) ve anti-apoptotik proteinler (Bcl-2 ve Bcl-

xL gibi) proteinlerin dengesi ile regiile edilir®>. Apoptozis sitoplazma ve niikleusun

27



yogunlagsmasi ile birlikte DNA’ nin pargalanmasina yol agar. Son basamakta bu
fragmente apoptotik cisimler inflamasyon olugsmadan fagosite edilirler>®°.

Extrinsic Intrinsic
Cytochrome C

Fas | Bax,Bak |

\ Mitochondria
Cell injury

1 B s s . DNA damage
Caspase 9 :/
Bcl2-, Bcl-XL i p

aspase 8 ‘
Sensore
(apoptosis activaor)
| DNA Fragmentation | Q
Nucleus N/ " | Caspase

@'X_{UL AXU/]TJ '3v '6| '7
1

Sekil 3. Apoptozis yollarinin gsematik gosterimi

Peroksinitrit

Peroksinitrit, formiili ONOO olan bir anyondur’® (Bakiniz Sekil 4). Birgok
hastalikta hicre 6lumu ve doku hasari ile iligkili olan ve her ikisi de serbest radikal
olan nitrik oksit (NO) ile superoksit anyonlarinin reaksiyonundan olusan yuksek
reaktif bir oksidandir’®71.72,

O, +NO — ONOO

o

Sekil 4. Peroksinitrit anyonunun yapisi

Bu normal bireylerde in vivo olusan bir durumdur. Fizyolojik kosullarda
peroksinitrit Gretimi dugsUktir ve oksidatif hasar olusumu endojen antioksidan
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savunmalarla minimize edilmistir’>73. Dugslk miktarlarda hasara neden olmaz
iken, ylUksek miktarlarda doku hasarina neden olabilir2. Nitrik oksit ve
superoksitin arttigi patolojik durumlarda peroksinitrit Gretimi de artacaktir. Nitrik
oksit ve superoksitteki 10 kat artis peroksinitritte yaklasik 100 kat artisa neden
olmaktadir’3. Her ikisi de serbest radikaller olmasina ragmen peroksinitrit her iki
ana molekulinden daha reaktif ve sitotoksiktir’'-73, inflamatuar hiicreler, 6zellikle
makrofajlar her iki ana molekulinin de kaynagdi olmasindan dolayi peroksinitrit
olusumuna katkida bulunurlar®. inflamatuar olaylarin degisik patofizyolojik
sureglerinde nitrik oksit agiri salinimi gézlenir. indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) ile Uretilen fazla miktarda nitrik oksit superoksit radikalleri ile reaksiyona
girerek bu toksik maddenin asir Uretimini saglarlar. Birgok ¢alismada bu olusan
peroksinitritin nitrik oksitin asiri sentezinin istenmeyen etkilerinden sorumiu
oldugu bildirilmistir’4. Peroksinitrit; astim, mesleki akciger hastaliklari, sirfaktan
hasari, sigara igimine bagl akciger hastaliklari ve ARDS gibi akciger

hastaliklarinin da patogenezinde rol oynamaktadir’?.

Peroksinitrit, ylksek reaktif anyon olmasi sayesinde lipidler ve proteinler
gibi hucre komponentleri ile kolayca reaksiyona girebilir ve oksidan etkisi ile
hicrelerdeki birgok molekilt (DNA, lipidler, proteinler, vb.) okside ederek hasar
verebilir’®7275_ Bu reaksiyonlar bozulmus hiicre fonksiyonlari ve bozulmus hiicre
balansina neden olur’2. Peroksinitritin yari 6mriniin kisa (yaklasik 10 - 20 ms)
olmasina ragmen bu sure 1 — 2 hicre ¢api kadar biyolojik membranlari gegmesi
icin yeterlidir. Peroksinitrit bagiml sitotoksisitenin buyuk kismi membranlarda
lipid peroksidasyonu yapmasina baghdir’®. Membran lipidlerinin, doku
sulfidrillerinin oksidasyonu dokularin membran sodyum kanallarinda hasara yol
acar’2. Peroksinitritin oksidatif hasari hicre membrani ile sinirl kalmaz.
Peroksinitrit DNA’ daki guanin rezidulerini okside ederek nitroguanine gevirir ve
bdylece DNA hizlica depdurine olur. Bunun sonucunda poli ADP riboziltransferaz
aktive olur ve makrofajlar, noronlar ve duz kas hucresinde tamir siklusunu
baglatir. Bunu hucre enerjisinin tukenmesi ve hiucre olumu izler. Peroksinitrit
birgok proteini de nitratlayarak fizyolojik hticresel fonksiyonlari bozar ve hicreyi
apoptozise surikler’®. Ayni zamanda peroksinitritin mitokondriyal kalsiyum asiri

yiklenmesi ve hiicre 6limine neden oldugu bildirilmistir’2. Peroksinitrit ile hiicre
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hasari bir kez baslayip tamir olasihigi yok ise hucrede 2 farkli 6lum tipini

(apoptozis ve nekroz) ve doku hasarini tetikler’!-73.

Peroksinitritin inflamatuar kaskadin pargasi olmasi gibi, peroksinitrit
uygulanmasinin kendisi de ayrica bir inflamatuar yaniti tetikleyebilir’2. Yapilan
deneysel calismalarda peroksinitritin intratrakeal uygulanmasinin ciddi solunum
yolu epiteli ve diiz kasi hiicre hasari yaptigi gosterilmistir’>?”. Peroksinitritin
intratrakeal uygulanmasinin havayolu epitelinde inflamatuar ve dejeneratif

degisikliklere neden oldugu gosterilmigtir’.
Oleanolik Asit

Dogal bulunan bilesikler, ilag endustrisi igin dnemli kaynaklardir’®. Dogal
ilaglarin  birgok hastaliktan korunma ve tedavide kullanilabilecegi fark
edilmistir’®80,  Bitkilerden izole edilen dogal bilesenler birgok hastaligin
tedavisinde sentetik olan molekullere kargi daha az yan etkileri olmasi nedeni ile
daha c¢ok ilgi gérmektedir®!. Oleanolik asit, 120’den fazla bitkinin yaprak veya
kokunden izole edilebilen ve gida maddelerinde dogal olarak bulunan bir
triterpenoiddir’®88. Oleanolik asitin kimyasal adi 3-R-hidroxi-olea-12-en-28-oic

asittir8185, Oleanolik asitin yapisi Sekil 5'te verilmistir.

Sekil 5. Oleanolik Asit

Triterpenoid ve steroidlerin biyosentezindeki ana prekursor skualen olarak
kabul edilir (Price ve ark, 1987). Triterpenoidlerinde steroidler gibi birgok biyolojik

etkileri mevcuttur. Bu nedenle triterpenoidlere olan ilgi bliylimektedir.

Oleanolik asit, 20 yildan fazla suredir Cin’ de kimyasal nedenlere bagli

karaciger fibrozisi, kronik karaciger fibrozisi ve siroz gibi karaciger
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rahatsizliklarinda hepatoprotektif olarak kullaniimaktadir®”-8%, Hepatoprotektif
etkisinin yaninda alternatif tipta oleanolik asit igeren bitkiler antiinflamatuar,
hepatoprotektif, analjezi, kardiyotonik, sedatif ve tonik etkileri nedeni ile
kullaniimaktadir. Bu terapotik etkilerin ¢ogu guncel bilimsel arastirmalarla

dogrulanmigtir®.

Oleanolik asitin anti bakteriyel, anti parazitik, anti osteoporotik, antifertilite,
anti hipertansif, anti hiperlipidemik, anti diyabetik (Teodoro ve ark, 2008; Wang
ve ark, 2010), anti mutajenik (Resende ve ark, 2006), immunomodulatuar, anti
inflamatuar (Ruben ve ark, 2010; Santos ve ark, 2011), gastro ve hepatoprotektif,
antiviral, anti timdral (Liu ve ark, 1995), anti HIV, anti oksidan (Ovesna ve ark,
2006; Wang ve ark, 2010) etkileri gosterilmigtir’®.84-86.88-94 Calismalar oleanolik
asitin kolon kanseri (Janakriam ve ark, 2008), meme kanseri (Chu ve ark, 2010),
karaciger kanseri (Yan ve ark, 2010), akciger kanseri (Feng ve ark, 2011),
osteosarkom hucreleri (Zhou ve ark, 2011), insan I6semi hucreleri (Zhang ve ark,
2007), ve insan melanoma htcreleri (Praheeshkumar ve Kuttan, 2011) gibi birgok
tumor hacrelerinde proliferasyonu inhibe edip, apopitozisi indukledigi
gosterilmistir®3.88,

Oleanolik asit hicre siklusunu durdurarak (Zhang ve ark, 2007; Shyu ve
ark, 2010; Pratheeshkumar ve Kuttan, 2011; Zhou ve ark, 2011), hiicre adezyonu
(Yan ve ark, 2010) ve cyclin D1 ve ICAM1 in down regulasyonu, mitokondriyal
membran potansiyelinin (MMP) kaybi ve sitokrom C salinimi ile iligkili
mitokondrial degisiklikleri reglle ederek (Shyu ve ark, 2010; Yan ve ark, 2010)
proliferasyonu inhibe edip, apopitozisi indukler.

Ek olarak, oleanolik asit apopitozisi ayrica kaspaz (Zhang ve ark, 2007;
Shyu ve ark, 2010; Pratheeshkumar ve Kuttan, 2011; Zhou ve ark, 2011), Bcl-2
ailesi (Shyu ve ark, 2010; Feng ve ark, 2011; Pratheeshkumar ve Kuttan, 2011),
p-Akt (Zhou ve ark, 2011), p53 (Pratheeshkumar ve Kuttan, 2011) ve NF-kB
(Shyu ve ark, 2010; Pratheeshkumar ve Kuttan, 2011) gibi apopitozis iligkili

proteinlerin salinimini diizenleyerek indiiklerss.

Oleanolik asitin antiinflamatuar etkisi ilk olarak 1960’larda bildirilmigtir.
Gupta ve ark. (1969) karajenenle indUklenen rat penge 6demi ve formaldehit ile

induklenen artritte oleanolik asitin antiinflamatuar 6zelligini bildirmislerdir. Sonraki
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calismalar ile oleanolik asitin antiinflamatuar etkisi teyit edilmistir (Takayi ve ark,
1980; Dai ve ark, 1989; Singh ve ark, 1992).

Takayi ve ark. ve Sigh ve ark. oleanolik asitin oral uygulanmasinin

subkutan veya intraperitoneal enjeksiyon kadar etkin olmadigini gostermislerdir.

Dai ve ark. 1989’ da yaptiklari ¢calismada oleanolik asit 6n tedavisinin

ratlarda histaminle induklenen vaskuler permeabilite artigsini %50 civarinda

azalttigini saptamiglardir. Gine domuzlarinda Forssman kutan6z vaskduliti ve

ratlarda aktif Arthus reaksiyonu gibi alerjik yanitlarin da oleanolik asit 6n tedavisi

ile dnlenebildigini gdstermislerdir. Dai ve ark. ayrica topikal dinitroklorobenzen

uygulamasi ile olusan ge¢ hipersensitivite yanitinin da oleanolik asit ile

baskilandigini belirtmiglerdir.

Oleanolik asitin antiinflamatuar etkileri su mekanizmalarla iligkilidir:

1.

Mast hucrelerinden histamin saliniminin inhibisyonu (Dai ve ark, 1989;
Rajasekaran ve ark, 1990; Tsuruga ve ark, 1991; Balanehru ve

Nagarajan, 1994)

. Lipooksijenaz ve siklooksijenaz aktivitenin inhibisyonu ile (Simon ve

ark, 1992; Najid ve ark, 1992) arasidonik asit kaskadinda bazi
inflamatuar faktorlerin sentezini azaltarak

Romatolojik hastaliklardaki inflamatuar olaylarda rol aldigi disinulen
elastaz inhibisyonu ile (Ying ve ark, 1991)

Muhtemelen klasik kompleman yolunda Cs-konvertaz inhibisyonu
yaparak kompleman aktivasyon inhibisyonu ile (Kapil ve ark, 1994)85
Nrf2’ yi uyararak oksidan stresten korudugu gibi, proinflamatuar
sitokinlerin Uretimi ve aktivitesinin duzenlenmesi ve enzimatik
antioksidan savunmayi saglamasi ile (Nataraju ve ark, 2009; Martin ve
ark, 2010; Takada ve ark, 2010)%!

Oleanolik asit, INOS inhibisyonu ile nitrit olusumunu, ALI patogenezine

katki saglayan asin nitrik oksit yapilimini onleyerek oksidatif strese kargi

koruyabilir®!:%5,

Ayrica ge¢mis calismalarda oleanolik asitin apoptozisi indukleyerek

kanser

hicrelerinde 6lime neden olabilecedi gosterilmistir®®. Yapilan
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calismalarda oleanolik asitin insan I6kemi hucrelerinde ve pankreas kanseri

hlcrelerinde gogalmaya belirgin inhibisyon yaptigi gézlenmistire.6,

Oleanolik asit rolatif olarak non toksiktir3®1:°7. Bu nedenle kozmetik ve
saglik Uriinlerinde kullaniimaktadir®”. Ratlarda oleanolik asitin tek doz subkutan
injeksiyonu (1gr/kg) sonrasi 5 gunde hi¢ mortalite gézlenmemistir (Hunan Med
Inst., 1975; Singh ve ark, 1992). Oleanolik asitin per oral 180 mg/kg 10 gun
tekrarlayan uygulanmasi sonrasi, beyin, kalp, akciger, karaciger, bobrek, tiroid,
testis, mide, dalak ve bagirsaklarda herhangi bir anormallik saptanmamigtir
(Hunan Med Inst., 1977). Yetmis vakalik bir klinik calismada akut hepatit icin
oleanolik asit (60-90 mg/gun) 30 gun kullaniminin terapétik olarak etkili ve yan
etkisiz oldugu gosterilmistir. Kronik hepatitli 188 vakalik bir calismada uzun sure

(>3 ay) oleanolik asit kullaniminin giivenli oldugu gdsterilmistir®S.
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MATERYAL VE METOD

Bu calisma icin T.C. Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (HADYEK) onayi alinmigtir (17/01/2013 tarih ve 2013/04 sayili izin).
Calisma Mersin Universitesi Deneysel Arastirma ve Hayvan Laboratuvarinda
gergeklestirildi. Calismada Mersin Universitesi Deneysel Arastirma ve Hayvan
Deneyleri Laboratuvar’'ndan temin edilen, agirliklari 180 - 200 gram arasinda
degisen, toplam 70 adet, disi Wistar Albino rat kullanildi. Ratlar standart
beslenme ve barinma kogullari altinda tutularak, tum ilag uygulamalari ve
sakrifikasyon Mersin Universitesi Deneysel Arastrma ve Hayvan Deneyleri
Laboratuvar’'nda yapildi.

Calisma Gruplari

Ratlar, her grupta on rat olacak sekilde yedi gruba ayrildi. Gruplar, Kontrol
grubu (K), Peroksinitrit 24. saat grubu (P24), Peroksinitrit ve bronkoalveolar
lavajla oleanolik asit 24. saat grubu (POB24), Peroksinitrit ve intraperitoneal
oleanolik asit 24. saat grubu (POIi24), Peroksinitrit 48. saat grubu (P48),
Peroksinitrit ve bronkoalveolar lavajla oleanolik asit 48. saat grubu (POB48) ve
Peroksinitrit ve intraperitoneal oleanolik asit 48. saat grubu (POI48) olarak
belirlendi. Ratlara cerrahi girisimler ve ilag uygulamalari dncesinde 100 mg/kg
intraperitoneal ketamin enjeksiyonu ile anestezi uygulandi.

Kontrol grubundaki ratlara herhangi bir islem uygulanmaksizin 100 mg/kg
intraperitoneal ketamin enjeksiyonu ile anestezi verildi. Abdominal kaviteleri
acllarak vena cava inferiordan ponksiyon ile biyokimyasal inceleme icin kan
ornegdi alinarak ratlar sakrifiye edildi. Toraks boslugu ve boyun bdlgeleri agilarak
sag akciger alt lobu ve trakea eksize edilerek histopatolojik inceleme amaci ile
ayrildi.

Diger butun gruplardaki ratlara 100 mg/kg intraperitoneal ketamin
enjeksiyonu ile anestezi verilmesini takiben boyun bdlgesi acilarak trakea
serbestlendi ve 0,5 ml hacimde 10 mM intratrakeal enjeksiyon ile peroksinitrit
uygulandi. Boyun bdlgesindeki cilt ve cilt alti dokular suture edildi.

Peroksinitrit gruplarinda, igslemden 24 saat sonra P24 grubu ve 48 saat
sonra P48 grubu ratlara tekrar 100 mg/kg intraperitoneal ketamin enjeksiyonu ile
anestezi verildi. Abdominal kaviteleri agilarak vena cava inferiordan ponksiyon ile

biyokimyasal inceleme igin kan ornegdi alinarak ratlar sakrifiye edildi. Toraks
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boslugu ve boyun bolgeleri agilarak sag akciger alt lobu ve trakea eksize edilerek
histopatolojik inceleme amaci ile ayrildi.

Bronkoalveolar lavajla oleanolik asit verilen peroksinitrit uygulanmasini
takiben intratrakeal 5 mg/kg oleanolik asit uygulandi. Ratlar gruplarina gére 24.
ve 48. saatlerde kan ve doku ornekleri alinmasini takiben sakrifiye edildi.

Intraperitoneal oleanolik asit grubunda ise peroksinitrit uygulanmasini
takiben intraperitoneal 10 mg/kg oleanolik asit uygulandi. Ratlar gruplarina gore
24. ve 48. saatlerde kan ve doku 6rnekleri alinmasini takiben sakrifiye edildi.
Kimyasallar

Oleanolik asit (297) ve peroksinitrit (290), Sigma - Aldrich kimyasal
Fabrikasindan (St. Louis, MO) satin alindi.

Biyokimyasal Analiz
Orneklerin Alinmasi ve Saklanmasi

iceriksiz biyokimya tliplerine alinan galisma gruplarina ait venéz kan
ornekleri, 10 dakika bekletildikten sonra 3000 rpom’de 10 dakika santriflij edilerek
serumlari ayrildi ve daha sonra calisiimak Uzere - 80°C’de saklandi. Calisma
gununde serum Ornekleri, oda isisina gelene kadar bekletildikten sonra analiz
edildi.

Biyokimyasal Parametreler

IL-10 dizeyi eBioscience Rat IL-10 Platinum ELISA (eBioscience
company, San Diego, CA, Katalog No: BMS629, Lot: 92553013), IL-4 dUzeyi
eBioscience Rat IL-4 Platinum ELISA (eBioscience company, San Diego, CA,
Katalog No: BMS628, Lot: 94252011), TNF-a dlizeyi eBioscience Rat TNF-a
dizeyi Platinum ELISA (eBioscience company, San Diego, CA, Katalog No:
BMS622, Lot: 93556038) ve IL-1B3 dlzeyi (eBioscience company, San Diego,
CA, Katalog No: BMS630, Lot: 94640015) elisa kitleri kullanilarak DSX™ Four-
Plate Automated ELISA Processing System mikroELISA cihazinda olguldd.
Standartlarin absorbanslari ve konsantrasyonlari ile olusturulan egriye goére
orneklerin igerdigindeki miktarlar hesaplandi.

TBARS Tayini

Serum MDA dizeyi TBARS Assay Kit (Katalog No:10009055, Lot:
0449411 Cayman Chemical Company Michigan 48108, USA ) kullanilarak tayin
edildi.
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Calisma prensibi: Lipit peroksidasyonu sonucunda sekonder bir Grin olarak
olusan MDA'nin aerobik sartlarda, pH 3,4’te tiyobarbiturik asit (TBA) ile 95°C’deki
su banyosunda (Memmert WNB 22, L510.0905, Germany) inklibasyonu sonucu
olusan pembe renkli kompleksin, 532 nm’deki absorbans degerinin elisa
cihazinda (Thermo scientific, MULTISCAN GO 1510-01012, USA) dlgumu
esasina dayanmaktadir.

Patolojik inceleme

Yetmis iki olguya ait akciger ve trakea orneklerine, %10 luk formalinde 1
gun fikse edildikten sonra standart dehidratasyon ve parafine gdomme islemleri
uygulandi. Hemotoksilen eosin (H-E) ile boyali kesitler standart tekniklerle
hazirlandi. Ayrica immunohistokimyasal boyama islemi igin 4 mikrometrelik
kesitler alindi. imminohistokimyasal boyama igin Factor VIII antikoru (diliisyon
1/100), VEGFR2 antikoru (dilisyon 1/100), iNOS antikoru (dilisyon 1/100), ve In
Situ Apoptosis Detection Kitleri kullanildi. Kesitler, adhezivli lama alinarak, 37
santigrad derecede 1 gece bekletildilten sonra ksilolde 5 dakika, absolu alkolde
3 dakika ve sirasiyla %96-80-70 alkolde Uger dakika bekletildi. Daha sonra
sogumaya birakilan preparatlar, oda isisina gelince distile suda 5 dakika
bekletildi. PBS’ de 5 dakika bekletilen preperatlar, %3 H,O, de 20 dakika
bekletildi. Yine PBS’ de 10 dakika ve sonrasinda Bovin Serum Albuminde
yikanan preperatlara dilie edilmis primer antikorlar damlatildi. PBS’ de 2 defa 5
dakika yikandi ve Sekonder antikor ile 20 dakika bekletildi. Yine PBS’ de 2 defa
5 dakika yikanan preperatlara Streptavidin Peroksidaz uygulandi ve 20 dakika
bekletildi. PBS’ de 2 defa 5 dakika bekletildikten sonra AEC kromojen damlatildi.
PBS’ de 2 defa yikandiktan sonra Mayer Hematoksilende 3-5 dakika boyandi.
Daha sonra hizlica %96’ lik alkolden gegirildi. Absoll alkolde 3 dakika
bekletildikten sonra gliserinli jel ile kapatilarak incelemeye hazir hale getirildi.

Ornekler, 1sik mikroskobunda iki patolog tarafindan kér olarak
degerlendirildi. Spesmenler akciger dokusunda ve trakeada, pulmoner ve trakeal
arkitektur, 6dem, inflamatuar hicre infiltrasyonu, doku hasari ve buyuk buyitme
alaninda apoptotik hiicre sayimi seklinde degerlendirildi. Sonuglar doku hasarina
gore 4 skora ayrildi. Skorlama; Skor-1: normal histoloji, skor-2: hafif derecede
perivaskuler ddem ve hafif derecede dokuda hasarlanma, skor-3: orta derecede
perivaskuler 6dem ve dokuda parsiyel hasarlanma, skor-4: siddetli derecede
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perivaskuler 6dem ve dokuda komplet destruksiyon olarak belirlendi. Apoptotik
hdcre sayimi 5 buyuk buyutme alaninda mezenkimal hicrelerde sayildi. iINOS ile
akciger ve trakeada 5 buyuk buyltme alaninda inflamasyonun en ¢ok gézlendigi
alanda makrofajlar sayildi. VEGFR2 ile boyanan hicrelerde 5 blyuk buyitme
alaninda inflamasyonun en ¢ok goruldigu alanda akciger dokusunda alveol
hicreleri, trakeada ise trakeal epitel hucreleri sayildi. Factor VIl ile 5 buyuk
bdylutme alaninda inflamasyonun en ¢ok goéruldigu ve damarlanmanin en ¢ok
izlendigi alanlarda damar sayimi yapildi.
istatistiksel Analiz

Surekli olgumlere ait normallik kontrolleri ShapiroWilk testi ile test
edilmistir. Normal dagihm gosteren veriler i¢in gruplar arasi farkliliklar Varyans
analizi ile test edilmigtir. Varyanslarin homojenligi Levene testi ile kontrol
edilmigtir. Varyanslarin homojen oldugu durumlarda OneWay ANOVA, homojen
olmadi§i durumlarda ise Welch testi ya da Brown-Forsythe testi kullanilmistir. Ikili
kargilastirmalar igin TukeyHSD ve Games-Howell testleri kullaniimigtir.
Tanimlayici istatistikler olarak ortalama ve standart sapma degerleri verilmigtir.
Kategorik verilerin analizi i¢in Ki-Kare testi kullaniimistir ve sonuglar sayi(yuzde)
olarak verilmigtir. Analizler SPSS for Windows 21 stirumunde yapildi.
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BULGULAR

1. Biyokimya Sonuglari

Gruplara gore biyokimyasal parametrelerin ortalama degerleri Tablo 10’da

verilmigtir.

Tablo 10. Biyokimya Sonuglari

TBARS IL-4 IL-10 IL-18 TNF-a

K 5,889+0,876 | 0,374+0,367 | 24,289+6,190 | 86,163+31,855 | 50,976+9,885
P24 12,511£7,547 | 0,717£0,179 | 37,7387,635 | 163,173£20,236 | 56,438+24,883

POB24 | 6,673£1,240 | 0,535:0,173 | 34,623£3,495 | 118,236+40,363 | 41,465%7,528
POI24 56611108 | 0,49240,060 | 31,585+7,281 | 99,102+26,243 | 45,711+19,467
P48 10,353+4,491 | 0,736%0,168 | 42,941+14,430 | 141,449+46,718 | 81,602+45,420
POB48 | 5503:+1061 | 0.548+0,107 | 41,514£15,919 | 90,240+24,860 | 45964+12,885

POI48 6442412091 | 0,583+0,147 | 31,382+4,508 | 88,701+28,891 | 43,47848,177
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TBARS Sonuglari

Lipid peroksidasyonunun son artind olan malondialdehit, oksidatif hasarin
bir indikatéradar. MDA, olusum yerinden kolayca diffize olup membran
yapisindaki lipid ve proteinlere ¢apraz baglanarak bir zincirleme reaksiyonla
membran butinlagunt bozar ve membran permeabilitesinin degismesine neden

olur. MDA &l¢iimii tiobarbiitirik asit reaksiyonu (TBARS) ile 6lgiliir®.

Grafik 1. TBARS sonuclari
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TBARS sonuglarinda (Bakiniz Grafik 1) K grubuna gore P24 ve P48'de
istatistiksel olarak anlamh ylkselme saptanmistir (p=0,002). P24 grubu ile
POB24 ve POIi24 gruplar karsilastiriidiginda tedavi gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli azalma oldugu goérulmustur (sirasiyla p=0,010 ve p=0,001). P48
grubu ile POB48 ve POI48 gruplari kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
azalma oldugu gorilmistir (sirasiyla p=0,007 ve p=0,005). POB24 ve POIi24
gruplar arasinda ve POB48 ile POI48 gruplari arasinda ise anlamli bir farklilik
saptanmamisgtir (sirasiyla p=0,07, p=0,121). Bu sonuglar Oleanolik Asit
verilmesinin oksidatif stresi azaltmaya etkisi oldugunu gostermektedir.
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interlékin 4 Sonuglari

interldkin 4 (IL-4), aktif T lenfositler ve mast hiicreleri tarafindan sentez
edilir. B hucre buyume faktor 1 (BCGF-1) veya B hiicre uyarici faktéor 1 (BSF-1)
olarak da bilinir®®. IL-4’Un pro-inflamatuvar sitokinlerde downregiilasyona neden
oldugu belirlenmigtir. IL-4, makrofajlarin etkinligini saglayan IFNy ile antagonistik
etki gostererek, IL-1 ile TNF Uretimini azaltmaktadir'®, |L-4, antiinflamatuar bir
sitokin olup, sistemik inflamatuar yanitin devamindan sorumludur®'. IL-4

sonuglari Grafik 2’de verilmistir.

Grafik 2. IL-4 sonuglari
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Kontrol grubuna goére P24 ve P48 gruplarinda IL-4 degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmigtir (p<0,001). P24 grubu ile
karsilastirildiginda POB48 ve POI48 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gézlenmistir (p=0,007). P48 grubuna gére POB48 ve POI48 gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdzlenmistir (p=0,003). POB24 ile POIi24
gruplari arasinda ve POB48 ile POI48 gruplari arasinda ise anlamli bir farklilik
saptanmamistir (p=0,067). Bu sonuglar bize oleanolik asitin inflamasyonun

devamindan sorumlu olan anti-inflamatuar sitokinleri azalttigini géstermektedir.
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interlékin 10 Sonuglari

Sitokin Uretimini azaltici faktor olarak da adlandiriimis olan IL-10, yardimci
T lenfositler, B lenfositler, mast hicreleri, eozinofiller, monositler, makrofajlar ve
keratinositler tarafindan uretilmektedir'®, IL-10’'da IL-4 gibi antiinfamatuar bir

sitokin olup, sistemik inflamatuar yanitin devamindan sorumludur'®’,

Grafik 3. IL-10 sonuglar
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IL-10 degerlerinde (Bakiniz Grafik 3) K grubuna goére P24 ve P48
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir (sirasiyla p=0,003 ve
p=0,001). P24 grubuna gére POB24 ve POI24 gruplarinin kargilastirimasinda
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma gézlenmistir (p=0,137). P48 grubu
ile karsilastirildiginda POB48 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamistir (p=0,117). P48 grubu ile POIi48 grubu Kkarsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanmistir (p=0,012). POB24 grubu ile
POI24 grubu arasinda anlamli bir farklihk saptanmamisken (p=0,08) POB48
grubu ile POIi48 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmistir (p=0,142). Bu sonuglar bize IL-4'te oldugu gibi oleanolik asitin
inflamasyonun devamindan sorumlu olan anti-inflamatuar sitokinleri azalttigini

gOstermektedir.
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interldkin 18 Sonuglari

interldkin-1 (IL-1) iki farkli proteinden meydana gelmekte olup bunlar IL-1a
ve IL-1B°dir*®192_ jkinci kromozom (zerinde iki ayri gen tarafindan meydana
getirilen IL-1a ve IL-1B'nin antijenik yapilari farkli olmalarina ragmen biyolojik
aktiviteleri ve etkinlikleri aynidir®®. Aralarinda monosit, B-hlcreler, keratinositler,
mezensial hucreler ve endotelin de bulundugu birgok hicre tipi tarafindan
meydana getirilebilen, sistemik inflamatuar yaniti baslatan proinflamatuar 6zellikli

bir sitokinlerdendir®®.101.103,

Grafik 4. IL-1p sonuglari
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IL-18 degerleri (Bakiniz Grafik 4) bakimindan, P24 ve P48 gruplarinda K
grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bir artig gorulmustar (sirasiyla p<0,001
ve p=0,008). P24 grubuna gére POB24 ve POI24 gruplarinda anlamli bir farklilik
saptanmistir (p<0,001). P48 grubuna gére POB24 ve POB48 gruplarinda anlamli
bir farklilik saptanmistir (sirasiyla p=0,019 ve p=0,01). POB24 grubu ile POI24
grubu arasinda ve POB48 grubu ve POI48 grubu arasinda ise istatistiksel olarak
anlaml farkhlik saptanmamistir (sirasiyla p=0,1 ve p=0,072). Oleanolik asit

tedavisinin inflamasyonun tetiklenmesini engelledigi tespit edilmistir.
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Tumor Nekrozis Faktor Alfa Sonuglari

Doku travmasi veya infeksiyonlar sonucu olusan inflamatuar kompleks, bir
proinflamatuar sitokin doéngusinin baslamasina neden olur. Bu sitokinler
arasinda TNF-a, konakgli cevabinin olusumuna yol agan ilk ve en potent
mediyatorlerden biri olan proinflamatuar bir sitokindir. Mononuklear fagositlerden
IL-1 salinimini uyarir. TNF-a sentezinin kaynagi, periton ve splanknik dokularda

¢ok bulunan monositler, makrofajlar ve T hiicreleridir'01.102,

Grafik 5. TNF-a sonuglari
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TNF-a sonuglart (Bakiniz Grafik 5) acgisindan K grubuna gore P24
grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmayan bir artis olmustur (p=0,139). K
grubuna gore P48 grubunda istatistiksel olarak anlamli bir farklihk saptanmistir
(P<0,001). P24 grubuna gére POB24 ve POI24 gruplarinda azalma gézlenmis
olsa da istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir (p=0,139). P48 grubuna gore
POB48 ve POI48 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmigtir
(p<0,001). POB24 grubu ile POI24 grubu arasinda ve POB48 grubu ve POI48
grubu arasinda ise istatistiksel olarak anlaml farklilik saptanmamistir (sirasiyla
p=0,05 ve p=0,061). Bu sonuglar bize oleanolik asitin akut akciger hasarinda

proinflamatuar sitokinlerin salinmasini azaltigini gostermektedir.
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Patoloji Sonuglari

Hematoksilen Eosin incelemesi

Grafik 6. Akciger Dokusu Hematoksilen Eosin Boyamasi Sonuglari
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Grafik 7. Trakea dokusu Hematoksilen Eosin Boyamasi Sonuglari
Trakea Dokusu H-E Boyama Skorlar
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Grafik 6 ve 7. Skor 1: normal histoloji, Skor 2: hafif derecede perivaskiiler ddem ve hafif derecede dokuda hasarlanma,
Skor 3: orta derecede perivaskiiler 6dem ve dokuda parsiyel hasarlanma, Skor 4: siddetli derecede perivaskiiler 6dem
ve dokuda komplet destriiksiyon
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Hemotoksilen eosin sonuglarina (Bakiniz Grafik 6 ve 7) gore K ve P24,
P48 gruplarindaki normal histolojiye gore oranlari arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamhidir (p=0,003). K ve PQOIi24 gruplarindaki normal histolojiye gore
oranlari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,011).

K ve POB24 gruplarindaki normal histolojiye gore oranlari arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,018). K ve POI48 gruplarindaki normal
histolojiye gore oranlari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhidir (p=0,033).

K grubu ile P24 ve P48 gruplarindaki orta derecede hasara gére oranlari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,021). Bu bulgular bize tedavinin
doku hasarinda azalmaya yol agtigini gostermektedir.

Akciger dokusunda P24 grubuna gére POB24 ve POI24 gruplarindaki skor
4’e gore oranlari arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamhdir (p=0,03).

Akciger dokusunda P48 grubuna gére POB48 ve POI48 gruplarindaki skor
3’e gore oranlar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,041).

Trakea dokusunda P24 grubuna gére POB24 ve POIi24 gruplarindaki skor
3’e goére oranlari arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p=0,131). Trakea dokusunda P48 grubuna gore POB48 ve POI48 gruplarindaki
skor 3’e gore oranlari arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamhdir (p=0,024).

Akciger ve trakea gruplarina ait H-E boyamasi ile skor-1 ve skor-4’ e ait

goruntiler Resim 1-4’te sunulmustur.

Resim 1. Dlzenli yapida trakeal doku, minimal epitelyal dokulme, Skor-1 (H-E, x20). (K grubu)
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Resim 2. Trakeal dokuda, siddetli derecede 6dem ve epiteli de infiltre eden mikst tipte iltihabi
hicre infiltrasyonu, Skor-4 (H-E, x20). (P48 grubu)

Resim 3. Dizenli yapida akciger dokusu, Skor-1 (H-E, x20). (K grubu)

46



2

(;
-

™

R

X eyios

o]

el

-

P
.‘ﬂ
- SO ¢
3 T
e,

-

Bl

‘:}‘.:"-' e .-
gt
5 A
%l,}%\!@'éﬁ::- ~. (3 v,
: e

-
3

Resim 4. Akciger dokusunda 6dem siddetli derecede mikst tipte iltihabi hiicre infiltrasyonu, Skor-
4 (H-E, x20).(P24 grubu)

VEGFR2 Antikoru incelemesi

Vaskuler endotelyal biyime faktéri A (VEGF-A) normal ve neoplastik
dokularin vaskulasrizasyonunu stimile eden anjiogenez igin majoér bir
regulatordar. VEGF, 3 tirozin kinaz reseptoérine baglanir: VEGF reseptori 1
(VEGFR1), VEGF reseptori 2 (VEGFR2) ve VEGF reseptéri 3 (VEGFR3).
VEGFR-1 ve VEGFR-2 vaskulogenez ve anjiyogenezden sorumlu iken, VEGFR-
3 esas olarak lenfanjiyogenezden sorumludur. Endotelyal hicrelerdeki VEGFR2
solid timorlerin anjiogenezisindeki major mediator oldugu disiniimektedir'%4,

Resim 5’'te VEGFR2 antikoru ile boyanmis trakea epiteli gortlmektedir.
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Resim 5. Trakea dokusunda, epitel hiicrelerinde VEGFR ile boyanma (VEGFR, x20)

Grafik 8. Akciger Dokusu VEGFR2 Antikoru Boyamasi Sonuglari
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Grafik 9. Trakea Dokusu VEGFR2 Antikoru Boyamasi Sonuglari
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Akciger dokusunda VEGFR2 incelemesinde K grubuna gére P24 ve P48
gruplarinda istatistiksel anlamli bir artis saptanmistir (p<0,001). P24 grubuna
gdére POB24 ve POI24 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli biz azalma
saptanmistir (sirasiyla p<0,001 ve p=0,003). P48 grubuna gére POB48 ve POIi48
gruplarinda istatistiksel anlamli bir azama saptanmistir (p<0,001). Trakea
dokusunda ise K grubuna gore P24 ve P48 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
bir artis saptanmistir (p<0,001). P24 grubuna gére POB24 ve POIi24 gruplarinda
ve P48 grubuna gére POB48 ve POIi48 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir

azalma saptanmistir (p<0,001).
Faktér VIII Antikoru incelemesi

Faktor VIl insan plazmasinda bulunan bir glikoproteindir. Faktor VI iligkili
antijenin insan endotelyal hucrelerinde bulundugu yayinlanmigtir. Faktor VIII
iligkili antijen endotelyal hicreleri belirlemek ve endotel kaynakli benign ya da
malign neoplastik lezyonlari saptama amaci ile kullaniimaktadir’®. Resim 6'da
Faktor VIII antikoru ile boyanmis damar endoteli gorulmektedir. Faktor VI
antikoru boyamasi sonuglari Grafik 10 ve 11°de verilmigtir.
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Resim 6. Akciger dokusunda, Faktér 8 antijeni (FVlllag) ile damar duvarlarinda boyanma

(FVIllag, x20).

Grafik 10. Akciger Dokusu Faktor VIII Antikoru Boyamasi Sonuglari
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Grafik 11. Trakea Dokusu Faktor VIII Antikoru Boyamasi Sonuglari
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Akciger dokusu Faktér VIII sonuglari agisindan K grubuna goére P24
grubunda ve P48 grubunda istatistiksel anlamli bir artis saptanmistir (p<0,001).
P24 grubuna gére POB24 ve POI24 gruplarinda ve P48 grubuna gére POB48 ve
POI48 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanmistir (p<0,001).
Trakea dokusunda ise K grubuna gdre P24 ve P48 gruplarinda istatistiksel olarak
anlamh bir artis saptanmistir (p<0,001). P24 grubuna gére POB24 ve POIi24
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanmistir (sirasi ile p<0,001
ve p=0,02). P48 grubuna goére POB48 ve PQi48 gruplari arasinda istatistiksel

olarak anlaml bir azalma saptanmistir (sirasi ile p<0,001 ve p=0,01).
iINOS Antikoru incelemesi

Nitrik oksit (NO) hucreler arasi bircok mesaji tasiyan inorganik, gaz
formunda serbest bir radikaldir. NO tretimi nitrik oksit sentaz familyasi Gyelerince
dizenlenmektedir. NOS’un Ug¢ izoformu tanimlanmistir. Bunlar néronal NOS
(nNOS), indUklenebilir NOS (iNOS) ve endotelyal NOS (eNOS)'dur. Néronal ve
endotelyal NOS, pek ¢ok hiicrede mevcut yapisal enzimlerdir. Bu iki izoformun
aktivasyonu kalsiyum ve kalmoduline badimlidir. Aktive olmus makrofajlar,

hepatositler, dliz kas hticreleri, monositler, endotel hiicreleri, néronlar ve notrofil
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granulositler NOS’un kalsiyum ve kalmodulinden bagimsiz indiklenebilir formunu
sentezler'%6.197_nterferon gamma (IFNy), TNF-qa, IL-1 ve IL-2 gibi sitokinler ve
lipopolisakkaritler (LPS) iNOS mRNA’si, proteini ve aktivite dizeylerinde artisa
neden olabilmektedir. Resim 7’ de akciger dokusunda iNOS ile boyamada kirmizi

renge boyanan makrofajlar gériimektedir.

Resim 7. Akciger dokusunda makrofajlarda INOS ile boyanma (INOS, x20)

Grafik 12. Akciger Dokusu iINOS Antikoru Boyamasi Sonuglari
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Akciger dokusundaki makrofaj sayisinda (Bakiniz Grafik 12), K grubuna
gore P24 ve P48 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmistir
(sirasiyla p=0,034, p=0,028). P24 grubuna goére, POB24 grubunda istatistiksel
olarak anlamli olmayan bir azalma saptanmistir (p=0,05). P24 grubuna goére
POI24 grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanmistir (p=0,041).
P48 grubuna gore, POB48 ve POIi48 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli

olmayan bir azalma saptanmistir (p=0,05).

Grafik 13. Trakea Dokusu iNOS Antikoru Boyamasi Sonuglari
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Trakea dokusundaki makrofaj sayilari (Grafik 13) arasinda K grubu ile P24
ve P48 grubu arasinda anlamli bir farklilik saptanmistir (p<0,001). P24 grubuna
gére POB24 ve POI24 gruplari arasinda istatistiksel anlamli bir azalma yokken
(p=0,061), P48 grubuna gére POB48 ve PQi48 gruplarindaki makrofaj sayisi

acisindan istatistiksel anlamli bir azalma saptanmistir (p=0,001).
In Situ Apoptosis Detection Kit incelemesi

Akciger ve trakea doku kesitlerine apoptozisin tespiti amaciyla TUNEL
metodu (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) (in situ
DNA ug isaretleme yontemi) kullanildi. Bu yontem DNA kiriklarinin in situ olarak
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taninmasini saglar. Zit boya olarak nukleuslarin boyanmasi igin metil yesil
boyamasi uygulandi. TUNEL igin sadece koyu kahverengi nukleer boyamalar
pozitif kabul edildi®®1%8-112. Resim 8 de ApopTag ile koyu kahverengine

boyanmis apoptotik hiicreler gértulmektedir.

Resim 8. Akciger dokusunda parankimal hiicrelerde in-situ Apoptosis Detection Kit'i ile niikleer
boyanma (Apop Tag, x20).

Grafik 14. Akciger Dokusu ApopTag Boyamasi Sonuglari
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Akciger dokusu apoptozis sonuglari (Bakiniz Grafik 14) incelendiginde, K
grubuna gore P24 ve P48 gruplarinda apoptozise giden hucreler agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmistir (sirasiyla p=0,031 ve p<0,001).
P24 grubu ile POB24 gruplari arasinda istatistiksel anlamli bir fark
saptanmamistir (p=0,149). P24 grubuna gére POI24 grubunda istatistiksel olarak
anlamh bir azalma saptanmistir (p=0,014). P48 grubu ile POB48 ve POIi48
gruplarini kargilastirdigimizda anlamh bir azalma saptanmistir (sirasiyla p=0,001
ve p<0,001). Bu sonuglar bize oleanolik asitin akciger parankiminde 6zellikle 48.

saatte apoptozisi azalttigini disundurmektedir.

Grafik 15. Trakea Dokusu ApopTag Boyamasi Sonuglari
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Trakea dokusu apoptozis sonuglari (Bakiniz Grafik 15) incelendiginde, K
grubuna gore P24 ve P48 gruplarinda apoptozise giden hucreler agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmistir (sirasiyla p=0,001 ve p<0,001).
P24 gubuna gore POB24 ve POI24 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma saptanmistir (sirasiyla p=0,012 ve p=0,002). P48 grubu ile POB48 ve
POI48 gruplarini karsilastirdigimizda anlamli bir azalma saptanmistir (sirasiyla
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p<0,001 ve p=0,001). Bu sonuglar bize oleanolik asitin trakeada apoptozisi
azalttigini gostermektedir.

56



TARTISMA

Akut solunum sikintisi sendromu (ARDS), her iki akcigeri de igine alabilen
non-kardiyojenik 6zellikteki diffiz infiltrasyonla karakterize, oksijen tedavisine

cevap vermeyen akut solunum yetmezligi sendromudur34.

2001-2008 yillari arasinda Li ve ark. Mayo Clinicte yogun bakim
hastalarindan 8 vyillik bir retrospektif kohort ¢alismasi yayinlamis olup insidans
ALl ve ARDS’nin oraninin yilda 81/100.000 vakadan 38/100.000 vakaya

dustigunl saptamiglardir'™.

ARDS, ylUksek oranda mortaliteye neden olmaktadir. 1967’de Ashbaugh
ve arkadaslari 12 hastadan 7’sinin 6ldiguna (%58) bildirmistir''. ARDS mortalite
orani 1980’lerde %64-70 iken yeni galismalarda bu oranin %27-45 oldugu
bildirilmistir. Phua ve ark. 2009 yilinda yaptigi c¢alismaya gore travma
hastalarinda mortalite oranlari nispeten (%10-15) dusukken, en ¢ok sepsis,
pndémoni ve aspirasyonda gézlenmektedir'’. Mortalitenin yani sira ARDS’den sag
kalan hastalarin taburculuk sonrasi 2 yillik takiplerinde saglikla iliskili yasam
kalitesi azalmistir ve fiziksel limitasyonlari vardir. Yakin zamanli bir ¢alismada,
taburculuk sonrasi 5. yilda gegcmis ARDS hastalarinda halen belirgin azalmis 6

dakika ylriime testi saptanmistir?.

Akut solunum sikintisi sendromu yuksek morbidite, mortalite ve finansal
bedelinden dolay tedavisi konusunda birgok galisma yapilmistir?*. ALI/ARDS
tedavinin hedefi akciger hasarini énleme, akciger 6demini azaltma ve doku
oksijenizasyonu  slrdirmektir'”.  Birgok farmakolojik tedavi, pulmoner
inflamasyonu azaltmak, sinyal yollarini duzenlemek ve oksidan/antioksidan
dengesini saglamak amaci ile denenmistir. Buna ragmen su ana kadar ALI ve
ARDS igin efektif bir tedavi bulunmamistir®'. Tedavide bir gok ilag ve yontem
denenmig olmasina ragmen bugune kadar sagkalima katkisi oldugu gosterilen
tek girisim akciger koruyucu dislk tidal mekanik ventilasyondur®14.27.29,

Oleanolik asit, 120’den fazla bitkinin yaprak veya kokiunden izole edilebilen
ve gida maddelerinde dogal olarak bulunan bir triterpenoiddir’®-8. Oleanolik asit,
20 yildan fazla suredir Cin’ de kimyasal nedenlere bagl karaciger fibrozisi, kronik
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karaciger fibrozisi ve siroz gibi karaciger rahatsizliklarinda hepatoprotektif olarak
kullanilmaktadir®”-89, Hepatoprotektif etkisinin yaninda alternatif tipta oleanolik
asit iceren bitkiler antiinflamatuar, hepatoprotektif, analjezi, kardiyotonik, sedatif
ve tonik etkileri nedeni ile kullaniimaktadir. Bu terapotik etkilerin gogu guncel
bilimsel arastirmalarla dogrulanmistir®®. Oleanolik asitin lipopolisakkaritle (LPS)
indUklenen akut akciger hasarinda akciger mekaniklerine ve histopatolojisine

etkisi incelenmistir®’.

Biz bu ¢alismamizda intratrakeal peroksinitrit uygulanmasi ile olusturulan
akut akciger hasari modelinde oleanolik asitin etkinligini saptamayi amagladik.
Elde ettigimiz sonuglar genel olarak incelendiginde intratrakeal peroksinitrit
uygulanmasi ile 24. ve 48. saatte serum MDA, IL-183, IL-4, IL-10 ve TNF-a
dizeylerinde artis saptanmistir. Bu artiglardan P24 grubundaki TNF-a
duzeyindeki artis istatistiksel olarak anlaml bulunmamis olup, diger degerlerdeki

artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Akut akciger hasarinda normal inflamatuar cevabin asiri olugsmasinin
onemli bir kismindan lipid peroksidasyonu sorumludur. Oksidatif hasarin
biyokimyasal gostergesi ise doku ve kan MDA dulzeyleridir''3, Akut akciger
hasarinin incelendigi bircok c¢alismada MDA dulzeylerinin arttigi  tespit
edilmigtir''4121, Bizim galismamizda da literatiirle uyumlu olarak peroksinitrit ile
akut akciger hasari olusturulan tum gruplarda MDA degerinin artmig oldugu
saptandi. Oleanolik asit tedavisi ile MDA duzeyinin istatistiksel anlamh olarak
distiuglu saptanmistir. Bununla birlikte oleanolik asitin bronkoalveolar lavaj yolu
ya da intraperitoneal yolla uygulanmasi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkhlik bulunmamigtir. Bunun bize oleanolik asitin oksidatif hasari azaltici etkisi

oldugunu gosterdigini distinmekteyiz.

Akut akciger hasari ve ARDS de proinflamatuar etkinligi olan mediatorlerin
yapimi ve etkilerini kompanse etmek igin bir yandan da IL-4 ve benzeri
antiinflamatuar sitokinler yapiimaktadir'?>123, Bizim galismamizda da literatirle
uyumlu olarak P24 ve P48 gruplarinda IL-4 seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis saptanmigtir. Oleanolik asit tedavisi verilen gruplarda IL-4

seviyelerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir dusus saptanmistir ancak
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bronkoalveolar lavajla ve intraperitoneal yolla verilmesi arasinda anlaml bir fark

saptanmamistir.

IL-10 da IL-4 gibi antiinflamatuar bir sitokin olup proinflamatuar
mediatorlerin yapimi ve etkilerini kompanse etmek igin ve sistemik inflamatuar
cevabin devami igin ALI ve ARDS de artmaktadir'9".122.123 Calismamizda bizde
akut akciger hasari olusturulan gruplarda kontrole gére anlamli olarak IL-10
seviyelerinde artis saptadik. Oleanolik asit tedavisi uygulanan gruplarda ise
sadece POI48 grubunda P48 grubuna gore istatistisel olarak anlamli bir farklilik
saptanirken, diger tedavi gruplarinda akut akciger hasari olusturulan gruplara

gore istatistiksel anlamli bir azalma saptanmistir.

ALI/ARDS’de IL-1B8 ve TNF-a’'nin diger sitokinlerin aktivasyonu igin
baslangic basamaginda primer mediatér olduklari ve adezyon molekulleri ile
I6kosit kemotaksisinin aktivasyonunu sagladigi bildirilmistir'?4-127, Calismamizda
da literatirle uyumlu olarak akut akciger hasari olusturulan gruplarda IL-13
degerlerinde artis saptandi. TNF-a degerinde 24. saatteki artis olsa da
istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir. 48. saatteki artis ise istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Oleanolik asit tedavisi ile IL18 ve TNF-a degerlerinde
istatistiksel anlamli azalma saptanmigtir. Bu sonuglarin bize oleanolik asitin anti-
inflamatuar etkinligini gostermekte olup, oleanolik asitin ALI/ARDS tedavisinde
faydali olabilecegini dustindirmektedir.

Akciger hasar skorlari incelendiginde K grubuna gore P24 ve P48
grubunda orta ve agir hasar skorlarinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldigr saptanmistir. Oleanolik asit tedavisi ile hasar skorlarinda anlamli bir
azalma saptanmigtir. Trakeadaki hasar skorlarina bakildiginda yine K grubuna
gore P24 ve P48 gruplarinda hasar derecesinde anlamli bir artis gdézlenmektedir.
Tedavi gruplarinda hasar gruplarina gore skorlarda 24. saatte azalma saptanmig
ancak anlamli bulunmamigken, 48. saatteki azalma ise anlaml bulunmustur. Bu
sonuglar bize oleanolik asitin akut akciger hasarinda normal histolojinin

korunmasi uzerine etkisi Idugunu disundirmektedir.

Hucrelerin akciger inflamasyonuna cevabi, nitrik oksit ve superoksit tGretimi
ve proteolitik enzimler, reaktif oksijen radikalleri, reaktif nitrojen radikalleri ve

inflamatuar sitokinleri sitotoksik ve pro-inflamatuar bilesenlerin salinimi ile
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oksidan/antioksidan dengesizligine yol acarak hucresel disfonksiyona neden
olabilir. Bu oksidatif hasarlanma inflamasyonu devam ettirir ve alveolo-kapiller
membrana zarar verir®'. OA ve derivelerinin indiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) degerlerini azaltarak ve superoksit dismutaz’i (SOD) modile ederek
antiinflamatuar etki gostedigi goOsterilmistir®®. Bizim calismamizda akciger
dokusunda iINOS antikoru ile saptanan makrofaj sayilari K grubuna goére akut
akciger hasari olusturulan gruplarda anlamh olarak artmis olarak bulundu.
Oleanolik asit ile tedavi edilen gruplarda 24. saatte makrofaj sayilarinda azalma
saptandi ancak istatistiksel anlamlilik bulunmadi. 48. saatte tedavi gruplarindaki
makrofaj sayilari hasar grubuna gore anlamli olarak azalmig gekilde bulundu.
Bronkoalveolar yol ve intraperitoneal yolla tedavi verilmesi arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Elde ettigimiz bu sonuglar bize
oleanolik asit tedavisi ile akut akciger hasarinda inflamasyonun azaltilabilecegini

dusundurmustur.

ALI/ARDS'de ilk 48 saat igcerisinde apoptozis gelistigi klinik ve deneysel
caligsmalar ile gosterilmigtir. Gelisen sistemik inflamatuar yanit ve artmig notrofil
akumdulasyonu ile noétrofillerden salinan toksik metabolitler apoptozis geligiminin
ilk basamagini olusturmaktadir'?8-131, Bizim calismamizda da literatlr ile uyumlu
olarak hem akciger hem de trakea dokusunda akut akciger hasar olusturulan
ratlarda apoptotik hiicre sayisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmigtir.
Oleanolik asit tedavisi uygulanan ratlarda ise apoptotik hiicre sayisinda anlamli
bir azalma saptanmistir. Bu sonuglar bize oleanolik asitin ALI/ARDS tedavisinde

etkin olabilecegini gostermektedir.

Bu caligmada oleanolik asit tedavisinin makrofaj infiltrasyonunu azalttigi,
proinflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlerin salinimini azaltarak inflamatuar
prosesi duzenledigi, akciger hasarini azalttigi, oksidatif hasar azalttigi
saptanmigtir. Sonug olarak anti-inflamatuar ve anti-oksidan bir ajan olan oleanolik
asitin, halen etkin bir tedavisi olmayan ALI/ARDS’'de vyararh olabilecegini

disunmekteyiz.
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SONUG VE ONERILER

Akut akciger hasari ve akut respiratuar distress sendromu ciddi morbidite
ve mortalite oranlarina sahip olan ancak halen etkin tedavisi olmayan ve
tablolardir. Hakkinda birgok ¢alisma yapilmasina ragmen etkin bir tedavi yontemi
saptanmayan bu tablolar igin yeni ilaglar denenmektedir. inflamatuar etkinligi
saptanmig olan oleanolik asitin bu tablolarin tedavisinde etkin olabilecegi
dusundlmektedir. Ancak standart tedaviye girebilmesi igin daha fazla klinik

calisma gerekmektedir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ADP : Adenozin difosfat

ALI : Akut akciger hasari (acute lung injury)

ARDS : Akut solunum sikintisi sendromu (acute respiratory
distress syndrome)

Ark. : Arkadaglari

ATP : Adenozin trifosfat

BAL : Bronkoalveolar lavaj

Bax : Bel-2-iligkili X protein

BCGF-1 : B hiicre buylime faktor 1

Bcl-2 : B-cell lymphoma 2

Bcl-xL : B-cell lymphoma-extra large

Bid : BH3 interacting-domain death agonist

BSF-1 : B hiicre uyarici faktor 1

cmH,0 : Santimetre su

Dk : Dakika

DNA : Deoksiribonukleik asit

ECCO;R : Ekstrakorporeal CO, uzaklagtirma (Extra-corporeal CO,
removal)

ECLS : Ekstrakorporeal yagsam destegi (Extra-corporeal Life

Support)

ECMO : Ekstrakorporeal membran oksijenasyonu

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EVLW : Ekstravaskuler akciger sivisi (Extravascular lung water)
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FiO, : inspiryum havasindaki fraksiyone oksijen konsantrasyonu
H-E : Hemotoksilen eosin

HMGCoA : 3-hidroksi-3-metil-glutaril koenzim A

ICAM1 : interselliler adezyon molekilii 1
IFNy : Interferon Gamma

IL-1 : Interlokin 1

IL-1a : Interldkin 1 alfa

IL-1B : interelodkin 1 beta

IL-2 : Interldkin 2

IL-4 : Interlokin 4

IL-6 : Interlokin 6

IL-8 : Interldkin 8

IL-10 : Interlokin 10

iIE : Inspiryum/Ekspiryum orani
iINOS : IndUklenebilir nitrik oksit sentaz
iP : Intraperitoneal

K : Kontrol grubu

KCLIP : King Eyaleti Akciger Hasari Projesi (King County Lung

Injury Project )

Kg : Kilogram

LIS : Akciger hasari skoru (lung injury skore)
LPS : Lipopolisakkaritler

LTB4 : Lokotrien B 4

LV : Likit ventilasyon

MDA : Malondialdehit
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Mg : Miligram

Mi : Mililitre

mM : Milimol

mmHg : Milimetre civa

MMP : Mitokondriyal membran potansiyeli
mRNA : Mesajci Ribonukleik asit

MV : Mekanik ventilasyon

Na : Sodyum

Na-K-ATPaz : Sodyum-Potasyum ATPaz

NF-kB : NUkleer faktor kappa B

NMB : Néromuskduler bloker

NO : Nitrik oksit

NO, : Nitrojen dioksit

Nrf2 : NF-E2-related factor 2

p-Akt : Protein kinaz B

P24 : Peroksinitrit 24. saat grubu

P48 : Peroksinitrit 48. saat grubu

p53 : TUmOr proteini p53

PAF : Platelet aktive edici faktor

PaO, : Arteryel oksijen parsiyel basinci

PBS : Phosphate-buffered saline

PCO, : Parsiyel karbondioksit basinci

PEEP : Ekspirasyon sonu pozitif basing (Positive End Expiratory
Pressure)

PFC : Perfluorokarbon
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pH

POB24

POB48

POI24
POI48
TBA

TBARS

TNF-a

TUNEL

TXA2
VEGF
VEGF-A

VEGFR1

VEGFR2

VEGFR3

VILI

viQ

Vvt

: Hidrojenin gucu (Power of Hydrogen)

: Peroksinitrit ve bronkoalveolar lavajla oleanolik asit 24.

saat grubu

: Peroksinitrit ve bronkoalveolar lavajla oleanolik asit 48.

saat grubu

: Peroksinitrit ve intraperitoneal oleanolik asit 24. saat grubu
: Peroksinitrit ve intraperitoneal oleanolik asit 48. saat grubu
: Tiyobarbitlrik asit

: Tiyobarbiturik asit reaktif maddeleri (Thiobarbituric acid

reactive substances)
: TUmOr nekroz faktor alfa

: in situ DNA ug isaretleme yéntemi (Terminal

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)
: Tromboksan A 2

: Vaskuler endotelyal buyume faktort

: Vaskuler endotelyal buyuame faktora A

: Vaskuler endotelyal buyume faktoru reseptoru 1 (Vascular
endothelial growth factor receptor 1)

: Vaskuler endotelyal buyume faktoért reseptériu2 (Vascular

endothelial growth factor receptor 2)

: Vaskuler endotelyal buyume faktoru reseptoru 3 (Vascular

endothelial growth factor receptor 3)

: Ventilator iliskili akciger hasari (Ventilator

Induced/Associated Lung Injury)
: Ventilasyon/Perflizyon orani

: Tidal volim
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SEKILLER VE RESIMLER

Sekiller Sayfa No
Sekil 1 (Hlcre 6luma tipleri) 24
Sekil 2 (Apoptozis) 25
Sekil 3 (Apoptozis yollarinin sematik gosterimi) 28
Sekil 4 (Peroksinitrit anyonunun yapisi) 28
Sekil 5 (Oleanolik Asit) 30
Resimler

Resim 1 Duzenli yapida trakeal doku, minimal epitelyal dokilme, 45
Skor-1 (H-E, x20). (K grubu)

Resim 2 Trakeal dokuda, siddetli derecede 6dem ve epiteli de 46
eden mikst tipte iltihabi hicre infiltrasyonu, Skor-4
(H-E, x20). (P48 grubu)

Resim 3 Duzenli yapida akciger dokusu, Skor-1 46
(H-E, x20). (K grubu)

Resim 4 Akciger dokusunda 6dem siddetli derecede mikst 47
tipte iltihabi hlcre infiltrasyonu, Skor-4 (H-E, x20).(P24 grubu)

Resim 5 Trakea dokusunda, epitel hiicrelerinde VEGFR ile 48
boyanma (VEGFR, x20)

Resim 6 Akciger dokusunda, Faktor 8 antijeni (FVIllag) ile 50
damar duvarlarinda boyanma (FVlllag, x20).

Resim 7 Akciger dokusunda makrofajlarda iINOS ile 52
boyanma (INOS, x20)
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Resim 8 Akciger dokusunda parankimal hiicrelerde in-situ
Apoptosis Detection Kit'i ile nikleer boyanma (Apop Tag, x20).

54
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