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OZET

Burcu KARAUZUM, Mezenter iskemi Reperfiizyonu Sonrasinda Gelisen Uzak
Organ Hasar1 Uzerine Kannabinoidlerin Etkisi. Zonguldak Biilent Ecevit
Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal,
Yiiksek Lisans Tezi, Zonguldak, 2019

Bu calisma, kannabinoidlerin mezenter iskemi/reperfiizyonu sonrasinda uzak
organlarda goriilen hasar {izerine etkilerini arastirmak amaciyla planlanmistir.
Stiperior mezenter arterde 30 dakika iskemi ve 24 saat reperflizyon yapilarak,
sicanlarda mezenter /R modeli olusturulmustur. Model olusturulmadan 30 dakika
once monoagilgliserol lipaz inhibitorii JZL184 (8 mg/kg dozunda i.p.), non-selektif
kannabinoid reseptor agonisti kannabidiol (10 mg/kg dozunda i.p.) ve selektif
kannabinoid-2 reseptor agonisti JWH133 (10 mg/kg dozunda i.p.) uygulanmstir.
Akciger ve bagirsak doku ornekleri alinarak apoptoz yolaklarina (kaspaz 3, 8, 9) ve
doku hasarma iliskin inceleme yapilmistir. Histopatolojik incelemede, akciger
dokusunda, JZL184, alveolar konjesyon, hemoraji, nétrofilik infiltrasyon ve alveolar
duvar kalinligi artisini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltmistir. JWH133 ise
notrofilik infiltrasyon ve alveolar duvar kalinligr artisini istatistiksel olarak anlamli
oranda azaltmis, alveolar konjesyonu azaltmasina karsin bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Bagirsak dokusunda, intestinal mukozal hasarda kannabidiol
ve JZL184’lUn iskemi grubuna gore epitel hasarimi azalttigi fakat bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Immiinohistokimyasal incelemede,
akciger dokusunda kannabidiol, kaspaz 3, 8 ve 9 ekspresyonunu, JZL184 kaspaz 8
ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli oranda azaltmistir. Bagirsak dokusunda,
kannabidiol ve JZL184, kaspaz 3, 8 ve 9 ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli
oranda azaltmistir. JWH133 ise bagirsak dokusunda kaspaz 3 ve 8 ekspresyonunu
azaltmis ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1r goriilmiistiir. Bu
calisma ile mezenter iskemi/reperfliizyonu ile olusturulan akut akciger ve bagirsak
hasarinda, kannabinoidlerin doku hasar1 ve apoptotik yolaklar {lizerinde koruyucu
etkisi oldugu gosterilmistir. Elde edilen bu olumlu sonuglar, kannabinoidlerin akciger

hastaliklarinda potansiyel bir ilag olarak ele alinmalarina olanak saglayacaktir.

Anahtar Soézciikler: Mezenter iskemi/reperfiizyon, Kannabinoidler, Akut akciger

hasari, Uzak organ hasari, Kannabinoid reseptorleri, Monoagilgliserol lipaz



ABSTRACT

Burcu KARAUZUM, The Effect of Cannabinoids on End Organ Injury Induced
by Mesenteric Ischemia Reperfusion. Zonguldak Biilent Ecevit University, Health
Science Institute, Department of Medical Pharmacology, Master of Science Thesis,
Zonguldak, 2019

The aim of this study was to investigate the effects of cannabinoids on damage in
distant organs after mesenteric ischemia/reperfusion. The mesenteric I / R model was
formed in rats with a 30-minute ischemia and 24-hour reperfusion in the superior
mesenteric artery. Monoacylglycerol lipase inhibitor JZL184 (8 mg/kg ip), non-
selective cannabinoid receptor agonist cannabidiol (10 mg/kg, ip) and selective
cannabinoid-2 receptor agonist JWH133 (10 mg/kg, ip). Tissue samples were taken to
examine the effects of drugs on apoptosis pathways (caspase 3, 8, 9) and tissue injury.
In the histopathological examination, JZL184 significantly decreased alveolar
congestion, hemorrhage, neutrophilic infiltration and alveolar wall thickness in lung
tissue. JWH133 significantly decreased neutrophilic infiltration and alveolar wall
thickness, but decreased alveolar congestion, but this decrease was not statistically
significant. In intestinal mucosal damage in intestinal tissue, cannabidiol and JZL184
decreased epithelial damage compared to ischemia group but this decrease was not
statistically significant. In immunohistochemical examination, cannabidiol showed a
statistically significant decrease in expression of caspase 3, 8 and 9, and expression of
JZL184 caspase 8 in lung tissue. In the intestinal tissue, cannabidiol and JZL184
significantly reduced the expression of caspase 3, 8 and 9. JWH133 decreased the
expression of caspase 3 and 8 in intestinal tissue but this decrease was not statistically
significant. In this study, it has been shown that cannabinoids have protective effect
on tissue damage and apoptotic pathways in acute lung and intestinal damage caused
by mesenteric ischemia/reperfusion. These positive results will enable cannabinoids to

be considered a potential drug in lung diseases.

Keywords: Mesenteric ischemia/reperfusion, Acute lung injury, End organ injury,
Cannabinoid receptors, Monoacylglycerol lipase
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1. GIRIS

Iskemi, organ veya dokulara giden kanm herhangi bir nedene bagl olarak
belirgin sekilde azalmasi veya tamamen kesilmesi sonucunda perfiizyonunun
bozulmasidir. Iskemiye ugrayan dokunun belirli bir siire oksijenden yoksun kalmasi,
doku hasar1 veya nekroz ile sonuglanmaktadir (1).

Hizli gelisen dolasim yetmezligi ile karakterize olan mezenter iskemi, acil
servise basvuran hasta popiilasyonunda % 0,1 gibi diisiik bir orana sahip olan ve nadir
goriilen bir durum olmasina karsin, akut olarak gelisen vakalarin %24-94 arasinda
degisen yiiksek oranlarda mortalite ile sonuglanmasina neden olan bir tablodur (2, 3).
Akut mezenter iskemi, 6zellikle ¢oklu komorbiditeleri olan yasli hastalarda en sik
goriilen morbid bir hastalik siirecidir (4).

Mezenter iskemi reperfiizyon (I/R) hasar1 genellikle mezenter arter okliizyonu,
ince bagirsak transplantasyonu, vaskiiler cerrahi islemler ve travma sonrasinda
olugsmaktadir (5). Bu hasar; mukozal bariyer fonksiyonunun bozulmasina bagli gelisen
mukozal ve vaskiiler permeabilite artisi, bakteriyel translokasyon ve sistemik
inflamatuvar cevap akut vaskiiler yetmezlik ve g¢oklu organ yetmezligine neden
olmaktadir (6).

Mezenter I/R’nin bagirsakta olusturdugu lokal hasara ek olarak gelisen uzak
organ hasarlarindan en Onemlisi akciger hasaridir. Mezenter /R esnasinda
inflamatuvar sitokinlerin ve aktive edilmis notrofillerin asir1 derecede salinimi
sonucunda akut akciger hasari gelismektedir. Bu durumda mevcut tedaviler yetersiz
kaldigindan dolay1 akut akciger hasart mezenter I/R hastalar1 igin énemli bir 6liim
nedeni haline gelmektedir. Bu nedenle, mezenter I/R hasarinin indirekt nedeni olarak
gelisen akut akciger hasarinda kullanilan semptomatik tedaviler yerine yeni
yaklasimlara ve tedavide kullanilacak ajanlara ihtiyag duyulmaktadir (7, 8).

Kannabinoidlerin bir¢ok sistem iizerinde 6nemli fizyolojik ve farmakolojik etkileri
bulunmaktadir (9, 10, 11). Kannabinoidler; endokannabinoidler, fitokannabinoidler
ve sentetik kannabinoid analoglari seklinde siniflandirilmaktadir (12). Endojen
kannabinoid sistem (EKS); tip 1 ve tip 2 kannabinoid reseptdrleri (CB1, CB2), endojen
ligandlar, endokannabinoidlerin sentezini ve degredasyonunu saglayan enzimlerden
olugmaktadir. EKS; agr1, anksiyete, bagimlilik, 6grenme, inflamasyon ve immiin
yanitin diizenlenmesi gibi siirelerde rol oynamaktadir (13). Kannabinoidlerin akciger

tizerinde anti-inflamatuvar ve antioksidan aktivite gosterdigi bilinmektedir (9, 10, 11).



Arasidonat temelli lipidler olan anandamid (AEA) ve 2-arasidonil gliserol
(2-AG) en iyi bilinen endojen kannabinoidlerdir. AEA ve 2-AG etkilerini hiicrelerde
yer alan G-protein reseptor ailesine ait CB1 ve CB2 reseptorlerine baglanarak
gostermektedirler (14). CB1 ve CB2 reseptorleri adenilat siklaz ile negatif
kenetlenmekte ve/veya protein kinaz (MAPK)’1 aktive etmektedir. Bunun yani sira
endokannabinoidlerin CB1 ve CB2 reseptorleri haricinde, transient reseptdr potansiyel

vanilloid 1 (TRPV1), G proteine bagl reseptdr 55 (GPR55), G proteine bagli reseptor

119 (GPR119), peroksizom aktive-proliferator reseptorleri (PPARs) gibi reseptdrleri
de aktive edebildikleri gosterilmistir (15, 16, 17).

AEA, yag asidi amid hidrolaz enzimi (FAAH) tarafindan arasidonik asit ve
etanolamine hidrolize edilmektedir. 2-AG’nin aragidonik asit ve gliserole hidrolizi ise
monoagilgliserol lipaz (MAGL) enzimi araciligiyla olmaktadir (12, 18, 19).
Bu enzimlerin inhibisyonu veya kannabinoid reseptdr agonistleri araciligiyla
endokannabinoid tonusunun arttirtlmasi, pek ¢ok hastalik modelinde yeni tedavi
hedefleri olarak arastirilmaktadir.

Bu ¢alisma ile siiperior mezenter arterde (SMA) 30 dakika iskemi, 24 saat
reperfiizyon  uygulanarak akut akciger hasar modeli gergeklestirilmistir.
Calismamizda, I/R sonucu meydana gelen bagirsak hasari ve ikincil olarak gelisen
uzak organ (akciger) hasar1 lizerine, monoagilgliserol lipaz (MAGL) inhibitorii
JZL 184, non-selektif kannabinoid reseptor agonisti kannabidiol (CB) ve selektif CB2

reseptor agonisti JWH133’1in olas1 koruyucu etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akut Akciger Hasar1 Sendromu/Akut Solunum Sikintis1 Sendromu

Laennec tarafindan 1821'de nonkardiyak orijinli pulmoner 6dem ile karakterize
yeni bir sendrom tanimlamistir. Daha sonra bu sendromu tanimlamak igin “gift
zatlirree”, “sok akcigeri”, “travmatik 1slak akciger”, “konjestif atelektazi”, “sok
akcigeri” ve “Da Nang akcigeri” gibi gesitli terimler kullanilmistir. Daha sonraki
yillarda yapilan arastirmalar neticesinde akut akciger hasar1 (ALI) ve akut solunum
sikintist sendromu (ARDS) tanimlanmistir (20, 21).

ALL, kritik hasta popiilasyonunda 6énemli bir morbidite ve mortalite kaynagidir.
ALI, hidrostatik pulmoner 6dem belirtisi olmayan ve sol atriyal hipertansiyona ait
klinik kanit bulunmayan hipoksemili bilateral akciger infiltratlarinin akut baslangici
olarak tanimlanmaktadir (22). Ek olarak, ALI gelisiminde arteriyel oksijenin, solunan
oksijen fraksiyonuna orani (PaO2 / FiO2), pozitif son ekspiratuar basing seviyesinden
(PEEP) bagimsiz olarak 300 mmHg veya daha diisiik olmalidir. ALI'nin en siddetli
sekli olan ARDS, arteriyel oksijenin, 200 mmHg veya daha diigiik kapasitede solunan
oksijen fraksiyonuna orani olarak degerlendirilmektedir. ALI ve ARDS terimleri
zaman zaman birbirlerinin yerine kullanilsa da, kesin dl¢ciitlere gére, ARDS hastaligin
en agir seklini yansitmaktadir (23).

ARDS, mekanik ventilasyonun saglanamadigi durumlarda hastalarin biiyiik
cogunlugunun kaybedildigi, hipoksemi ile karakterize olarak hayati tehdit eden ve akut
gelisen solunum yetmezligi ile tetiklenen ¢oklu risk faktorleri iceren bir sendromdur
(24, 25). ALI ve ARDS hizli baslangigli solunum yetmezligini takiben dogrudan veya
dolayli olarak gelisen akciger parankiminde ya da damar yapisinda olusan hasar ile
karakterizedir. ALI / ARDS’nin akciger patolojisi akut ve fibroproliferatif evreye
ayrilabilir, ancak olusan hasarin altinda yatan nedenlere bagli olarak farkliliklar
olusmaktadir (26).

ARDS, 1967 yilinda Ashbaugh ve ark. tarafindan (27), akut solunum
yetmezligi olan on iki kritik hasta grubunda her iki akcigerin akut anormalligi ile
karakterize farkli bir klinik olusumu tanimlamak igin ilk kez kullanilmistir. 1994
yilinda, onlarca farkli tanimlamanin ardindan, Amerikan-Avrupa Konsensus

Konferans Komitesi, ALI/ARDS i¢in bir konsensus taniminin kabul edilmesini



onermistir (22). Avrupa Yogun Bakim Dernegi, Amerikan Toraks Dernegi ve Yogun

Bakim Dernegi 2011 yilinda Berlin’de ARDS taniminin revizyonu i¢in toplanmis

olup, bu toplantida yapilan “Berlin tanim1” dogrultusunda ARDS’nin ALI’nin siddetli

formu oldugu kabul edilmis, bunun yani sira komite ALI taniminin gereksiz oldugu ve

uygunsuz kullanildig1 kanaatine vararak, ARDS’yi hafif (1liml1), orta ve agir olarak
degerlendirmistir (28, 29).

ARDS ve ALI i¢in ii¢ farkli tanimlama yapilmis olup, giincel olarak

2011 yilinda belirlenen Berlin tanim1 kullanilmaktadir. ALI/ARDS’ye iliskin yapilan

tanimlamalara ait bilgiler asagida yer almaktadir:

Murray Akciger Hasar Skorlama Sistemi: 1988 yilinda Murray ve arkadaslar
ARDS’nin cesitli patofizyolojik ozelliklerini dikkate alarak genisletilmis bir
tanimlama yapilmasini Onermistir. Murray Skorlama Sistemi; hipoksi
skorlamasi, solunum sistemi kompliyans1 skorlamasi, gogiis radyolojisi
skorlamasi ve ekspirasyon sonu pozitif basing (PEEP- Positive End Expiratory
Pressure) olmak tlizere dort farkli kriterden olusmaktadir. Her bir kriter, durumun
siddetine gore 0 ila 4 arasinda skorlanmaktadir. Son puan kullanilan bilesenlerin
sayisina gore toplu puanin boliinmesiyle elde edilmektedir. Sifir puan akciger
hasarmin olmadigini, 1- 2.5 puan aras1 hafif-orta akciger hasarimi ve 2.5 iizeri

puan ARDS’nin varhigim gostermektedir (Tablo 1) (30, 31).

Tablo 1. Akciger Hasar1 Skoru (Murray Skoru) (1988) (30, 31)

Akciger rontgen skoru Hipoksemi skoru

Alveolar konsolidasyon yok 0 PaO2 / Fi02 >300 0
1 Kadranda konsolidasyon 1 PaO2 / FiO2 225-299 1
2 Kadranda konsolidasyon 2 PaO2 / FiO2 175-224 2
3 Kadranda konsolidasyon 3 PaO2 / FiO2 100-174 3
4 Kadranda konsolidasyon 4 PaO2 / FiO2 <100 4
PEEP ihtiyaci Dinamik akciger kompliyans
(Ventile edilirken) (Ventile edilirken)

A wpND - O

<5 (cm H20)
6-8 (cm H20)
9-11  (cm H20)
12-14  (cm H20)
> 15 (cm H20)

> 80 (ml/cmH20)
60-79  (ml/cmH20)
40-59  (ml/cmH20)
20-39  (ml/cmH20)

<19 (ml/cmH20)

~wnND B O




ARDS’li bir hastanin LIS sistemine gore aldig1 puanlar1 toplandiginda: 0 puan normal,

0.1-2.5 puan hafif veya orta, ARDS >2.5 siddetli ARDS olarak degerlendirilmektedir.

ii. Amerika-Avrupa Konsensus Toplantisi: 1994 yilinda yapilan Amerika-Avrupa
Ortak Konsensus Konferansi (AECC)’nda ARDS; solunum yetmezliginin ani
olarak baglamasi, akciger grafisinde bilateral infiltrasyonlar, PaO2 / FiO2 oran1
<200 mmHg ile tanimlanan hipoksemi ve kanita dayali olmayan sol atriyal
hipertansiyon bulgusu veya kardiyojenik 6demi ekarte eden 18 mmHg
(6lgiiliirse) altinda pulmoner kapiller basing tarafindan tetiklenen solunum
yetmezligi olarak tanimlanmistir. Ayni konferansta ARDS’nin akut akciger
hasarinin (ALI) siddetli formu oldugu kabul edilmis (6) ve ARDS’den tek
farkinin hipoksemi derecesi oldugu, bu derecenin ise 200<Pa0O2 / Fi02 <300
mmHg olarak tanimlandigi ifade edilmistir (Tablo 2) (25, 32).

Tablo 2. Akut Solunum Sikintis1 Sendromu, Akut Akciger Hasari, AECC Tanimlar1
(1994) (33)

Akut Solunum Sikintisi

Klinik

Akut Akciger Hasar1

Sendromu
Baslangig Akut Akut
Hipoksemi Pa0,/Fi02<300 (40 kPa)  PaO2/FiO2 < 200 (27 kPa)
P (PEEP’ten bagimsiz) (PEEP’ten bagimsiz)
Radyoloji Pulmoner 6dem ile uyumlu ~ Pulmoner édem ile uyumlu

bilateral infiltrasyonlar

bilateral infiltrasyonlar

Nonkardiyak neden

Sol atriyal hipertansiyonun
klinik bulgusunun olmamasi
veya PCWP < 18 mmHg

Sol atriyal hipertansiyonun
klinik bulgusunun olmamasi
veya PCWP < 18 mmHg

AECC: American European Consensus Conference
PCWP: Pulmoner kapiller ug/okliizyon basinci

kPa : Kilopaskal

PEEP : Ekspirasyon sonu pozitif basinci




1994 yilindaki Amerika-Avrupa Konsensus Konferans1 Komitesinin tanimi
sonrasinda klinik arastirmalar belirli standartlara uymus, elde edilen verilerin

degerlendirilmesi ve karsilastirilmasi kolaylagsmistir (32).

lii. Avrupa Yogun Bakim Dernegi, Amerikan Toraks Dernegi ve Yogun Bakim
Dernegi 2011 yilinda Berlin’de ARDS taniminin revizyonu i¢in toplanmis olup,
toplanti sonunda ARDS ile ilgili yeni bir tanimlama olusturulmus, bu yeni
tanima Berlin tanimlamas1 adi1 verilmistir. Bu tanima gére ARDS; akut akciger
hasar1 (Acute Lung Injury-ALI) sol atriyal hipertansiyon yoklugunda, iki tarafli
pulmoner infiltrat ve PaO2 / FiO2 (P / F) oran1 < 300 olan akut solunum
yetmezligi olarak tanimlanmistir (34). Bu tanmima gore; ALI terimi
kullanilmamaktadir. Komite ALI taniminin gereksiz oldugu ve uygunsuz
kullanildigr kanaatine vararak, ARDS’yi hafif (1limli), orta ve agir olarak
degerlendirmisti (Tablo 3) (29).

Tablo 3. ARDS Berlin Tanimi, 2011 (21)

Akut Akciger Solunum Sikintis1t Sendromu

Kriter Hafif Orta Agir

Akut baslangig, bir hafta icinde baglayan klinik ve yeni/koétiilesen

Zamanlama
solunum semptomlari
_ _ Pa02/FiO2 = 201-300 Pa02/Fi02 <200 PaO2/FiO2 <100
Hipoksemi mmHg ve mmHa ve PEEP>5 mmHg ve
PEEP/CPAP>5 g = | PEEP>10

Kalp yetmezligi veya siv1 yliklemesi ile tamamen agiklanamayan

Odem nedeni o
solunum yetmezligi

En az ii¢ kadram

Radyolo;_lk Bilateral opasiteler* Bilateral opasiteler* | kaplayan
anormallikler AT
opasiteler
CRS <40
Ek fizyolojik MIl/cmH20 veya
diizensizlikler | /A NIA VEcorr > 10

L/dakika

*Eflizyon, nodiil, kitle veya lober/akciger kollapsi ile tamamen agiklanamayan

**Higbir risk faktorii yoksa objektif degerlendirmeye ihtiyag vardir.

VEcorr = VE x PaC0O2/40 (viicut ylizey alani ile diizeltilmis dakika ventilasyonu), CRS: istirahatte
akciger kompliyansi, CPAP: devamli pozitif hava yolu basinci N/A: uygulanabilir degil
kullanilamaz.




Akut solunum yetmezligi goriilen bazi hastalarda, Berlin kriterlerini karsilayan
ARDS ortak risk faktorlerine rastlanmamaktadir. Bu tabloya ARDS’yi taklit eden
histolojik diffiiz alveolar hasar yoksunlugu adi verilmektedir. Gibelin ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada ortak risk faktorii eksikligi olan ARDS
hastalarinda mortalite oraninin olduk¢a yiliksek oldugu goriilmiistir. Atipik
ARDS’lerde bronkoalveoler lavaj sivist (BAL) sitolojisi ve akcigerin bilgisayarli
tomografi (CT) taramasi yapilarak bu hastalarin kortikosteroid i¢eren ilag tedavilerine
cevap verip vermedigi incelenmelidir (35).

ARDS, direkt akcigeri ilgilendiren sebeplere (pulmoner/direkt ARDS) veya
sistemik bir hastalik kaynakli ortaya ¢ikan sekonder (ekstra pulmoner/indrekt ARDS)
nedenlere baglh olarak gelisebilmektedir (Tablo 4) (30)

Tablo 4. ARDS’nin Etiyolojik Faktorleri

Pulmoner Ekstrapulmoner
Aspirasyon pndmonisi Sepsis
Infeksiydz pnomoni Septik sok
Suda bogulma Bakteriyemi
Pulmoner kontiizyon Akut pankreatit
Toksik inhalasyon Yaniklar
Kan transfiizyonu Coklu travma
Yag embolisi Gazli gangren
Septik emboli Reperfiizyon hasari
Amnotik s1vi embolisi Kafa travmasi

ARDS, pulmoner veya ektrapulmoner faktorler nedeniyle akut olarak
baslamaktadir. Ilk durumda dogrudan akciger hasari, diger durumda ise gelisen
sistemik inflamatuvar siire¢ sonrasit dolayli akciger hasar1 s6z konusudur. Sepsis,
ARDS olusumunun en 6nemli nedenlerinden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diger
ARDS nedenlerine bakildiginda, pulmoner kaynaklit ARDS nedenlerinin basinda mide
igeriginin aspirasyonu yer almaktadir. Ayrica akciger kontlizyonu, yag embolisi,

bogulma, duman inhalasyonu ve reperflizyon hasar1 dogrudan akciger hasari



sonrasinda ARDS’ye yol agabilecek nedenlerdir. Ekstrapulmoner nedenler arasinda
ise ¢oklu travma, kardiyopulmoner by-pass cerrahisi, akut pankreatit, ilag
intoksikasyonlari, kan ve kan {irtinleri transfiizyonu bulunmaktadir (32).

ARDS; yiiksek goriilme insidansi, 6liim oraninin yiiksekligi, uzun vadeli sekel
ve spesifik farmakolojik tedavisinin olmamasi nedeniyle en o6nemli ve Kritik
tablolardan birini olusturmaktadir. ARDS’ nin histolojik bulgusu diffiiz akciger hasar1
(DAD)'dir. ARDS hastalarinin yaklasik % 50’sinde DAD goriilmekte, geriye kalan
hastalar ise heterojen bir grup olusturmaktadir. Ancak ¢ogunlugu 1yi tanimlanabilen
hastaliklar oldugundan dolay1, dogru teshis edildiginde tedavinin basar1 orani oldukga
yiiksektir (36).

2.2. Akut Akciger Hasar/ Akut Solunum Sikintisi Sendromunda Patogenez

ARDS, ¢esitli pulmoner ve ekstrapulmoner nedenlere yanit olarak akcigerin
diffiiz inflamasyonu ile karakterizedir. ALI/ARDS’deki temel patoloji, alveol-kapiller
permeabilitede artiga bagl olarak gelisen akciger hasar1 ve pulmoner 6dem olmaktadir.
Endotelyal hasar, ndtrofil aktivasyonu, serbest radikallerin olusumu, koagiilasyon
sisteminin aktivasyonu ve pro-inflamatuvar mediatorlerin salinmasini igeren bir
inflamatuvar yanit ile iligkilidir (37). ARDS'ye neden olan faktorler, alveolo-kapiller
membranin zarar gérmesine ve protein bakimindan zengin 6dem sivisinin alveollere
sizmasina neden olmaktadir. Sonugta akciger intersitisyumunda ve distal hava
bosluklarinda protein agisindan zengin ve nétrofilik pulmoner 6dem birikimi meydana
gelmektedir. Protein agisindan zengin 6dem sivisinda ¢ok sayida nétrofil, monosit,
epitel hiicreleri, sitokinler, proteazlar, oksidanlar ve prokoagiilan faktorler dahil olmak
tizere proinflamatuvar mediyatorler yer almaktadir (38, 39).

Sendromun akut fazinda, brongiyal ve alveoler epitel hiicreleri dokiilmekte ve
protein bakimindan zengin hiyalin membranlar bazal membran iizerinde olugsmaktadir.
Notrofiller; hasara ugrayan kapiller endotele yapisarak, interstisyum iginde protein
bakimindan zengin 6dem sivist ile dolmus olan hava boslugunda konumlanmaktadir.
Hava boslugunda, alveoler makrofajlar tarafindan sitokinler, interlokin (IL) 1, 6, 8 ve
10 ve tiimor nekrozis faktor-o (TNF-a) salgilanmaktadir. Bunlar lokal olarak
notrofilleri aktive ederek, kemotaksis i¢in uyarmaktadir. IL-1, ayni zamanda

fibroblastlarin  ekstraseliiler matriks Uretimini de stimile edebilmektedir.



Notrofiller; oksidanlar, proteazlar, 16kotrienler ile trombosit aktive edici faktor (PAF)
gibi diger proinflamatuvar molekiillerin salinimimi saglamaktadir. Coziiniir TNF
reseptori, IL-8’¢ kars1 otoantikorlar ve IL-10, IL-11 gibi sitokinleri igeren
anti-inflamatuvar mediyatorler alveolar ortamda bulunmaktadir. Protein ag¢isindan
zengin 6dem sivisinin alveol igerisine girisi slirfaktanin etkisizlesmesine yol
agcmaktadir (39).

ARDS’nin fizyolojik bozukluklari, pulmoner 6dem kaynakli alveollerde
kapanma egilimi, oksijen tedavisine diren¢ gosteren hipoksemi, solunum
kompliyansinin azalmasi gibi gelisen olaylara bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir (40, 41).

Insanlarda ALI/ ARDS baslangicindaki akut fizyolojik degisiklikler arasinda,
genellikle ekspirasyon sonu pozitif basing (PEEP) yanit veren ve diisiikk akciger
yogunlugunun neden oldugu total torakal uyumda diislis olan agir hipoksemi yer
almaktadir. Endotel ve epitel gecirgenliginin artisi, ekstravaskiiler alanda 6dem
gelisimine neden olmaktadir. Bu degisiklikler ventilasyon / perfiizyon uyumsuzluguna
ve sant fraksiyonunda artisa neden olmaktadir (42).

Patofizyolojik mekanizmalar, olusan hasara bagli olarak degismektedir. Otopsi
bulgularinda ARDS'nin erken doneminde epitelyal ve endotelyal hiicre hasarina bagl
alveolar ddem ile yansiyan artmis gecirgenlik ve notrofil infiltrasyonu gibi bir¢cok
yaygin patolojik pulmoner degisiklik goriilmektedir (25). Hastalarda gelisen akciger
patolojisine iliskin yapilan ¢alismalar, ALI/ARDS seyri esnasinda, siddetli epitel ve
endotel hasarini ve geg fibroproliferatif cevabin olustugunu dogrulamaktadir (43).

Akciger alveoler 6dem sivisinda ya da bronkoalveoler lavaj mayinde (BAL)
yapilan ¢alismalar, akcigerde, proinflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokinleri igeren,
fibrin agisindan zengin proteinli eksuda gelisimi ile karakterize, akut bir nétrofilik
inflamatuvar yanitin mevcut oldugunu gostermektedir (44).

ARDS’de gozlenen kompleks patofizyoloji, farmakolojik tedavi agisindan da
coklu potansiyel hedefleri ortaya ¢ikarmaktadir (37). Nitrik oksit (NO), prostaglandin
vb. farmakolojik tedavilerin, oksijenizasyonu kisa siireli diizeltmesi ancak klinik

sonuglart degistirmemesine ragmen umut vaat ettigi goriilmektedir (30).



2.3. ARDS Tedavi Yaklasimlari

1967°den bu yana patogenezi ve tedavi olanaklar1 hakkinda ¢ok sayida ¢alisma
yapilmis olmasina ragmen, akciger koruma stratejilerinden daha etkili bir ARDS
tedavi sekli heniiz bulunamamistir (25). Bu nedenle, tedavi semptomatik ve
destekleyici olmaktan ileri gidememistir. Mevcut tedavi olanaklari, farmakolojik ve
non-farmakolojik tedaviler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (30).

ARDS i¢in etkili farmakoterapi son derece sinirli kalmaktadir. Uzun yillardir
yapilan klinik ¢aligmalara ragmen, ARDS'li tiim hastalarin tedavisi i¢in higbir spesifik
farmakolojik tedavi ortaya ¢ikamamistir. Bugiline kadar sadece akciger koruyucu
ventilasyon stratejileri bu hastalarda olumlu sonuglar verebilmistir. Farmakoterapinin
cesaret verici sonuglarina ragmen, ARDS tedavisi i¢in umut verici terapdtik hedefler
giintimiizde de yogun olarak arastiriimaktadir (37).

Farmakolojik tedavi kapsaminda; siirfaktan, nitrik oksit, kortikosteroid,
antioksidanlar  (asetilsistein),  prostoglandin  inhibitorleri ~ (indometasin),
vasodilatatorler (sodyum nitroprussid), fosfodiesteraz inhibitorleri (pentoksifilin) ve
tromboksan sentaz inhibitorleri (ketokonazol) kullanilmaktadir. Bu tedavi
yaklagimlar1 heniiz standart tedavi semalarinda yer bulamamisglardir ve spesifik tedavi
bulma yolunda yogun arastirmalar devam etmektedir. Nonfarmakolojik tedavide ise;
ventilasyon tedavisi, pron pozisyonu, Yyiksek frekansli ventilasyon (HFV),
ekstrakorporal yasam tedavisi (ECLS), likit ventilasyon (LV) ve s1vi rejimi gibi tedavi
stireglerinden olusmaktadir (30, 45).

2.4. Akut Akciger Hasari/Akut Solunum Sikintis1 Sendromu Deney Modelleri

Insanlarda akut akciger hasari histopatolojik olarak nétrofilik alveolit, alveolar
epitel ve endotelyum hasari, hiyalin membran olusumu ve mikrovaskiiler trombiis
hasar1 ile karakterizedir (46) Tablo 5’te akciger hasarinin olusturdugu klinik,
fizyolojik, biyolojik ve patolojik 6zellikler gosterilmistir.

Akciger hasart mekanizmalarini aragtirmak i¢in, farkli deneysel akciger hasar
modelleri kullanilmaktadir. Ideal bir ALI / ARDS hayvan modeli, insanda meydana
gelen ALI/ ARDS' nin temel patolojik 6zellikleri olan hiyalin membran birikmesi ve

mikrotrombiis olusumu ile birlikte ciddi bir nétrofilik alveolit patolojisinin tigliniin de
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olusturuldugu bir model olmali, ortaya ¢ikan fizyolojik ve patolojik degisiklikler de
dahil olmak t{izere ALI/ARDS'nin mekanizmalarin1 ve sonuglarint gdsterebilmelidir
(47).

Tablo 5. Insan Akciger Hasarinin Ozellikleri (48)

Klinik 6zellikler Akut baslangi¢
Diffiiz bilateral alveoler hasar
Akut ekstidatif faz
Fibrozis ile iyilesme
Fizyolojik degisiklikler V /Q anormallikleri
Siddetli hipoksemi
Azalmis kompliyans
Alveolar siv1 klirensinde bozulma

Biyolojik degisiklikler ~Artan endotel ve epitel gecirgenligi
Akcigerlerdeki sitokin konsantrasyonlarinda artig
Proteaz aktivasyonu

Patolojik degisiklikler  Notrofilik alveoler infiltratlar

Intra-alveolar koagiilasyon ve fibrin birikimi

Alveolar epitelin hasarlanmasi ile bazal membranin
biitiinliik kayb1

Tablo 6’da hayvanlarda olusturulan farkli akut akciger hasari modelleri
verilmektedir. Tabloda, farkli modellerle insanda gelisen akciger hasari arasindaki
benzerlik ve farkliliklar gosterilmis olup, her modelin 6nemli avantajlart ve
dezavantajlar1  belirtilmistir. Goriildiigli tizere hayvan modellerinin  higbiri,
ALI/ARDS'nin  tiim  histopatolojik  ozelliklerini  tatmin  edici  sekilde
olusturamamaktadir. Bu nedenle, bir ALI/ARDS hayvan modelini segerken,
calismanin hipotezi tarafindan test edilecek olan ALI/ARDS'nin temel 6zelliklerini
dikkate almak ve sonra bu 6zellikleri olusturan bir model segmek nemlidir. Ornegin,
epitel hasar1 mekanizmalarini incelemekle ilgilenen bir arastirmaci, akcigerin iskemi
reperflizyonu veya asit aspirasyonu gibi, hiyalin membranlarinin belirgin gelisimini

saglayacak bir model segmeyi tercih etmelidir (47).
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Tablo 6. Akciger Hasart Hayvan Modelleri ve ARDS Ile Benzerlikleri, Farkliliklari
Ve Teknik Sorunlar (48)

Model ARDS ile benzerlikler ~ ARDS ile farkliliklar ~ Teknik sorunlar
Insan ARDS'sinin lyi
Akut ve onarim . . tekrarlanabilirlik
. sadece bir kismi yag . .
asamalar1 insan L. Kiigiik
, embolisinden
L ARDS'ye benzer hayvanlarda zor
Oleik asit ) . kaynaklanir. . )
histopatolojik ve ; ... olabilen oleik
.. . 1 Septik ARDS'nin e <
fizyolojik  ozelliklere . o asidin intravendz
- fizyopatolojisini o
sahiptir. enjeksiyonunu
modellemez. 7
gerektirir.
Intrapulmoner :
sitokinlerde artis ile AIV.eO|er. _kaplller Tekrarlanabilir bir
LPS .. o gecirgenlikteki . .
notrofilik  inflamatuvar g, . . yontemdir.
degisiklikler hafiftir.
yanit
Tekrarlanabilir bir
. Nétrofilik infiltrasyon Insanlar saf asidi degil, yontemdir. Hasar
Asit . ; ’ - AP . olusturan ve
. ile alveoler / kapiller mide igerigini aspire
aspirasyonu . olusturmayan
bariyerin bozulmasi ederler. .
dozlar arasindaki
aralik dardir.
Normal insan

Epitel hasar1 ve
nétrofilik infiltrasyonun

akcigerlerinde % 100

oksijen akciger
hasarina neden

Iyi
tekrarlanabilirlik
Istenilen gaz

Hiperoksi akut fazini takiben Tip olmamaktadir- konsantrasyonlari
IT hiicre proliferasyonu . L nin takibi i¢in
. hiperoksinin ARDS .. .
ve skar gelisimi . ozel ekipman
patogenezinde yer alip erektirir
almadig belli degildir. © '
Akut inflamatuvar Hiyalin membranlar
Bleomisin yaralanma ve ardindan  olugmaz. Iyi

seyreden geri
doniisiimlii fibrozis

Fizyopatolojik 6nemi

acik degil.

tekrarlanabilirlik

Tuzlu yikama

Stirfaktanin tiikenmesi
Azalmis akciger
kompliyans

Bozulmus gaz degisimi

EK bir uyaran
olmadan,

gecirgenlikte minimal

bozulma ve kiigiik
polimorfoniikleer

notrofil (PMN) gocii

Hayvanlara
prosediir boyunca
ve sonrasinda
anestezi
yapilmali, entiibe
edilmeli ve
ventilasyon
saglanmalidir.
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Tablo 6. Akciger Hasar1 Hayvan Modelleri ve ARDS Ile Benzerlikleri,
Farkliliklar1 Ve Teknik Sorunlar (48) (Devami)

ARDS ARDS Teknik
Model _ ) '
ile benzerlikler ile farkliliklar sorunlar
Akcigerlerde artmis .Yaralanma haﬂﬂ.lr ve Komplike
Non-pulmoner . ) inflamatuvar  bilesen
. . mikrovaskiiler y hayvan
iskemi / . . cogunlukla .
. gecirgenlik ve PMN . . ameliyati
reperfiizyon interstisyumla -
sekestrasyonu sinirlidir gerektirir
. ; 1nterstlsy?l odem, Minimal nétrofilik  Onemli
Intravenoz intravaskiiler . - . .
X . alveolit; hiyalin biyolojik
bakteri konjesyon, PMN o .
membran olusumu yok degiskenlik
sekestrasyonu
. Artmis gecirgenlik, Erken ARDS'de nadir Onemli
Intrapulmoner . . .. A i . ..
bakteriler interstisyel o_dem, goriilen pozitif  biyolojik
notrofilik alveolit kiiltiirler degiskenlik
Biyolojik
Artmis  gegirgenlik degiskenlik
y Degisken Minimal hiyalin Hasar
Peritonit
derecelerde membran olusumu olusturacak
notrofilik alveolit doz lethal doza
yakindir.
Artmis  gegirgenlik EIY?IEJ Iri(lik
Cekal ligasyon Degisken Minimal hiyalin CZ%rzh?
ve baglama derecelerde membran olusumu -
N . . miidahale
notrofilik alveolit s
gereksinimi
Pulmoner Pulmoner  vaskiiler . Komplike
. . o Hasar genellikle hayvan
iskemi | permeabilitede artig L )
. s hemorajiktir ameliyati
reperfiizyon PMN infiltrasyonu -
gerektirir.
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Akut akciger hasar1 deney modelleri direkt, indirekt ve kombinasyon modelleri

olarak {i¢ grup altinda incelenmektedir.

2.4.1. Direk yontemler

Lipopolisakkarit (LPS)

Gram negatif bakterilerin dis membran komponenti olan lipopolisakkarit
(LPS), saflastirilmis glikolipit yapiya sahiptir. LPS toksisitesi, igeriginde bulunan
lipit A yapisindan kaynaklanmaktadir. LPS, immiin sistemin potent bir aktivatortidiir.
LPS, makrofajlardan IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi inflamatuvar sitokinlerin salinimini
indiiklemesinden dolay1 septik sok ve cesitli inflamatuvar hastaliklarin patogenezinde
onemli rol oynamaktadir (49, 50).

LPS serumda, spesifik bir lipopolisakkarit baglayict proteine (LBP)
baglanmakta ve LPS-LBP kompleksi olugsmaktadir. LPS-LBP kompleksi inflamatuvar
mediyatorlerin salinimini tetikleyerek monositler, makrofajlar ve diger hiicrelerde
bulunan CD14 / TLR-4 reseptor kompleksini aktive etmektedir (51).

LPS’nin intravendz uygulanmasini takiben 6ncelikle kapiller endotelinde hasar
meydana gelmektedir. Apopitoza bagli olarak ilerleyen hiicre hasar1 nekroz ile
sonuglanmaktadir. LPS uygulamasi sonucunda olusan hemodinamik yanit, 16kopeni,
kardiyak output ve arteriyel basingta azalma ile karakterizedir. Postkapiller ven
direncine bagh olarak pulmoner arteriyel basingta artis goriilmektedir. Akcigerlerde
alveoler ve arteriyel oksijen farki olugsmakta ve olusan artisa bagl olarak da hipoksemi
gelismektedir (48, 52).

LPS, gram negatif bakterilere yanit olarak sepsiste dnemli bir mediyatordiir.
Bu durum, sistemik yoldan LPS uygulamasini, sepsis modeli olusturmada kullanilan
ilk yontemlerden biri haline getirmektedir. Bilindigi {lizere sepsis tablosu, sistemik
inflamatuvar yanit sendromu (SIRS), septisemi, ciddi sepsis ve septik sok seklinde
devam etmektedir. LPS uygulamasindan kisa bir siire sonra, pro-inflamatuvar
sitokinlerin salinim1 yiiksek oranda tetiklendiginden dolay1 SIRS gelismektedir. Aynm
zamanda doza bagimli olarak mortalite riski artmaktadir (53, 54).

LPS, hayvan akcigerine intravendz, aerosol formda, intranazal birikimle,
trakeostomi veya endotrakeal tiiple intratekal yoldan uygulanabilir. LPS uygulamasina

bagli olarak olusturulan deney modellerinde uygulama dozu, kullanilan LPS’nin tipine
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ve hayvanin tiiriine gore degismektedir. Ornegin diisiik dozda LPS uygulamasi, koyun,
domuz ve kedilerde pulmoner inflamasyon olustururken, rodent ve kdpeklerde bu
etkiyi olusturamamaktadir (55).

Insanlara oranla fare ve sicanlar endotoksinlere karsi daha direnclidir.
LPS uygulamasi ile hayvanlarda olusturulan ARDS modellerinde, insanda goriilen
ARDS’de olusan endotel ve epitel hasari kadar hasar olusmamaktadir. Mevcut veriler,
LPS uygulamasinin, endotoksemi veya SIRS’1n patofizyolojik siireclerini incelemek

ve endotoksik sok modeli olusturmak i¢in kullanilabilecegini gostermektedir (41, 54).

Asit aspirasyonu

Ik olarak 1946'da Mendelson tarafindan gastrik icerigin aspirasyonunu takiben
akut solunum yetmezliginin gelismesi tanimlanmistir. Gastrik igerigin aspirasyonu,
ARDS i¢in 6nemli bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Gastrik icerik diisiik
pH’ya sahip oldugundan, hayvanlarda akciger hasar1 olusturmak igin hidroklorik asit
(HCI) kullanilmaktadir. Diistik pH’nin yani sira aspire edilen gastrik ve orofarengeal
icerikte yer alan yiyecek artiklar1 ve bakteriyel iiriinler, yiiksek osmolarite gibi birgok
etmen de aspirasyona bagli akut akciger hasari patogenezinde rol oynamaktadir
(56, 57).

Hayvan mekanik olarak ventile edilirken HCI'nin dogrudan trakea veya bronsa
uygulanmasi ile model olusturulmaktadir. HCI, akcigerlerde hizla nétralize olur. Bu
nedenle, HCI konsantrasyonu olusan hasarin siddetini etkilemektedir. Ozellikle asit
aspirasyonu sonucu siklikla ARDS gelistigi goriilen yogun bakim hastalarinin gastrik
iceriginin pH degeri diisiiktiir. Bu nedenle deney modeli olusturulurken genellikle 0.1
N HCl uygulanir. Bazi ¢aligmalarda daha yiiksek pH’ya sahip 0.5 N HCI uygulamasi
da yapilmaktadir. Bir baska uygulama yolu ise; diisik olan pH degerinin
yiikseltilebilmesi i¢in %0,3’liik NaCl’nin HCI ile pH 1,2-1,5 olana kadar titre
edilmesidir (55).

Diisiik pH asit aspirasyonu uygulamasi sonucunda nétrofile bagimli akut
akciger hasar1 olusmaktadir. Bu hasar; fizyolojik olarak akciger uyumu ve hacminde
azalma; histolojik olarak ise nekroz, alveol epitel ve endotelinde hasar, akut notrofilik
inflamasyon, hemoraji, intra-alveolar ve interstisyel 6dem ile karakterizedir. Asit
aspirasyonu, alveoler epitel s1v1 transportunda bozunmaya ve sonug olarak pulmoner

kan akist veya vaskiiler filtrasyondan bagimsiz olarak alveoler sivi klerensinde
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degisiklige neden olmaktadir. Bununa birlikte asit aspirasyonu kapiller endotelinde de
hasar meydana getirmektedir. HCI'nin akcigerlere uygulanmasi, hava yolu direncinde
ve pulmoner arter basinci, pulmoner vaskiiler rezistans ve sant fraksiyonunda artisa
neden olur. Pulmoner kapiller u¢ (kama) basinct ve kalp atist degismeden kalir.
Kardiyak output ve ortalama arter basinci ise ya degismeden kalir ya da azalir. Ana
sistemik sonuglar ndtropeni ve trombositopenidir. Asit aspirasyon yontemi epitel
hasar1 i¢in iyi bir deney modelidir. Bu modelde, insan ALI/ARDS’ye gore notrofil
cevabi daha az belirgindir (57, 58).

Hiperoksi

Yiksek konsantrasyonda oksijenin solunmasinin akciger hasarma neden
olabilecegi, 1783 yilinda Antonie Lavoisier’in kobaylar iizerinde yaptigi deneysel
calisma ile bulunmustur. Hayvanlarin FIO2, > 1.0 siddetinde oksijene maruz
kaldiklarinda siddetli inflamasyon ve yiiksek ates sonucunda oldiikleri goriilmiistiir.
Hiperoksi uygulamasi sonucu olusan akciger hasari ile ARDS, sepsis ve travma modeli
olusturulabilmektedir (48).

Oksijen toksisitesi hakkinda kesin bir bilgi olmamasina karsin, oksijen
hasarinin direkt olarak molekiiler oksijenden kaynakli reaktif oksijen radikalleri veya
nitrik oksit gibi yapilarla etkilesim sonucunda olustugu diisiiniilmektedir. Hiperoksi
varliginda mitokondri ve diger organeller normal hiicresel solunumda oldugundan
daha fazla miktarda siiperoksit anyonu olusturur. Fazla miktardaki siiperoksit
anyonlar1, antioksidan enzim kapasitesini astifindan ortamdan temizlenemez ve
hiicresel glutatyonu tiiketirler. Bunun yani sira siiperoksit anyonu, nitrik oksit ile
reaksiyonu sonucunda oksidan bir molekiil olan peroksinitriti olusturur. Bu tiriinlerin
birikimi ile proteinler oksitlenir, membran lipitleri ve niikleik asitlerin peroksidasyonu
meydana gelir. Nekroz ve apopitozun gelismesi ile hasar olusur (59).

Hayvan tiirlerinin hiperoksiye duyarliliginda farkliliklar bulunmaktadir.
1899 yilinda James Lorrain Smith tarafindan bu konuda yapilan ¢aligmada, bir hafta
boyunca 0.4 FIO2 soluyan farelerde toksisite olusmadigi, 0.7-0.8 FIO2' ye maruz
birakilan farelerin yarisinin solunum yetmezliginden o6ldiigii goriilmiistiir. Smith
tarafindan, 0.7 FIO2' ye uzun siire maruz kalmanin, toksisite esigini biiylik dlgiide
temsil ettigi; 0.8 FIO2 uygulamasi ile olusan toksik etkinin hayvanlarin viicut direncine

gore degistigi gosterilmistir. Eksiidatif fazda, alveoler tip-1 hiicrelerin 6liimii, endotel
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hiicrelerinde sisme ve nekroz, interstisyel 6dem ve alveollerin eksiidatif sivi ile
dolmasi; proliferatif fazda ise, endotel hiicrelerinde ve tip II pndmositlerde

proliferasyon ve bunlarin alveoler bazal membrani kaplamasi gézlenir (60).

Siirfaktan deplesyonu (Salin lavajr)

Akciger siirfaktan1 alveoler tip 11 hiicrelerince (graniiler pnomosit)
sentezlenerek salgilanmakta ve alveol yiizey sivisinin 6nemli bir komponentini
olusturmaktadir. Protein ve fosfolipitlerin karisimindan olusan siirfaktan akciger
fonksiyonu i¢in gereklidirler (61).

Stirfaktan, yiizey gerilimini diigiirerek, alveoler alanlarmn diisiik akciger
voliimiinde kollabe olmasini 6nler. Siirfaktan proteinleri, siirfaktani stabilize etmesinin
yani sira, akcigerlerdeki immiin savunmay1 da modiile eder. Salin (tuzlu su) lavaji,
alveoler yiizey sivisinda yer alan siirfaktan lipit konsantrasyonunda azalmaya sebep
olur. Bunun sonucunda alveoler yiizey geriliminde degisim meydana gelir. Akciger
hasari, polimorfoniikleer 16kosite (PMN) bagimli olarak gelisir ve protein permeabilite
artisi, interstisyum ve hava yolunda PMN infiltrasyonu, sitokin {iretim artis1 ve hyalin
membran olusumu ile karakterizedir (55, 62).

Siirfaktan deplesyon modeli, yetiskin domuz, koyun ve kopeklerde
kullanilmaktadir. Bu model, 30 ila 40 mL / kg sicak (37°C ila 38°C) izotonik serum
fizyolojik soliisyonunun (%0,9 NaCl), sirtiistii yatis pozisyonunda olan veya
akcigerlerinin 20 ile 30 cm yiiksekligine endotrakeal tiip yerlestirilen hayvana
verilmesi ile olusturulmaktadir. Bu prosediir, olusturulmak istenen diizeyde akciger
hasarina ulagilana kadar her 10 dakikada bir tekrarlanir (63, 64).

Alveoler epitel hasar1 ve alveoler alanlara proteinden zengin 6dem sivisinin
eksiidasyonu, ALI/ARDS gelisiminde siirfaktan yap1 bozuklugu olusmasina neden
olur. Salin lavaji uygulamasi, alveoler epitelde ©nemli bir hasar olusturmaz,
stirfaktanin tilkenmesine neden olur. Salin lavaj uygulamasina mekanik ventilasyon

eklendiginde epitel hasar1 da gelismektedir (64).
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Akciger iskemi reperfiizyonu

Akciger I/R hasar1; hizli gelisen oksidatif stres, pulmoner vaskiiler permeabilite
artig1, 6dem olusumu, PMN infiltrasyonu, defektif gaz degisimi sonucunda endotel ve
epitel yapinin bozulmasi ve hemoraji ile karakterizedir (65).

Akcigerler pulmoner ve brongiyal vaskiiler sistem ile kanlanmaktadir.
Akcigerde iskemi pulmoner arterin klemplenmesi ile olusturulmaktadir. Olusan
akciger hasar1 akcigerlerin iskemik dénemde soniik olmasi, bronsiyal ve pulmoner
dolasimin birlikte blokasyonu ile derinlesmektedir. Pulmoner arter yerine hilusun
kapatilmasi halinde sirkiilasyon durmaktadir (66).

Bir akcigerde I/R hasari olustugunda diger akcigerde de inflamatuvar yanit ile
permeabilite degisikligi ve PMN infiltrasyonundan kaynaklanan hafif bir hasar
gozlenmektedir. Akcigerlerde, reperfiizyon esnasinda, dogal immiin hiicreler hizlica
aktive olmaktadir. Pro-inflamatuvar sitokinlerin ve deoksiadenozin monofosfatin
(DAMP) salinimi direkt doku hasarini ve inflamasyonu azaltmaktadir (67).

I/R hasar1 sonuglari tiirler arasinda farklilik gostermektedir Bu deney modeli
tavsanlar basta olmak iizere sigan, kdpek, koyun, domuz, kedilerde kullanilmaktadir
(55, 68).

2.4.2. indirekt yontemler

Akciger dis1 iskemi/reperfiizyonu

Bu model ile olusan akciger hasari, iskemiye ugratilan alana (karaciger,
bobrek, barsak, arka bacak), alanin biiyiikliigiine, iskemi ve reperflizyonun siiresine
baghidir. Genel olarak bu modelin olusturulmasi igin mezenter arter kullanilmaktadir.
Biiyiik hayvanlarda en ¢ok kullanilan damar siiperior mezenter arterdir, farede ise arka
bacak iskemisi kullanilmaktadir (69, 70).

Kemirgen modellerinde atravmatik vaskiiler klempleme ile gegici olarak
dolagimin engellenmesi veya siiperior mezenter arterin (SMA) kalict vaskiiler
okliizyonu (ligasyonla) ile intestinal iskemi hasar1 olusturulmaktadir. Iskemi sonrasi
doku reperfiizyona ugratilmaktadir (71, 72).

Bu uygulamaya bagli olarak hayvanda gelisen sistemik yanit, kardiyak

outputta azalma, hipotansiyon, metabolik asidoz, PMN aktivasyonu, mononiikleer
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hiicre ve nétrofil infiltrasyonu, proteinéz alveoler eksuda ve vaskiiler tikaniklik ile
interstisyel hiicrelerde yaygin artig seklinde gelismektedir (73).

Bu model daha ¢ok si¢an ve farelerde kullanilmaktadir, ancak tavsan ve koyun
calismalar1 da bulunmaktadir. Mezenter I/R sonrasinda uzak organ hasari
goriilmektedir. Uzak organ hasarinin meydana geldigi organlardan biri de akcigerdir.
Akciger hasar1 bu modelde sirkiile eden PMN’lere baglidir ve ayrica akciger hasarinda
proteindz alveoler eksuda gozlenmektedir. Mezenter arterde olusturulan iskeminin
stiresi, uzak organlarda meydana gelecek hasarin siddetini etkilemektedir. Meydana
gelen akciger hasari insanda gelisen akciger hasarina benzediginden bu model siklikla

kullanilmaktadir (70, 73).

intravenoz bakteri

Bu model intravenéz yoldan peritona veya akcigerlere canli bakteri
(Escherichia coli, klebsiella vb.) enjeksiyonuyla sepsis olusturulmasina imkan
saglamaktadir (74).

Intravendz bakteri uygulamasi, devamli infiizyon veya bolus seklinde
yapilmaktadir. Bakteri uygulamasi sonrasinda bir saat i¢inde hipotansiyon ve 16kopeni
goriilmekte, ardindan septik sok, intravaskiiler koagiilasyon ve olim meydana
gelebilmektedir. Hayvan hayatta kalir ise devam eden 1-3 saat i¢inde kisa siireli bir
hemodinamik stabilizasyon faz1 meydana gelmektedir. Bu fazin ardindan akcigerlerde
PMN sekestrasyon, pulmoner mikrovaskiiler permeabilite artisi, interstisyel ddem,
sant fraksiyonu ve pulmoner arter basincinda artis, intravaskiiler trombozun eslik ettigi
mikrovaskiiler hasar olusmaktadir. Alveol epiteli intravendz bakterilere direncli olsa
da bakteriyel tutunmanin yiiksek olmasi halinde nétrofilik alveolit veya intra-alveoler
Odeme rastlanmaktadir. Bakteri uygulamasi ARDS’ye benzer olarak epitel ve hiyalin
membran hasarina neden olmaktadir (75, 76, 77).

Bu model akciger hasar1 olusturulmasi i¢in kemirgen veya koyunlara tercih

edilen modeller arasinda yer almaktadir (78, 79).
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Cekal ligasyon ve baglama (CLP)

Insanlarda gelisen bakteriyal enfeksiyon ve akut peritonit tablosunu
olusturmak amaciyla c¢ekal ligasyon ve perforasyon modeli (CLP) siklikla
kullanilmaktadir. Modelin mortalitesi ve siddeti, ¢ekal ligasyon sayisi ve igne ¢apina
bagli olarak kronik peritoneal enfeksiyondan letal septik soka kadar degisiklik
gostermektedir (41).

CLP uygulamasinda ¢ekum baglanarak bir igne ile 3-5 kez delinmekte ve
abdominal insizyon kapatilmaktadir. Hasarin siddeti ¢gekumdaki delik sayisina ve
deliklerin olusturulmasi i¢in kullanilan ignenin biiyiikliigiine bagli olmaktadir. CLP
uygulamasi peritonite neden olmakta ve hayvan, progresif bir sekilde 16kopenik hale
gelmektedir. Epitel dokuda permeabilite artmakta ve alveolar boslukta PMN birikimi,
notrofilik inflamasyon, kardiyak output ve kan basincinda artig, pulmoner
hipertansiyon ve hipoksemi gozlenmektedir. 18 ila 72 saat icinde akcigerlerde
gecirgenlik artmakta ve alveolar duvar kalinlagmaktadir. Intersitisyel ve alveolar
acikliklarda nétrofil birikimi goriilmektedir (80, 81).

CLP uygulamasi sonucunda gelisen hasar farklilik gosterebilmektedir. Bunun
nedeni kolon florasinda bulunan bakteri florasinin gesitliligidir. CLP uygulamasi
sepsis ve organ hasarinin iyi bir sekilde modellenmesini saglamaktadir. Dezavantaj

major cerrahi gereksinimidir (82, 83).

Oleik asit

Memelilerde en sik bulunan serbest yag asidi oleik asittir (OA). Ayrica, uzun
kemik travmasi gecirmis hastalardaki pulmoner embolide gozlenen total yag
asitlerinin yaklasik %50’sinde OA yer almaktadir. OA'nin deneysel modellerde artan
serbest yag asidi diizeyine bagl olarak akciger hasar1 olusturdugu ve ARDS’yi
indiikledigi bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda ARDS hastalarindan alinan plazma ve
bronkoalveoler lavaj sivisi analiz edildiginde yiiksek OA seviyesi goriilmektedir (84).

OA ile olusturulan deney modeli, ALI ve ARDS’nin gelisme mekanizmalarini
incelemek ve yeni tedavi yontemleri {izerinde ¢alismak icin siklikla kullanilan bir
modeldir. OA, genellikle etanol ile ¢o6ziildiikten sonra periferik veya santral venden
uygulanmaktadir. Ayrica, direkt olarak sag atriyum ya da pulmoner artere de uygulama

yapilabilmektedir. Oleik asit uygulamasindan 5 dakika sonra ilk lezyonlar
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goriilmektedir. Maksimum akciger hasar1 12. saatte elde edilmekte ve 24. saate dogru
bu etki azalmaktadir (64, 85, 86).

Oleik asit (OA) uygulamasi, lipid embolisini taklit ederek endotel toksisitesine
neden olmaktadir. Bu nedenle, OA’nin intravendz yolla verilmesinden kisa bir siire
sonra pulmoner vaskiiler endotel hiicrelerinde hasar olusmaktadir. Ardindan
inflamasyon ve akciger hasar1 gelismektedir. OA, endotel ge¢irgenligini arttirmakta ve
alveolokapiller membran yapisi bozulmasina neden olmaktadir. Bununla beraber,
intraalveoler ve interstisyel sivi artisi, hemoraji, polimorfoniikleer I6kosit
infiltrasyonu, oksidan enzimlerin aktivasyonu, sitokin salinimi, adezyon molekiilleri
ve reaktif oksijen tiriinlerinin salinimi meydana gelmektedir (87) .

Tekrarlayan OA dozlar neticesinde ise fibrozis olusumu goériilmektedir. Akut
faz nekroz ve mikrovaskiiler trombozisle karakterizedir. Bunu tip II hiicrelerin
proliferasyonu ve subplevral alanlarda fibrotik odaklarin gelistigi tamir fazi takip
etmektedir. Hasar nétrofilik infiltrasyona bagli olarak meydana gelmemektedir. Hasar

olusumunda endotel hasar1 kritik rol oynamaktadir (48, 88).

2.4.3. Kombinasyon yontemleri

Sinerjik etkileri nedeniyle mekanik ventilasyon sonrasinda siirfaktan
deplesyonu (salin lavaji) uygulamasi, CLP uygulamasinin ardindan hemoraji gelisimi,
intraperitoneal LPS uygulamasini takiben intravendz OA uygulamasi akut akciger
hasar1 olusturulmasi igin kullanilan kombine yontemlerdir (47, 89).

Benzer sekilde, intravendz LPS uygulamasi ve beraberinde mekanik
ventilasyon, kompleks transkripsiyon yollarinin aktivasyonu ve orta tidal hacimde
akciger inflamasyonu tizerinde sinerjik etki olusturmaktadir. Direkt pulmoner etkilere
ek olarak, mekanik ventilasyon ve intravendz LPS, ¢oklu organ yetmezliginin
patogenezi ile ilgili olan sistemik organ disfonksiyonuna da neden olmaktadir (43).

Akut akciger hasart modellerinin sistemik etkileri ve akciger iizerine etkileri
konusunda avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Deney modeli secilirken bu

ozellikler g6z 6niinde bulundurulmalidir (90).
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2.5. Mezenter Iskemi/Reperfiizyonu

Oksidatif ve apoptotik mekanizmalar vasitasiyla gelisen I/R kaynakli doku
hasar1, akut bobrek hasari, travma, miyokard infarktiisii, iskemik inme, akciger hasari,
dolasim arresti, orak hiicre hastaligr ve uyku apnesi dahil olmak {izere gok ¢esitli
patolojilerde morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir. Iskemiye ugrayan organda
gozlemlenen metabolik olaylardaki dengesizlik, derin doku hipoksisine ve
mikrovaskiiler fonksiyonlarda bozukluga neden olmaktadir. Iskeminin uzun siirmesi
mortalite oranin1 arttirmaktadir (91).

Mezenter arterde meydana gelen iskemi, erken teshisi ve tedavisi gii¢ bir
hastaliktir. Iskemi sonras1 gelisen reperfiizyon hasarindan, serbest oksijen radikalleri
araciligiyla olusan oksidatif hasar sorumlu tutulmaktadir. Reperfiizyon, dogal veya
adaptif immiin yanit ile hiicre oliim pogramlarinin aktivasyonunu daha da
siddetlendirmektedir. Bu durum reperfiizyon hasari olarak tanimlanmaktadir (92; 93).

Barsak, tiim i¢ organlar arasinda I/R hasarmna kars1 en hassas organdir. Barsak
I/R, genellikle akut mezenter iskemi, travma, kardiyopulmoner resusitasyon,
serebrovaskiiler infarkt, organ transplantasyonlari, hemorajik sok, trombolitik tedavi,
ciddi yaniklar, abdominal aort anevrizmasi cerrahisi, vaskiiler cerrahi dahil bazi
cerrahi islemlerde ortaya ¢ikan ciddi bir klinik olaydir (94, 95).

Akut mezenter iskemi (AMI); iskemi, hiicresel hasar veya intestinal nekroza
bagli olarak ince bagirsagin bir boliimiine kan akiminin aniden durmasi seklinde
tanimlanabilmektedir. AMI, mezenter arter embolisi (%50), mezenter arter trombozu
(%15-25) veya mezenter vendz tromboz (%5-15) olarak gelismektedir. Tedavi
edilmedigi takdirde hastanin 6liimiine yol agan AMI nin gériilme siklig1 diisiiktiir. Acil
servislere, nedeni bilinmeyen abdominal agr1 kaynakli bagvurularin % 0.09 - %
0.2'sini olusturmaktadir. iskeminin uzun siirmesi % 50-80 oranindaki yiiksek 6liim
oranlarinin azaltilmasi i¢in hizli tan1 ve miidahale 6nem arz etmektedir. AMI, 6zellikle
coklu komorbiditeleri olan yagl hastalarda en sik goriilen morbid bir hastalik stirecidir
(96). AMI, arteriyel embolizm, arteriyel tromboz, mezenter vendz tromboz (MVT) ve
mezenter arteriyel vazokonstruksiyon veya diisiik kardiyak out-puta baglh
hipoperfiizyon gibi tikayici olmayan nedenler ile olusabilmektedir (3).

Stiperior mezenter arter embolisi (SMA) en sik goriilenidir. Mezenter iskemi
riski yliksek olan hastalarda genellikle atriyal fibrilasyon, dilate kardiyomiyopati,

aritmi ve kapak hastaligit gibi emboliden kaynaklanan kardiyak nedenler
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goriilmektedir. Bu hastalarin yaklasik iicte birinin bir embolik olay bir ge¢misi
bulunmaktadir. Prognozun diisiik olmasi sadece taninin ge¢ konmasina bagli olmayip,
yandag hastaliklar ve bagirsak iskemisinin lokal ve sistemik etkilerinin mortalite
oranlarim arttirmasindan kaynaklanmaktadir. Iskeminin siiresi, mezenter arter
tikanmasinin seviyesi ve kolleteral akimim oranmi akut arteriyel tikanma sonrasi
bagirsak hasarint belirleyen etkenlerdir. Elli yas istii hastalarda, kardiovaskiiler
hastalik ile birlikte a¢iklanamayan karin agrist varliginda mezenter iskemiden
stiphelenilmelidir (97).

Kronik mezenter iskemi (KMI), 1918 yilinda Goodman tarafindan abdominal
anjina olarak adlandirilmistir. Birgok nedene bagli olarak gelisebilen KMI vakalarinin
%95’1 difiize aterosklerotik hastaliklar ile iliskilidir. Diger etiyolojiler ise
fibromuskiiler displazi, vaskiilit, Takayasu arteriti, malignite, kokain bagimliligi ve
radyasyon kaynaklidir. Sigara kullanimi, hipertansiyon, diabetes mellitus ve
hiperkolesterolemi anteroskleroz gelisimine zemin hazirladigindan KMI igin de risk
faktorti haline gelmektedir. Spesifik belirtilerin yoklugu veya sessiz seyir nedeniyle
hastalik siklikla ilerleyen asamalarda teshis edilebilmektedir. Bu hastalarda en sik
goriilen semptom,; sabit, difiize, lokalize olmayan veya periumblikal abdominal agr1
olmaktadir. KMI hastalarinda postprandiyal agri, mide bulantis1 ve kilo kaybi
gortilmektedir (98, 99).

Mezenter arterlerdeki I/R sonrasinda mukozal bariyer fonksiyonunun
bozulmasina bagl gelisen mukozal ve vaskiiler permeabilite artisi, bakteriyel
translokasyon ve sistemik inflamatuvar cevap, akut vaskiiler yetmezlik ve ¢oklu organ
yetmezligine neden olmaktadir. Bagirsak dokusunun yani sira mezenter I/R sonrasinda
cesitli inflamatuvar ve oksidatif mediyatorlerin salinarak dolagima katilmasi ile uzak
organ hasar1 gelismektedir. ALI ve ARDS, mezenter I/R’ye bagh olarak gelisen
komplikasyonlar arasinda yer almaktadir. Dolayisiyla mezenter I/R’ye bagh gelisen
uzak organ hasarlarindan biri de akcigerde meydana gelen hasardir (100).

Bagirsak dokusuna kan akiminin uzun siire saglanamamasi bir¢ok islevsel
bozukluga sebep olmaktadir. ATP’nin tiikenmesi iskemik hasari olusturmaktadir.
Iskemiye ugramis olan dokulara kan akimmin yeniden saglanmasi hasarin ileri
boyutlara ulasmasini engellemektedir (101). Iskeminin siire ve siddetine bagl olarak

hiicre 6liimii meydana gelebilmektedir (97).
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I/R hasar1 bir cok mekanizmanin fizyopatolojisinde temel rol oynamakta olup,
akut mezenter arter ttkanmasi ve hemodinamik sok gibi durumlardan sonra meydana
gelebilmektedir (102). Mezenter I/R’ye bagli olusan lezyonlar ince barsak nakli
sirasinda da goriilebilmektedir (103). Mezenter arterlerdeki I/R sonrasinda akut
vaskiiler yetmezlik ve ¢oklu organ yetmezligi gelisebilmektedir ve bu durumlar

morbidite ve mortalite oranlarini artirmaktadir (104).

2.5.1. Mezenter iskemi/reperfiizyon hasari ve patofizyolojik mekanizmalari

Abdominal aortun major dallar1 olan ¢6lyak trunkus, siiperior mezenter arter
ve inferior mezenter arter, sindirim kanalinda 6zofagus proksimali ve rektum distali
hari¢ olmak tizere kan dolagimini saglamaktadir (105).

Mezenter dolasim, intrensek, norolojik ve humoral kontrol mekanizmalari ile

kontrol edilmektedir.

a) Intrinsik kontrol: Doku oksijenasyon degisiklikleri veya barsaklardaki duvar
basinct degisikliklerine yanit olarak dokuda yeterli kan akimi ve oksijen
ihtiyacini karsilamaya yonelik kontrol mekanizmasidir.

b) Norolojik kontrol: Sok vb. durumlarda hayati organlardaki kan akimini
artirmak amaciyla, splanknik sinirler araciliiyla iletilen sempatik uyar: ile
mezenter arterde vazokonstriiksiyon olugsmakta ve barsaklardaki kan akimi
azalmaktadir.

c) Humoral kontrol: Mezenter dolasim, kan yolouyla gelen endojen ve ekzojen
vazoaktif maddelerin etkisiyle artmakta veya azalmaktadir. Anjiotensin-II,
vazopresin, prostaglandin-F2, somatostatin, alfa adrenerjik ajanlar
vazokonstriiksiyon yaparken, prostaglandin-E1, kolesistokinin, gastrin,
glukagon ve beta adrenerjik ajanlar vazodilatasyona neden olmaktadir.

Bu kontrol mekanizmalar1 ile kan akimimin diizenlenmesi saglanmaktadir

(106, 107).

Mezenter arter gibi pek ¢ok dokuda iskemi gelisimi sonrasinda hiicre enzim
aktivitelerinin, — mitokondriyal = fonksiyonun, hiicresel yapmin, membran
transportununun ve antioksidan savunma sisteminin degisime ugradigi goriilmektedir.

Splanknik dolasim; gastrointestinal kanal, dalak, pankreas ve karaciger kan
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dolagimindan olusturmaktadir. Splanknik dolasimdaki kan akimi ortalama 1500
ml/dakikadir. Splanknik dolasima, yaklasik olarak dinlenme halinde % 25 olmak
lizere, postprandiyal kardiyak outputun % 35'1 ulasmaktadir. Mezenter kan akiminin
%70’1 ise bagirsagin mukozal ve submukozal tabakalarini beslemekte, kalan kismi ise
muskuler ve serozal tabakalara kaynak saglamaktadir. Hipoperfiizyon durumlarinda
oksijen ihtiyacinin kargilanmasi ve mukozal biitiinliiglin korunmasi igin barsak kan
akiminin otoregiilasyonunda splanknik dolasim énem kazanmaktadir (108).

Iskemik doku hasar;, dokuya giden kan akimmin azalmasi ve oOKsijen
yetersizligi ile baglamaktadir. Reperfiizyon ile birlikte hasarlanmis dokularin yeniden
oksijenasyonu ile artarak devam etmektedir. Iskeminin uzun siirdiigii durumlarda,
hiicrede ATP seviyesi azalmakta ve intraseliiler pH degeri diismektedir. Hiicrelerdeki
mitokondriyal ATP iiretiminin azalmasi, anaerobik metabolizmanin hizlanmasina,
laktat birikimine ve hiicre igi asidoza sebep olmaktadir (109).

ATP’nin azalmasi ile birlikte ATP bagimli Na'/K* iyon pompalari
yavaglamakta ve hiicre i¢i hidrojen artis1 meydana gelmektedir. ATP bagimli olmayan
Na*/Ca*? pompasi, artan hidrojen yiikiinii dengelemek igin hiicre ici Kalsiyum
miktarinda artis saglamaktadir. Meydana gelen kalsiyum artisi sitozolik proteazlarin
aktive olmasma neden olmaktadir. Intraseliiler proteazlarin aktif hale gelmesi ve
dokularin reperfiizyon sonucunda oksijenasyonu sonucunda hidroksil radikali,
stiperoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile
peroksinitrit (ONOO-) gibi reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) salinimini saglayan
yolaklar1 hizlanmaktadir. Ortamda serbest radikallerin artisindan kaynakli gelisen
inflamasyon, bu alana inflamatuvar hiicrelerin toplanmasini saglar. Polimorf
cekirdekli 16kositler gibi endotelyal hiicreler basta olmak {izere inflamatuvar hiicreler
arasindaki etkilesimler, bircok sitokinin salinmasina ve iskeminin yol actig1 hasarin
reperfiizyonla genislemesine yol agmaktadir (110).

Iskemi sirasinda oksijenasyonun azalmasi, oksidatif fosforilasyonu bozmakta
ve tiim hiicrelerin enerji kaynagini olusturan ATP’nin ve ayn1 zamanda fosfokreatinin
sentezini azaltmaktadir. Iskemi halinde ATP, sirastyla AMP, adenozin, inozin ve son
olarak hipoksantine yikilmaktadir (111).

Iskemiye ugrayan dokularda ve hiicrelerde ATP depolarinin bosalmasi
sonucunda hiicre zarinda yer alan iyon pompalar iglevlerini kaybetmektedir.
Bu durumda, normal ¢alisma durumunun tersine potasyum ve magnezyum iyonlari

hiicre igine girmekte, sodyum ve kalsiyum iyonlari hiicre disina ¢ikmaktadir. Suyun
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da hiicre i¢ine difiizyonuyla birlikte hiicre deplazmolize ugramaktadir. Kalsiyumun
hiicre igindeki artigt kalsiyum bagimli proteinazlari aktive etmektedir. Ksantin
dehidrojenaz enziminin, ksantin oksidaza doniisimii bu enzimler tarafindan
saglanmaktadir. Dokulara reperfiizyon sonrasinda ulasan oksijen, hipoksantinin,
ksantin oksidaz enzimi araciligiyla 6nce ksantine, ardindan iirik asite donligmesine
neden olmaktadir. Bu doniisiim esnasinda iiriin olarak reaktif oksijen tiirlerinden biri
olan siiperoksit anyonu olusmaktadir. Normal fizyolojik kosullarda agiga ¢ikan
siiperoksit anyonu, siiperoksit diSmutaz aracilifiyla hidrojen peroksite, ardindan
katalaz enzimi araciligiyla suya doniismektedir. I/R’nin meydana gelmesi ile ksantin
oksidaz varliginda siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit antioksidan kapasiteyi
asarak ortamda temizlenemeden kalmaktadir. Ortamda biriken hidrojen peroksitin,
Fe*? gibi metaller veya siiperoksit radikalleri ile reaksiyona girmesi sonucunda, giiglii
hidroksil radikali olusmaktadir. Bahsi gecen olaylar sonucunda reaktif oksijen
radikallerinin miktarindaki artigin, hiicre membranlarindaki lipit yapilarda hasar, hiicre
ici proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinda bozulma ve DNA’da yapisal hasar meydana
getirdigi yapilan ¢aligmalarda goriilmistiir (109, 112, 113).

Mezenter endotel hiicrelerinde diger hiicrelerde de oldugu gibi iskemi
nedeniyle sitokin (IL-1, IL-6, TNF-Alfa, INF gamma vb.), 16kosit adezyon molekiilii
gibi proinflamatuvar gen iiriinleri, endotelin, tromboksan A2 gibi biyoaktif bilesiklerin
sentezinin arttig1, yapisal nitrik oksit sentaz, siklooksijenaz-2 gibi baz1 enzimlerin ve
nitrik oksit, prostasiklin gibi bazi enzimlerin iriinlerinin azaldigi goriillmektedir.
Iskemiden kaynaklanan bu proinflamatuvar durum doku hasarim1 daha da
siddetlendirmektedir. Doku hasarinin geri doniissiiz hale gelmesini onlemek icin
iskemiye ugrayan dokuya kan akimi yeniden saglanmalidir (109).

Iskemiye ugrayan bir dokunun reperfiizyonu, iskemi hasarindan daha biiyiik
bir hasar meydana getirebilmektedir. Oksijen paradoksuna gore siiresi ve yogunluguna
bagli olarak dokularin yeniden oksijenlenmesi dokuda olusan hasar1 daha da
siddetlendiren bir durumdur (114). Ancak; Blikslager ve ark.nin yapmis olduklari bir
calismada, domuzlarda mezenter iskemi olusturuldugunda kan akiminin azalmasina
bagli olarak ksantin oksidaz-ksantin dehidrojenaz seviyesinin diistiigii ve reperfiizyon
hasarinin bu sebeple intestinal hasarda 6nemli bir rol oynamadig1 gosterilmistir. Bu
durumun insanlarda da ayni sekilde olabilecegi sonucuna vartlmistir (115).

Schoenberg ve ark.nin yapmis olduklar1 bir ¢alismada, reperfiizyon sirasinda

oksijen radikalleri ve fosfolipaz A2 aktivasyonunun, intestinal iskemi sonrasinda
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hemorajik mukozal lezyonlarin gelisimini sagladigi goriilmustiir. Radikal siipiriicii
maddeler ve fosfolipaz A2 inhibitorlerinin reperfiizyondan once iskemi tedavisi
boyunca kullanildiginda, bagirsakta olusan reperfiizyon hasarin1 Onleyebilecegi

kanisina varilmistir (93, 116).

2.6.Apopitoz

Uzun yillardir fizyolojik olarak olusan hiicre 6limi bilinmesine ragmen,
“apoptosis” terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie adindaki patologlar
tarafindan kullanilmistir (117). Yaymladiklart bir makalede morfolojik agidan
nekrozdan farkli 6zelliklere sahip, daha 6nce tanimlanmamis bir hiicre 6liim seklinden
bahsetmisler ve bu olaya apopitozis adini vermislerdir. Yunancada ‘apo’ =ayri,
‘ptosis’ =diisen anlamindadir. Apoptozis, hiicrelerin diizenlenmesini saglayan mitoz
olaymin aksine genetik olarak kontrol edilen ve programli hiicre 6liimii olarak
tanimlanmustir (118).

1983 wyilinda Duke ve arkadaslari, jel elektroforezi ile apopitozda
endoniikleazlarin aktive olarak DNA kiriklarina neden oldugunu gostermistir. Boylece
apopitotik hiicre 6liimiiniin ilk biyokimyasal kanit1 elde edilmistir. Bu tarihten sonra
apopitoz ile ilgili caligmalar hizli bir sekilde artmigtir (117).

Apopitoz esnasinda, komsu hiicrelere hasar verilmeden, olumsuz yonde
etkilemeden ve iz birakmadan hedeflenen hiicre yok edilmektedir. Apopitoza ugrayan
hiicreler organizma icin gerekli olmayan, biyolojik misyonunu tamamlamis veya
hasara ugramis olan hiicrelerdir (119).

Apoptozisin temel islevi ve amaglar1 sunlardir:

e Embriyo gelisimi, bagkalasim (metamorfoz) ve doku atrofisi sirasinda oldugu
gibi hiicre gelisimi esnasinda organizmaya, bir heykeltiras titizliginde sekil
verilmektedir.

e Organizmanin toplam hiicre sayis1 diizenlenmektedir.

e Timor hiicreleri, viriisle kontamine olmus hiicreler, kendi basina buyruk hale
gelen, kendine zarar veren ve hatta otoimmun hastaliklara yol agabilecek olan
immiin hiicreler gibi istenmeyen ve tehlikeli hiicreler ortadan kaldirilmakta ve

bu hiicrelere karsi savunma mekanizmasi olusturulmaktadir (120).
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Apoptozisi etkileyen hiicre i¢i ve hiicre disi sinyaller ile diger etkenler asagida
belirtilmistir;

1. Hiicre ici sinyaller: Hipoksi, hiicre i¢i kalsiyum diizeyi artisi, onarilamaz DNA
hasar1, pH’nin azalmasi, hiicre siklusunda bozulma, hiicre metabolizmasinda
anormallikler.

2. Hicre dis1 sinyaller: Hiicre Olimiinii inhibe eden veya hiicre sag kalimini
arttiran hiicre dis1 molekiillerin kaybi, biiyiime ve iireme faktorlerinin
yetersizligi, bagirsak endoteli gibi dokularda prolifere olan labil hiicre kaybi,
akut inflamasyon sonras1 notrofillerin 6liimii, Oliim ligandlar1 (Fas ligand1 vb.),
sitokinlerin ¢ekilmesi sonrasinda T ve B lenfositlerin 6liimii, Graft-versus-host
gibi T hiicrelerinin konak dokusunu reddi reaksiyonlari.

3. Diger etkenler: Besin eksikligi, kimyasallar, radyasyon tedavisi, 1si,
glukokortikoidler, serbest radikaller, viral enfeksiyonlar ve bakteriyel
toksinler, kemoterapi ilaglar vb. (121, 122).

Apoptoz mekanizmalari, enerji bagimli bir dizi molekiiler olay zincirini i¢ceren
¢ok karmasik bir olaydir. Bugiine kadar yapilan arastirmalar ekstrensek yol ve
intrensek (mitokondriyal) yol olmak iizere iki ana apoptotik yolun oldugunu
gostermektedir (123).

Ekstrensek Yol

Kaspaz, apoptoz protein inhibitdrii, B hiicreli lenfoma (Bcl) -2 gen ailesi, timor
nekroz faktorii (TNF) reseptor geni ailesi gibi farkli gen aileleri veya p53 geni apoptoz
stirecinde yer almaktadir (124). Hiicre dis1 uyarilar (1s1, hipoksi, hiicre yaslanmasi,
kemoterapi, radyasyon gibi ajanlar vb.), biiyiime faktorleri ve yasam sinyallerinin
azlhig1 ve sitotoksik T lenfositler araciligiyla tetiklenen 6liim reseptorleri ekstrensek
yolaga aracilik etmektedir. Eksrensek yol, apoptozisin tetiklenmesini saglayan ve
hiicre 6liim reseptorleri olarak bilinen tiimor nekrozis faktor reseptorii-1 (TNFR-1) ve
Fas 6liim reseptorleri ile bu reseptdrlerin ilgili ligandlar etkilesime girmesi sonucu
uyarilmastyla indiiklenmektedir. Hiicre disina bakan yiizii sisteince zengin olan bu
reseptOrlerin, apoptotik sinyal i¢in gerekli 6liim bdlgesi ise hiicre i¢ine bakan
kisimlarinda bulunmaktadir. Oliim reseptorleri TNF-R1 (CD120a), CD95(APO-
1/Fas), DR3 (APO-3, LARD, TRAMP, WSL1), TRAIL-R1 (APO-2, DR4), TRAIL-
R2 (DR5, KILLER, TRICK2) ve DR6 olarak siralanmaktadir. Apoptotik yolagi
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stimule eden baglica ligandlar TNF-a, Fas ve TRAIL’dir. Bu ligandlarin 6lim
reseptoriine baglanmasi sonucu aktive olan Kaspaz-8 diger kaspazlari indiiklemekte
ve hiicre 6liimiine yol agan olaylar dizisini baslatmis olmaktadir. TNFR-1 ve Fas 6liim
reseptorleri, sitoplazmadaki TRADD (TNFR-1 associated death domain) ve FADD
(Fas associated death domain) 6liim bolgelerini hedefleyerek protein etkilesimine yol
acmaktadir. Prokaspaz-8, TRADD ve FADD tarafindan aktive ederek kaspazlarin
kaskad seklinde ilerleyen aktivasyonlarini baslatmaktadir. Kaspaz 8 aktive olduktan
sonra, kaspaz 3, 6 ve 7’yi aktive etmektedir. Ayn1 zamanda apoptoz baslatic1 6zellige
sahip aktif kaspaz 8, sitokrom c’nin sitoplazmaya salinmasi i¢in Bcl-2 proteinini Bid
ve onun terminal bolgesine ayirarak aktiflestirmektedir. Akabinde mitokondri
membranina Bid ve tBid’in translokasyonu gerceklesmekte ve mitokondri
membraninda porlar agilmaktadir. Bid, sitokrom c, farkli yapidaki proteinler ve Ca+2
bu agilan porlardan mitokondriden sitoplazmaya serbestlesmektedir. Bu sirada olusan
apoptozom kaspaz-9’u aktiflestirmekte, kaspaz-9 ise prokaspaz-3’ii pargalayarak aktif
kaspaz-3’iin olusmasini saglamaktadir. Aktif kaspaz-3 de kaspaz-6 ve kaspaz-7’yi
aktive etmektedir. Bunun sonucunda ekstrensek yol, intrensek yolu (mitokondriyal

yolu) da ayn1 zamanda aktif hale getirmis olmaktadir (123-127).

intrensek Yol

DNA hasari, sitotoksik stres, hiicre i¢i pH’sinda azalma, kalsiyum
seviyesindeki artis vb. ¢esitli hiicre i¢i 6lim sinyalleri intrensek yolagi aktive
etmektedir. Hiicrenin apoptozise ugramasi siirecini baslatan apoptotik uyaranlar,
mitokondrinin dis membran biitiinliigiinii kaybetmesine ve membranin gegirgen hale
gelmesine neden olmaktadir. Normalde hiicreler aras1 alanda yer alan basta Sitokrom-
¢ olmak fiizere pro-apoptotik proteinler membranda acilan porlardan sitoplazmaya
serbestlesmektedir. Sitokrom C, sitoplazmada inaktif monomerler halinde bulunan
apoptotik proteaz aktive eden faktére (APAF-1) baglanarak apoptozom adi verilen
yapiy1 olusturmaktadir. Apoptozom kaspaz-9’u aktive etmekte ve kaspaz-9 da efektor
kaspazlar arasinda yer alan prokaspaz-3’iin aktivasyonunu saglamakta, kromatin
kondensasyonu ve oligoniikleozomal DNA fragmantasyonu ile gelisen apoptozun
olugsmasini saglamaktadir (126).

Kaspazlar apoptozis esnasinda 6nemli rol oynayan sistein-proteaz grubu

enzimlerdir. Kaspazlar genellikle inaktif proenzimler olarak sitoplazmada
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bulunmaktadir. Saglikli hiicrelerde bulunduklari inaktif ve aktif forma gore daha uzun
bir polipeptid zincir olarak yer alabilmektedirler. Kaspazlarin aktif katalitik
bolgelerinde sistein yer almakta olup substratlarini aspartat bulunan 6zel bir bolgeden
kesmektedirler. Hiicrelerde genellikle inaktif proenzim formunda bulunmakta ve
apoptozisin aktive edilmesinde 6nemli bir rol iistlenmektedirler. Oliim reseptorleri
adaptdr proteinler aracilifiyla, i¢ sinyaller ise mitokondri araciligi ile prokaspazlari
aktive etmektedir. Aktive olan prokaspazlar, zincirleme olarak proteaz kaskadinin
baslamasini saglayan diger kaspazlar aktive etmektedir. Bu proteolitik kaspaz zinciri
bir kaspazin bir digerini aktive etmesi ile devam etmektedir ve apopitotik sinyal
yolagini arttirarak hiicrelerin hizla oliimiine neden olmaktadir. Sitokrom-c’nin
sitoplazmaya saliverilmesinin prokaspaz-9’un aktivasyonu ile kaspaz kaskadinm
baglatmaktadir. Benzer sekilde kaspazlar da sitokrom-c’nin saliverilmesini saglayarak
kaskadin baglamasina sebep olabilmektedir. (121, 123, 125).

20’den fazla degisik tiirii tanimlanan kaspazlarin en biiylik 10 tiirii asagida
etkilerine gore gruplanarak gosterilmistir (126, 127).

e Apoptoz atesleyiciler: Kaspaz-2, Kaspaz-8, Kaspaz-9, Kaspaz-10

e Apoptoz bitiriciler (executioner): Kaspaz-3, Kaspaz-6, Kaspaz-7

e inflamatuvar mediyatérler: Kaspaz-1, Kaspaz-4, Kaspaz-5

Hiicrelerin apoptoza ugramasi talimatin1 veren belirli sinyaller alindiktan
sonra, hiicrede bir dizi farkli degisiklik meydana gelmektedir. Kaspazlarin
bahsedildigi iizere apoptoziste rolii biiyiiktiir. Oncelikli olarak inaktif proteinler olarak
sentezlenen bu proteolitik enzimler, hem intrensek hem de ekstrensek yol ile gelisen
apoptozisin erken asamalarinda aktive edilmekte, hiicresel hedeflerdeki tetrapeptit
motifleri tanimakta ve mevcut substrati, bir karboksil tarafindan ayirmaktadir. Bu
protein ailesi, hiicre iskeletindeki yapisal proteinler ve DNA onarim enzimleri de dahil
olmak iizere normal hiicresel fonksiyon i¢in gerekli olan bilesenlerin par¢alanmasini
saglamaktadir. Kaspazlar, ayn1 zamanda, ¢ekirdekteki DNA'y1 pargalayan DNAazlar
gibi diger enzimleri de aktive etmektedir. Hiicre 6liimii sirasinda meydana gelen pek
cok hiicresel ve sekilsel degisimler, bu enzimlerin rol oynadig:1 birtakim siiregler
neticesinde gelismektedir. Intrensek ve ekstrensek yol farketmeksizin baslatict
enzimler olan kaspaz 8 ve 9 aktive olduklarinda hiicrede 6liim siireci baglamakta ve bu
siirecin geriye doniisii olmamaktadir. Kaspaz 8 veya 9’un aktivasyonunu, bitirici
(executioner) enzimler olan kaspaz 3 ve 6’nin aktive olmasi izlemektedir. Bitirici

kaspaz enzimeleri bir¢ok hiicre komponentini etkilemektedir. Bu enzimler niikleer
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matriks ve sitoskeletal proteinleri pargalayarak sitoskeletal ve niikleer yikima yol
acmaktadir. Ayrica bitirici kaspazlar transkripsiyon, DNA replikasyon ve DNA
onarimu ile ilgili proteinleri par¢alamakta ve kaspaz-3 ise 6zellikle sitoplazmik DNAaz
enzimini aktive ederek sarmalda ayrismalara sebep olmaktadir (127, 128).

Apoptotik hiicreler, apopitoz boyunca belirgin morfoloji gostermektedir.
Apoptoz siiresince hiicre icine siirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlari;
endoniikleaz, proteaz ve transglutaminaz aktivasyonunda, gen regulasyonunda ve
hiicre iskeleti organizasyonunda rol almaktadir. Apoptoz uyarisi alan hiicre bulundugu
ortamdan uzaklasarak, komsu hiicrelerle baglantisin1 koparip biiziismektedir. Tipik
olarak hiicre, hiicre iskeletinde lamin ve aktin filamentlerin ayrilmasindan sonra
kiigiilmeye baslamaktadir. Kromatin yogunlasmakta ve ¢ogu durumda apoptotik
hiicrelerin ¢ekirdekleri “at nali” benzeri bir goriinlim almaktadir. DNA niikleozom
kismindan kesilerek tipik merdiven bant haline gelmektedir. Bu sirada hiicre
organelleri yapisal biitiinlikklerini korumaktadir. Hiicre zari yapisinda bulunan
fosfotidil serin hiicre zarinin i¢ yiiziinden dis yiiziine gecis yapmaktadir. Hiicre
cekirdegi kiigiilerek pargalara, hiicre ise zarla sarili tomurcuklar halinde koparak
apoptotik cisimciklere ayrilmaktadir. Apoptotik cisimcikler, makrofajlar tarafindan
taninarak fagosite edilmektedir. Makrofajlarin bu cisimleri fagosite etmesini
indiiklemek amaciyla apoptotik hiicrelerin membranlarinda degisiklik gézlenmektedir
Bu degisiklik, fosfatidil serinin hiicrenin i¢ kismindan dis yiizeye translokasyonu ile
meydana gelmektedir (129, 130).

Intrensek ve ekstrensek yol disinda perforin / granzim yolagi ad1 verilen farkli
bir hiicre 6liim mekanizmas1 bulunmaktadir. Bu yolak hiicrenin apopitoza ugramasini
granzim A ya da granzim B yolaklarindan biri ile indiikleyebilmektedir. Her bir
yolagin, enerji bagimli molekiiler olay dizisini baglatmasi i¢in spesifik tetikleme
sinyali gerekmektedir. Her bir yol, kendi baslatici1 kaspazini (8, 9, 10), onlar da bitirici
olan kaspaz-3'i aktive etmektedir. Granzim A ise, kaspazdan bagimsiz olarak
caligmaktadir. Uygulama yolu, hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi, sitoplazmik
kabarciklar ve apoptotik cisimlerin olusumu ve son olarak bitisik parankimal hiicreler,
neoplastik hiicreler veya makrofajlar tarafindan apoptotik cisimlerin fagositozu gibi
karakteristik sitomorfolojik ozellikler ile sonuglanmaktadir. Perforin/granzim
yolaklarinin birbirine bagli olduguna ve bir yoldaki molekiillerin digerini
etkileyebilecegine dair kanitlar da bulunmaktadir. Perforin / granzim yolagi, ya

granzim B ya da granzim A yoluyla apoptosisi indiikleyebilmektedir. Bu yolak kaspaz-
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3'lin boliinmesiyle baglamaktadir. Granzim A yolu, tek iplik¢ikli DNA hasar1 yoluyla
paralel, kaspazdan bagimsiz bir hiicre 6liim yolunu aktive etmektedir (129-131).
Apoptozis, ¢ok hiicreli organizmalarda ve bircok hastalifin tedavisinde
homeostazi koruyarak sagkalimda o©nemli bir rol oynamaktadir. Ciinkii bu
mekanizmanin hatali ¢alismasi kanser, norodejeneratif ve ayni zamanda bircok
otoimmiin hastalik tipi gibi ¢esitli insan hastaliklarina neden olabilmektedir.
Halen, kanserli hiicreler gibi hedef hiicrelerin apoptozisini indiikleyerek belirli
hastaliklara kars1 farmakolojik olarak oldukea etkili olan ¢ok sayida sentetik ve dogal

bilesikler iizerinde ¢aligmalar devam etmektedir (132).

2.7. Nekroz

Nekroz; apoptoz ve otofaji gibi hiicre 6liim sekillerinden biri olmasina karsin
fizyolojik ve histolojik olarak farkli 6zelliklere sahip olan ve genellikle kontrolsiiz
olarak meydana gelen bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Nekroz patolojik bir olaydir.
Apopitoz ise fizyolojik veya patolojik uyaranlarla olusmaktadir (133).

Nekroz; iskemi, travma ve norodejenerasyon olusumunda onemli bir yere
sahiptir. Nekroz olusumunda, sinyal sonrasi veya hasara bagli gelisen lezyonlardan
sonra mitokondriyal disfonksiyon, ROS gelisimi, ATP’nin tiikenmesi, endojen
proteazlar olan kalpainler ve katepsinler tarafindan olusturulan proteoliz ve erken
plazma membran riiptiiri gibi siiregler gozlenmektedir. Apopitoz ve otofajiyi regiile
eden spesifik protein inhibisyonu hiicre 6liim tiirinii nekroza gevirebilmektedir (134).

Rastgele gelisen ve genler tarafindan kontrol edilemeyen kontrolsiiz bir siireg
olan nekroz, minimum enerji gereksinimine sahip olmasi ve herhangi bir homeostatik
mekanizma tarafindan diizenlenmemesi sebebiyle pasif bir islem olarak kabul
edilmektedir. Nekrotik hiicre oliimii genellikle hipoksi, iskemi, hipoglisemi, toksin
maruziyeti, reaktif oksijen metabolitlerine maruz kalma, asir1 sicaklik degisiklikleri ve
besin yoksunlugu gibi fizyolojik kosullardaki ciddi degisikliklere cevap olarak
meydana gelmektedir. Bu maddelere maruziyet sonucunda hiicre membraninin
gecirgenliginin artmasi, hiicre ve organellerin parcalanarak hiicre iceriginin
intraseliiler alana salinmasi siireci gergeklesmektedir (135, 136).

Nekroz sirasinda mitokondriyal ROS {iretiminin arttigi, nonapoptotik
proteazlarin aktive oldugu, ATP iiretiminin azaldig1 ve Ca*? kanallarmin agildig

goriilmektedir. Disaridan gelen fiziksel ve kimyasal uyarilar hiicrenin iyon dengesinin
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bozulmasini saglamaktadir. NAD*, DNA tamirinden sorumlu hiicresel enzim PARP
(Poli ADP-riboz polimeraz) tarafindan ikiye boliinmekte ve NAD kaybina neden
olmaktadir. Bu durumda ortamda olusan ATP noksanlig1 iyon pompasi yetersizligine
yol agmaktadir. Boylece hiicre sivi almakta ve organeller sismektedir. Plazma
membran biitiinliigli bozulmakta, osmotik basingtan dolay1r hiicre patlayarak
Olmektedir. Hiicre 6liimii sonrasinda, hiicre iceriginin intraseliiler bosluga salinmasi
yangiya (inflamasyon, iltihaplanma) sebep olmaktadir. Bu olayin karakteristik 6zelligi
makrofaj ve nétrofillerin nekrotik dokuya go¢ etmesidir. Go¢ eden bu hiicreler
nekrotik dokuyu fagosite etmektedir. Bu nedenle inflamasyon nekrozun 6nemli bir
isareti olarak degerlendirilmektedir (135, 137).
Apoptozis ve nekroz arasindaki farklar asagida belirtilmistir:

e Nekroz fizyolojik bir 6liim sekliyken apoptoz fiyolojik ve patolojik kosullara
bag1 olarak gelisebilmektedir.

e Apoptozda inflamasyonda olusmazken nekrozda inflamasyon meydana
gelmektedir.

e Apoptotik hiicrelerde hiicre membrant saglamken nekrotik hiicrelerde
membran biitlinliigii kaybolmaktadir.

e Apoptotik hiicrede kii¢iilen kromatin paterni nekrozda hemen hemen normaldir
fakat hiicre sismektedir.

e Apoptoziste hiicrelerde kromatin niikleus membraninin ¢evresinde
konumlanmakta ve bu alanda yogunlagmaktadir. DNA’nin interniikleozomal
alanlarda 180 kb ciftinin katlar1 olacak sekilde kirilmas1 apoptozun en 6nemli
ozelligidir. Nekrozda DNA rastgele pargalanmaktadir.

e Nekrotik hiicreler silirecin tamamlanmasindan sonra lizise ugramakta,
apoptotik hiicreler ise kiiciik cisimciklere parcalanmaktadir.

e Nekrozda ATP gerekmez, apoptoziste ATP gerekmektedir.

e Nekrozda iyon hemostazi bozulmaktadir. Apoptoziste bu siire¢ Iyi ve

kontrolltiidiir (117, 119, 127, 134, 137).
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2.8. Kannabinoidler

Cannabis tiirlerinin en ¢ok bilinen ¢ tiirii Cannabis sativa, Cannabis indica
ve Cannabis ruderalis ’dir. Cannabis tiirti bitkilerden elde edilen maddelerin psikoaktif
etkileri ve tibbi amagla kullanomi M.O. 4000 yillarina kadar dayanmaktadir.
Kannabinoid, Cannabis bitkisinden elde edilen bir grup aromatik hidrokarbon
bilesiklerine verilen ortak ismidir. Cannabis sativa'dan tiiretilen en yaygin bilesikler,
tetrahidrokannabinoid (A%-THC) ve kannabidiol (CB)’diir (138).

Kannabinoidler  fitokannabinoidler, sentetik ~ kannabinoidler  ve
endokannabinoidler olmak {izere li¢ gruba ayrilmaktadir (139, 140, 141, 142).

a) Fitokannabinoidler ve analoglari: Cannabis sativa’dan elde edilen dogal

kimyasal bilesiklerdir. Bunlar;

- Tetrahidrokannabinoid (A°-THC)
- Kannabivarin (CBV)

- Kannabidiol (CB)

- Kannabigerol (CBG)

- Kannabisromene (CBC)

- Kannabisiklol(CBL)

- Kannabiyelsoyin (CBE)

- Kannabinol (CBN)

- Kannabinodiyol (CBL)

- Kannabitriyol (CBTL)

- Ajulemik asit

b) Sentetik Kannabinoidler: Endokannabinoid sistemi iizerinde etki olusturan,
fitokannabinoid veya endokannabinoidlerin dogal yollarla elde edilemeyen
yapisal analoglaridir. Bunlar;

- Kilasik sentetik kannabinoidler: (-) HU-210, Nabilone, (+) HU-221,
A%-THC, A-THC and desacetyl-Lnantradol, JWH-133, JWH-139,
HU-308, L-759633, L-759656

- Kilasik olmayan sentetik kannabinoidler: WIN 55, 212-2, CP55940,
CP55244, CP47497
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- Aminoalkindiol: R-(+)-WIN55212, JWH-015, L-768242
- Eikozanoidler: Methanandamid, arasidonil-2-kloroetilamid
(ACEA), arasidonilsiklopropilamid (ACPA).
- Digerleri: SR141716A, SR144528
c) Endojen Kannabinoidler (Endokannabinoidler): Canli organizmalar
tarafindan {iretilen ve endokannabinoid sistem iizerinde etki olusturan

kimyasal bilesiklerdir. Bunlar;

- Anandamid (AEA)

- 2- Arasidonil gliserol (2-AG)
- 2- Arasidonil gliserol eter

- O-Arasidonil ethanolamin

- N-Arasidonil dopamin

Kannabis ve bitki ekstrelerinin, keyif verici etkilerinin yani sira gastrointestinal
hastaliklarin semptomlarini hafiflettigi, ayn1 zamanda istahin acilmasini sagladigi da
yizyillardir bilinmektedir. Cannabis tiirlerinde 100’den fazla kannabinoid
bulunmaktadir. Cannabisin icerdigi kimyasal kannabinoid varyasyonlari bitkinin
genetik yapisina, yetistirilme kosullarina ve iklime gore degiskenlik gostermektedir.
1964 yilinda Gaoni ve Mechoulam tarafindan tetrahidrokannabinol (A°-THC) izole
edilerek en biiyiik psikoaktif bilesen oldugu kesfedilmistir. Bu ¢alisma kannabisin
etkilerinin anlasilmasina katki saglamistir. Yaklasik 30 yil sonra, CB1 ve CB2
reseptOrlerinin tanimlanmasiyla THC’nin hiicresel mekanizmasi aydinlatilmistir
(143).

Kannabinoidlerin agri, inflamasyon, epilepsi, uyku bozukluklari, multiple
skleroz, Parkinson hastaligi, anoreksi, sizofreni, migren, spinal kord hasari, glokom,
kemoterapi sonrasi gelisen bulanti ve kusma tedavisi gibi bir dizi klinik durum
tizerinde olumlu etkilerinin oldugunu gosteren kanitlar  bulunmaktadir.
Kannabinoidlerin oral biyoyararlanimlarinin diisiik olmasi nedeniyle bahsi gecen
endikasyonlarda kullanilmak {izere transdermal, intranazal ve transmukozal yoldan
uygulamaya uygun ila¢ formlarinin gelistirilmesinin faydali olacagi diisiiniilmektedir.
Ayn1 zamanda, kannabinoidlerin yiiksek lipofilik yapiya sahip olmasi, gesitli yollardan
uygulanabilen nano boyuttaki ilag tasiyici sistemler igin uygun adaylar oldugunu
gostermektedir (144, 145, 146, 147).
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2.8.1. Kannabinoidlerin etki mekanizmalari

Kannabinoid reseptorlerinin Kannabinoid reseptorii tip-1 (CB1) ve kannabinoid
reseptorii tip-2 (CB2) reseptorleri olmak {lizere iki alt tipi bulunmaktadir. Bu
reseptorler, G-protein bagli 7-transmembran igeren (GPCRs) reseptorlerdir. CB1
reseptorleri beyin, spinal kord ve periferik sinir sisteminde, pre ve post sinaptik hiicre
membranlarinda yer almaktadir. CB1 beyinde en ¢ok bazal gangliyonlar, hipokampiis
de dahil limbik sistemde bulunmaktadir. CB1 reseptorleri hafizanin regiilasyonu,
kognoz, hareket kontroliinden sorumludur. immiin fonksiyonlarla iliskili periferik
dokularda yer alan CB2 reseptorlerinin ise immiinmodulator etkisi bulunmaktadir.
Ayni zamanda CB2 reseptorleri inflamasyonun inhibisyonunu saglamaktadir. CB2
reseptorii aktive edilerek, immiin sistem ve inflamasyon tedavisinde yeni terapotik
hedef potansiyelleri iizerine ¢alismalar yapilmaktadir (148, 149).

Inhibitér G proteinlerine baglanan CB1 ve CB1 reseptorleri, CAMP ile negatif
kenetlenerek iiretimini inhibe etmekte ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)
kaskadini aktive etmektedir. Ayrica, CB1 reseptorii igeriye dogrultucu K* kanallarina
pozitif, L-/N-/P-/Q- tip Ca*? kanallaria negatif olarak baglanmaktadir. Bunun yan
sira kannabinoidlerin kendi reseptorleri haricinde TRPV1, GPR55, GPR119, PPARs
gibi reseptorleri de aktive edebildikleri gosterilmistir (150, 151, 152, 153, 154).
CB1 ve CB2 reseptorleri agonist ve antagonistlerine iliskin bilgiler Tablo 7°de yer
almaktadir (155).

AEA’nin temel molekiiler hedefi CB1 ve CB2 kannabinoid reseptorleridir.
Bu reseptorler, farkli sinyal yolaklarimi aktive ederek AEA kaynakli biyolojik
aktivitenin olugsmasina aracilik etmektedirler. Ayni1 zamanda AEA’nin adenilat siklaz
bagimli G-proteini inhibisyonu araciligiyla CB1 reseptorlerinde THC’ye benzer
etkiler tirettigi de bilinmektedir (156, 157).

CBI reseptorii hem y-aminobiitirik asiti (GABA) inhibe eden néronlar hem de
glutamaterjik noronlar iizerinde yogun olarak konumlanmaktadir. Bulundugu bolgeye
bagli olarak, CB1'in aktivasyonu sonucunda norotransmitterlerin saliverilmesini
baskilanacagindan beyin tizerinde uyarict veya inhibe edici bir etki meydana
gelebilmektedir (147). CBI1 reseptorleri, serebral korteks, hipokampus, substantia
nigra, serebellum gibi beyin, santral ve periferik sinir sistemine iliskin alanlarda
yogunlukla bulunmasimin yani sira kalp, akciger, prostat, vas deferens, bobrek,

bobrekiistii bezleri, timus bezi, tonsilitler, kemik iligi, dalak, kii¢iik intestin gibi
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periferdeki organlarda da bulunmaktadir. Bu durum kannabinoidlerin 6zellikle
obezite, diyabet, kanser gibi patofizyolojik durumlarin tedavisinde hedef olabilecegini
gostermektedir (158, 159).

CB2 reseptorleri ise Cnr2 geni tarafindan kodlanmaktadir. CB2, beyindeki
mikroglia da dahil olmak iizere immiin modiile edici hiicrelerde yiiksek yogunlukta
bulunmaktadir. CB2 reseptorleri, sitokin salimimi ve immiin hiicre go¢iiniin
modiilasyonunu saglamaktadir. insanlarda, CB2'nin iki izoformu tanimlanmistir.
Birinin baskin olarak testiste ve diisiik oranda beynin 6diil bolgesinde; digerinin ise
cogunlukla dalakta ve diisiik diizeyde beyinde yer aldig1 bilinmektedir (160).

CB2 reseptorlerinin immiinmodiilator etki olusturmadaki rolii {izerine birgok
calisma bulunmaktadir. Ornegin, bu c¢alismalardan biri de respiratuvar
sinsitiyal virlis (RSV) aracili meydana gelen akut solunum yolu enfeksiyonunda
CB2 reseptorlerinin aktive edilmesi ile IL-10, IFN-y ve MIP-1a saliniminin arttiginin
ve MAPK vyolagi aktive oldugunun, dolayisiyla antiinflamatuvar yanit ve
immiinosiipresif etki olustugunun gosterildigi ¢alismadir (161). Yapilan farkli bir
calismada ise CB2'nin RhoA aktivasyonunu kontrol altina alarak asir1 inflamatuvar
yanitin diizenlenmesinde ve nétrofil gdciliniin baskilanmasinda rol oynayabilecegi
sonucuna varilmistir (162).

Kannabinoidlerin proinflamatuvar ~ sitokinlerin  ve inflamatuvar
prostaglandinlerin salinimini azaltarak solunum yollar1 tizerinde anti-inflamatuvar
aktivite gosterdigi bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda, kannabinoidlerin antioksidan
ozellige sahip oldugu, bunu reaktif oksijen tiirlerinin olusumunda yer alan NADPH
oksidazi1 inhibe ederek yaptiklari; ayrica serbest radikal reaksiyonlar1 sirasinda fazla
nitrik  oksit salinimini azaltarak lipid peroksidasyon {riinlerini ortamdan
uzaklastirdiklar1 gosterilmektedir (163, 164).

Son zamanlarda kannabinoidlerin kanser tedavisindeki rolii hakkinda
calismalar yapilmaktadir. Kanser tedavisinde kannabinoid kullanimindaki en biiyiik
kesif, kannabinoidlerin hedefe yonelik olarak tiimorleri yok etme kabiliyetinin
olmasidir. Baz1 preklinik ¢alismalar AS-THC, sentetik kannabinoid agonistleri ve
endokannabinoidlerin, in vitro olarak akciger karsinomu, gliomalar, tiroid
epiteliyomasi, lenfoma, cilt karsinomu, uterin karsinomu, meme kanseri, prostat
karsinomu, pankreas karsinomu ve noroblastom tizerinde anti-kanser etkisine sahip

oldugunu gostermektedir (141).
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Tablo 7. Kannabinoid Reseptor Agonist ve Antagonistleri (141, 155)

O -1812
2 — Arasidonil gliserol eter
Selektif CB1 Metananandamid
Reseptor Agonistleri  Arasidonil 2-kloroetil anandamid (ACEA)
AM251
AM281
Kannabinoid JWHO015
Reseptor . JWH133
Agonistleri ;elekt:f CABZ tlers JWH139
eseplor Agonistieri AM1241
HU-308
Non-selektif o
(ot b2 RESPIOT R (4)-WIN 55,212-2
g CP55940
: SR141716A
IS{elekttlf_rCBl AM251
Afr:]iggo%istleri Abgpt
Kannabinoid LY320135
Reseptor
Antagonistleri .
Selekti CB2 SR144528
eseptor AM630

Antagonistleri

Giliniimiizde onaylanmis ii¢ kannabinoid ila¢ kullanilmaktadir. Dronabinol
(Marinol®) ve nabilon (Cesamet®) etken maddelerini igeren iki sentetik ilag Amerika
[lag ve Gida Ajans1 (FDA) tarafindan onaylanmistir. CB ve THC nin 1:1 oranindaki
kombinasyonundan olusan (Sativex®) bitki ekstresi ise multipl skleroza bagh
spastisite, ndropatik agr1 ve kanser agrisi tedavisi icin Ingiltere, Yeni Zelenda, Kanada
ve Avrupa'da kullanilmaktadir. Bu ilaglarin onaylanmis endikasyonlari; dronabinol ve
nabilon i¢in kanser kemoterapisine eslik eden bulanti ve kusma; dronabinol i¢in ek
olarak Edinilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu (AIDS) hastalarinda kilo kaybina
eslik eden anoreksiyadir (165, 166).

Rimonabant ise selektif CB1 reseptér antagonistidir. Rimonabant igeren
Acomplia® ve Zimulti® adli miistahzarlar obezite tedavisinde kullanilmak {izere

flag ve Gida Ajans1 (FDA) ve Avrupa Birligi Tibbi Uriinler Degerlendirme Ajansi
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(EMEA) tarafindan 2006 yilinda onay verilmesine karsin psikiyatrik etkileri nedeniyle
geri ¢ekilmistir (167).

2.8.2. Endokannabinoid sistem

[lk olarak 1990'arin ortalarinda CB1 ve CB2 reseptdrlerinin kesfedilmesinden
sonra bu reseptorlere baglanan ve membran lipidlerini olusturan yag asitleri ¢evresinde
bulunan endojen ligandlarin oldugu gosterilmis ve “Endokannabinoid” terimi ortaya
konmugtur. Daha sonra kannabinoid reseptorleri, endojen ligandlar ve ligandlarin
biyosentezinden ve inaktivasyonundan sorumlu enzimleri igeren bir sistem oldugu fark
edilerek endokannabinoid sistem tanimlanmustir (168, 169)

Devane ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada arasidonik asit tiirevi olan AEA
domuz beyninden izole edilmis ve AEA’nin kannabinoid reseptorleri igin endojen bir
ligand oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla AEA, ilk kesfedilen endokannabinoid
olmustur (170). Mechoulam ve ark. tarafindan yapilan ¢aligma sonucunda ise ilk kez
kopek bagirsagindan izole edilen ve endojen ligand olma 6zelligi tasiyan bir diger
molekiil 2-arasidonil gliserol (2-AG) bulunmustur (171).

Endokannabinoidler, uzun zincirli ¢goklu doymamis yag asitleri, amit, ester ve
eter igeren lipid yapili sinyal mediyatorleridir. Sinaptik araliga saliverilmeden once
tipik  olarak  vezikiillerde tutulan norotransmiter molekiillerin  aksine,
endokannabinoidler plazma zar1 iginde sentezlenmektedir. Serbest birakildiktan sonra,
ters yonde hareket ederek kannabinoid reseptorlerinin aktivasyonu ile presinaptik
ndrotransmitter salinimini gegici olarak baskilamaktadirlar (118).

Son yillarda en ¢ok tizerinde durulan konulardan biri endokannabinoid sistemin
modiilasyonudur. Endokannabinoidlerin biyosentez ve degradasyonundan sorumlu
enzimlerin bulunmasi, kannabinoidlerle ilgili 6nemli gelismelerin olabileceginin
gostergesi  olarak diisliniilmektedir. AEA ve 2-AG bilinen en Onemli
endokannabinoidlerdir. AEA, arasidonik asit ve etanolamine; 2-arasidonilgliserol
(2-AG) ise arasidonik asit ve gliserole doniismektedir. Bu doniisiimler sirasiyla, yag
aside amid hidrolaz (FAAH) ve monoagilgliserol lipaz (MAGL) enzimleri araciligiyla
olmaktadir (172, 173). Bu enzimlerin inhibisyonu veya kannabinoid reseptor
agonistleri araciligiyla endokannabinoid tonusunun arttirilmasi saglanarak pek ¢ok

hastalik modelinde yeni tedavi hedefleri tizerinde galismalar yapilmaktadir (166).
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2.8.2.1. Endokannabinoidlerin biyosentezi ve salim1

AEA’nm biyosentezi postsinaptik néronal depolarizasyon ve hiicre i¢ine Ca*?
girisi ile baslamaktadir. Hiicre icine Ca*? girisi ile N-agil transferaz enzimi aktive
olmaktadir. In-vivo kosullarda; membran fosfolipid prekiirsérii olan N-arasidonil
fosfotidiletanolaminin (NAPE), N-acil transferaz ve NAPE-Spesifik Fosfolipaz-D
(NAPE-PLD) enzimleri tarafindan iki basamakli bir reaksiyon ile enzimatik diizeyde
katalize edilmesi sonucunda AEA olusmaktadir (174).

2-AG’nin biyosentezi ise membran fosfolipidlerinden olusan diagilgliserolun
(DAG) olusumunun ardindan, diagilgliseroliin diagilgliserol lipaz (DAGL) enzimiyle
hidrolize edilmesi veya 2-arasidonil-lizofosfolipidin fosfolipaz-A1 ile yikimi
sonucunda meydana gelmektedir (175, 176).

Anandamid ve 2-AG yiiksek oranda lipofilik yapiya sahip oldugundan
biyosentez edildikten ve saliverildikten sonra depolanmalari, diger dokulara
dagilmalar1 miimkiin olmamaktadir. Endokannabinoidler, enzimatik mekanizmalar,
membran depolarizasyonu, hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde artig, reseptorlerin
uyarilmasi asamalarindan sonra membran fosfolipidlerinin yikimi neticesinde
Sekil -1’de de sematik olarak gosterildigi tizere sentez edilmektedir (177).

Endokannabinoidler norotransmitterlerden farkli olarak sentezlendikten
sonra vezikill icinde saklanmayip, CB1 ve CB2 reseptorlerinin uyarilmasi
sonucunda membran fosfolipidlerinin ~ yikimi  sonucu  sentezlenmektedir.
Ayrica endokannabinoidler post-sinaptik terminallerde sentezlendikten sonra
pre-sinaptik terminallerde yer alan reseptorler araciligiyla néromodiilator etki
gostermekte ve sinyal iletimini ters yonde saglamaktadir (178, 179, 180).

Santral sinir sisteminde, endokannabinoidler post-sinaptik hiicrelerden
salwverilirler ve etkilerini pre-sinaptik ucta gosterirler. Presinaptik ugta CBlve CB2
reseptorleri lizerinden klasik norotransmiterlerin saliverilmesini etkilerler. Periferde
sinaptik aralik degisen boyutlardadir. Endokannabinoidlerin sinaptik aralikta kalis
stireleri ¢cok kisa oldugu icin post-sinaptik hiicrelerden yani diiz kas hiicrelerinden
saliverilip presinaptik ugta etki gostermesi ¢cok miimkiin goriilmemektedir. Periferde
endokannabinoidlerin pre-sinaptik ugtan saliverildikleri ve etkilerini hemen bu ugta
gosterdikleri diigiiniilmektedir. Ayrica endotel hiicrelerinden de saliverildikleri ve

norotransmiter saliverilmesini lokal olarak modiile ettikleri diistiniilmektedir (36).
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Sekil 1. Anandamidin biyosentez yolagi. Hiicre i¢i kalsiyumdaki artig, arasidonik
asidin bir N-asilfosfolipidin, fosfatidiletanolamin amin formuna transferini tetikler.

Daha sonra Fosfolipaz D, anandamid sentezi i¢in distal fosfodiester bagini ayirir (181).

2.8.2.2. Endokannabinoidlerin uptake ve yikim mekanizmalari

Endokannabinoidler ~ depolanmadigindan ihtiyag halinde sentezlenip,
gereksinim ortadan kalktiginda yikilmaktadir. Sentez edilen endokannabinoidlerin
hiicre membran1 digina tasinmasi, hiicre i¢ine alinmasi ve hiicre i¢inden salinmasi
olaylar1 endokannabinoid membran tasiyici proteinleri araciligiyla olmaktadir. Hiicre
icine geri alim (re-uptake) sonrasinda endokannabinoidler enzimler araciligiyla
inaktive olmaktadir. Endokannabinoidlerin tasinmasina iligkin mekanizmalar hentiz

net olarak agiklanmamstir (182, 183).
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AEA, yag asidi amid hidrolaz enzimi (FAAH) tarafindan yag asidi ve
etanolamine hidrolize edilmektedir. FAAH enzimi serebellum, hipokampus ve
amigdalada postsinaptik terminallerde bulunmaktadir (172).

MAGL, 2-AG’yi arasidonik asit ve gliserole hidrolize eden serin hidrolaz
yapili bir enzimdir. MAGL enzimi presinaptik akson terminallerinde ve GABAerjik
ara noronlarda yer almaktadir. Endokannabinoid sistemde MAGL, CB1 ve CB2
reseptOr ligandi olan 2-AG’yi hidrolize etmekle sorumludur. MAGL beyin, karaciger,
akciger gibi baz1 dokularda 2-AG’yi hidrolize ederek proinflammatuvar
eikozanoidlerin sentezi igin aragidonik asit salimini saglamaktadir. Nomura ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Parkinson fare modeli {izerinde, beyinde MAGL’nin
noroinflamatuvar prostaglandinler i¢in arasidonat havuzu olusturmak tizere 2-AG’yi
yikildig: da gosterilmistir. Bu durum MAGL’nin inflamatuvar yanitta rol oynadigini
gostermektedir (184, 185).

2.8.2.3. Endokannabinoid sistemin fizyolojik ve patofizyolojik durumlarda rolii

Endokannabinoid sistem bir¢ok fizyolojik olayda rol oynamaktadir.
Gastrointestinal sistemde, mide hareketliligi, salgi, hassasiyet, kusma, tokluk ve
inflamasyon dahil olmak iizere metabolik olayda yer almaktadir. Ozellikle, beyin ve
bagirsakta endokannabinoidlerin diizeyi tokluk, ishal, kusma ve inflamasyon
kosullarinda degismektedir. Vagal afferentlerde bulunan CB1 reseptorleri, tokluk
durumunda, Kolesistokinin ve aglik hormonu olarak bilinen ghrelin gibi barsak
peptidleri tarafindan baskilanmaktadir. Bagirsaklarin motor fonksiyonu ve kusma
beyin sapinda bulunan endokannabinoidler tarafindan CB1, CB2 ve TRPV reseptorleri
araciligiyla diizenlenmektedir. Endokannabinoid sistem viseral duyu modiilasyonu ve
gastrointestinal ~sistem fonksiyonlar1 iizerine stresin etkilerinin azalmasini
saglamaktadir (186).

Endokannabinoid sistem, viicuttaki enerji dengesinin saglanmasinda kritik bir
rol oynamaktadir. Aglik ya da orug halinde, AEA ve 2-AG seviyeleri limbik sistem ve
daha az belirgin bir sekilde hipotalamusta artmaktadir. Artan AEA ve 2-AG ile CB1’in
aktive edilmesi ile gida alim ihtiyact olugmakta, mezolimbik 6dil sistemi ve
hipotalamusun istah kontrol yolu araciliiyla enerji metabolizmasin etkilemektedir
(187). Dolayisiyla asir1 aktif bir CB1 reseptor sinyali, insiilin direnci ve dislipidemi

gelisimini tesvik etmektedir. CB1 reseptoriiniin inaktive edilmesi ile plazma insiilin ve
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leptin diizeyi azalmaktadir. Bu durum endokannabinod sistemin obezite ve metabolik
bozukluklarin tedavisinde 6nemli bir farmakoterapdtik hedef oldugunu gostermektedir
(188, 189).

Endokannabinoidler sinaptik fonksiyonlarin kilit modiilatorleridir. Santral sinir
sisteminde yer alan kanabinoid reseptdrlerinin aktivasyonu sonucunda bu lipit
haberciler ¢esitli sinir fonksiyonlarint ve davranislarini diizenleyebilmektedir.
Endokannabinoid  sistem  norepinefrin  ve kortizol gibi stres kaynakli
norotransmiterlerin  salinimin1  diizenlemektedir. Bu ndrotransmitterlerin  salinimi
hipotalamus-hipofiz-adrenal eksenini aktive etmekte ve stres kaynakli ruh hali, bilis
ve aktivasyon degisikliklerine neden olmaktadir (190, 191).

Beyin, spinal kord, periferik sinir sisteminin normal fonksiyonlarinin yerine
getirilmesinde endokannabinoid sistem belirgin bir role sahip olmaktadir. Aym
zamanda bu istem ndrolojik rahatsizliklara da sebep olabilmektedir. Endokannabinoid
sistemin asir1 aktivasyonu bazal gangliyadaki dopaminerjik tonun azaltarak Parkinson
hastaliginin patofizyolojisine katki saglamaktadir. Bunun yani sira multipl skleroz,
nobet bozukluklari, Alzheimer hastaligi, Huntington hastaligi, amyotrofik lateral
skleroz ve sizofreni gibi psikiyatrik hastaliklar ile endokannabinoid sistem arasinda
etkilesim oldugu bilinmektedir (147, 192, 193).

Beyin ve barsakta 2-AG'in bazal diizeyi olduk¢a yiiksek olmasina ragmen
kannabinoid reseptorlerini aktive etmemektedir. Bu alanda 2-AG havuzu oldugu ve
bu havuzda yer alan endokannabinoidin sinyal molekiilii olarak gorev aldig: ve hiicre
fonksiyonlar1 lizerinde etkisinin oldugu diisliniilmektedir. 2-AG icin biyosentetik
enzim aktivitesi ve dagilimi heniiz anlagilamamistir (186).

Toplumda olduk¢a yaygin sekilde goriilen ve analjezikler ile tedavi edilen
kronik agr1  lizerine endokannabinoid sistemin etkileri bulunmaktadir.
Endokannabinoid sistem endojen bir agr1 kontrol sistemidir (194).

Endokannabinoidler, kardiyovaskiiler fonksiyonlarin  diizenlenmesinde
minimal diizeyde rol oynamaktadir, ancak bu durum kardiyovaskiiler hastalik halinde
degisebilmektedir. Sok tablosunda, kan dolasimina endokannabinoidler CB1
reseptorlerini aktive ederek hipotansiyona aracilik etmektedir. CB1 reseptoriiniin
aktivasyonu vazodilatasyon ve kardiyak kasilmaya yardimci olmaktadir. CB1 ve
CB2’nin kardiyoprotektif etkisinin olmast muhtemeldir. Endokannabinoidlerin
aterosklerozun ilerlemesi {izerinde pozitif (CB2) ve negatif etkileri (CB1)

bulunmaktadir. Inme gibi norovaskiiler bozukluklarda, endokannabinoidler CB1,
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CB2, TRPV1 ve PPARa'y1 aktive ederek koruyucu etki gostermektedir. Bu kanatlar,
endokannabinoidlerin bir dizi kardiyovaskiiler bozuklukta faydali olabilecegini
gostermektedir (195, 196).

Yusifzade ve ark.nm yapmus olduklar: bir ¢alisma sonucunda, AEA nin /R
hasar1 {iizerine koruyucu etkisinin ince barsaklarda bulunan CB2 reseptorleri
araciligiyla olabilecegi, CB2 reseptorlerinin stimiilasyonu sonucunda nitrik oksit ve
prostaglandinin aktive olmasi ile koruyucu etkinin ortaya ¢ikabilecegi goriilmiistiir
(24).

Endokannabinoidlerin, solunum yolunda meydana gelen epitel hasari ve
pulmoner lokositozu Onemli Ol¢lide azalttigi yoniinde ¢alismalar bulunmaktadir.
Yapilan bir calismada, CB2 reseptor aktivasyonu, akciger patolojisini hafifletmis ve
sitokin/kemokinlerin salinimini azaltmistir (161). Xiong ve ark.larmin yaptiklari
calismada ise akciger iskemisi 6ncesinde MAGL enzim inhibitorii kullanilarak 2-AG
seviyesini arttirilmasinin AA, PGI2, TXB2, LTB4, IL-6, TNF-a diizeylerini azaltarak
I/R kaynakli akciger hasar1 ve inflamasyonu iizerinde énemli &lgiide olumlu etki

gosterdigi belirtilmistir (197).

2.9. Deneyde Kullanilan Etken Maddeler

2.9.1.J71L.184

JZ1.184, 2-AG’nin aragidonik asit ve gliserole hidrolizinden sorumlu bir enzim
olan MAGL nin selektif inhibitériidiir. JZL 184, fare beyin membraninda MAGL ve
yag asidi amid hidrolaz1 gii¢lii ve selektif bir sekilde inhibe etmektedir. JZL 184,
16 mg / kg dozunda farelere intraperitoneal olarak uygulandiginda, MAGL aktivitesini
% 85 oraninda azaltmakta ve beyinde 2-AG seviyesini 8 kat arttirmaktadir (198).

Molekiiler formiilii C27H24N209 olan JZL184 benzodioksol grubundadir ve
4-Nitrofenil 4-[bis(2H-1,3-benzodioksol-5-yl)(hidroksi)metil]piperidin-1-karboksilat
seklinde adlandirilmaktadir. Kimyasal yapist Sekil — 2’de gosterilmektedir. JZL184,
organik ¢oziiciiler (DMSO, dimetilformamid vb.) ile ¢oziinmektedir (199, 200).
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Sekil 2. JZL184 kimyasal yapisi (201).

2013 yilinda Costola-de-Souza ve arkadaslari tarafindan yapilan bir caligmada,
JZ1184’1in farelerde ALI hasar iizerine olan etkileri arastirilmistir. Farelerde LPS
kaynakli olusturulan ALI'den 6nce periton i¢ine verilen tek doz (16 mg / kg) JZL184
uygulanmistir. JZL 184 tin antiinflamatuvar etki gosterdigi goriilmiistiir. JZL184, ALI
varliginda kandan akcigerlere ve kemik iliginden kana olan 16kosit gocii tizerine etki
gostermistir. LPS kaynakli ALI modelinde JZL 184 nin antiinflamatuvar etkisi CB1 ve
CB2 reseptorleri araciligiyla olusmustur. Bununla birlikte, bu yaklasim dogrultusunda
gosterilen akciger hasar1 ve enflamasyonu iizerindeki olumlu etki, ALI tedavisi
gelisiminde bu tiir uygulamalarin potansiyelini ortaya koymaktadir (202).

Yapilan diger ¢aligmalarda da elde edilen veriler, JLZ184’iin inflamatuvar
komponent iceren hastaliklarda koruyucu ve terapotik etkisinin oldugunu ifade
etmektedir. Ghosh ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢calismada, JLZ184’iin benzer
sekilde CB1 ve CB2 reseptorlerini aktive ederek inflamasyon ve agriy1 azalttigi
gosterilmistir (203). Ayni zamanda, JZL184’{in CB1 ve CB2 reseptorleri {izerinden
trinitrobenzen siilfonik asidin indiikledigi kolit ve LPS ile indiiklenen akut akciger

hasarinda inflamatuvar yanit1 azalttig1 goriilmiistiir (204).
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2.9.2. Kannabidiol

Yiiziin tizerinde fitokannabinoid bilesigi iceren Cannabis sativa bitkisinin
bilesenlerinden biri de psikotomimetik etki gostermeyen kannabidiol (CB)’dur.
Kannabidiol non-selektif kannabinoid reseptor agonistidir. CB, anti-inflamatuvar,
gicli  immiinsiipresif, antioksidan, antidepresan, anksiyolitik, analjezik,
antikonviilsan, kas gevsetici, noroprotektif, anti-oksidan ve antipsikotik koruyucu
etkilerinin yani sira epilepsi, alzheimer, parkinson ve multiple skleroz dahil olmak
tizere bir ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmak {izere umut verici bir aday haline
gelmistir. CB’nin akut akciger hasari durumunda antiinflamatuvar etkilere sahip
oldugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (205, 206, 207).

CB, beyin de dahil olmak iizere periferik ve merkezi sinir sistemi ile viicudun
birgok bolgesinde bulunan endokannabinoid sistemde yer alan CB1 ve CB2
reseptorleri lizerine etki etmektedir. Spesifik olarak, CB’nin beyin ve omurilikte
bulunan agr1 yolaklarinda yer alan CB1 reseptorleri araciligiyla analjezik ve
anksiyolitik etki olusturabilecegi, immiin sistemde yer alan CB2 reseptorleri
araciligiyla ise anti-inflamatuvar siiregleri etkileyebilecegi diistiniilmektedir.

Molekiiler formiili Cz1H3002 olan CB, siklohekzen yapisina sahiptir.
2-[(1 R ,6 R )-3-metil-6-prop-1-en-2-il-sikloheks-2-en-1-il]-5-pentil-1,3-diol seklinde
adlandirilmaktadir. Kimyasal yapist Sekil — 3’te gosterilmektedir (208).

CB’nin gosterdigi ¢ok cesitli etkilerin, karmasik farmakolojik mekanizmalar
sonucu meydana geldigi diistiniilmektedir. CB etkilerini CB1, CB2 veya TRPV1
reseptorleri lizerinden saglamaktadir. CB1 ve CB2 reseptorlerine baglanmasinin yani
sira CB’nin 5-HT1A serotonerjik ve TRPV1-2 vaniloid reseptoriinii aktive ettigi, alfa-
1 adrenerjik ve p-opioid reseptorlerini antagonize ettigi ve noradrenalin, dopamin,
serotonin ve aminobiitirik asitin sinaptik geri alimi ile anandamidin hiicresel
re-uptake mekanizmasini inhibe ettigine daire kanitlar bulunmaktadir. CB bu etkilerini
olustururken, diisiik voltajla aktive olan (T-tipi) Ca*? kanallarmi bloke etmekte, inhibe
edici glisin reseptorii aktivitesini stimule etmekte ve FAAH aktivitesini inhibe
etmektedir (209, 210).

CB, endoplazmik retikiilimii (ER) uyarmakta, AKT / mTOR sinyalini inhibe
etmektedir. Bu sayede otofajiyi aktive etmekte, apoptozu tesvik etmektedir. Ek olarak,
CB apoptozun gelisimini hizlandiran reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu da

arttirmaktadir. Ayn1 zamanda, CB, intraseliiler adezyon molekiilii 1 (ICAM-1) ve doku
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inhibitdrii matriks metalloproteinaz-1 (TIMP1)'in regiilasyonunu saglamaktadir. CB,
cesitli sitotoksik ajanlarin kanser hiicrelerine alimini artirabilen TRPV2’yi de aktive
edebilmektedir. CB'nin analjezik etkisi, CB1 reseptorlerinin aktivasyonu araciligiyla

gerceklesmektedir (211).

Sekil 3. Kannabidiol kimyasal yapist (208)

2.9.3. JWH133

JWH133, CB2 selektif reseptor agonistidir. JWH133’lin akciger iizerine
etkileri konusunda ¢ok fazla calisma bulunmamasina karsin yapilan ¢aligmalarda
CB2’nin JWHI33 ile aktif hale getirilmesi ile pulmoner fibrozis ilizerine olumlu
etkileri oldugu ve akcigerde proinflamatuvar aktivite gosterdigi bildirilmistir (212).

(6AR,10AR)-3-(1,1-Dimetilbiitil)-6A,7,10,10A-tetrahidro-6,6,9-trimetil-6H-
dibenzo[B,D]piran  seklinde adlandirilan JWHI133’tin  molekiiler  formiilii
C22H320’dur. Kimyasal yapist Sekil — 4’te gosterilmektedir (213).

Miyokard I/R hasarina kars1 CB2 reseptor agonistlerinin etkileri konusunda
yapilan bir ¢alismada, JWH133'{iin miyokard I/R hasarima kars1 antiapoptotik etkisini
oldugu gosterilmistir. CB2 reseptoriin JWH133 ile aktive edilmesi sonucunda,
intrensek mitokondri aracili apoptotik yolagin ve PI3K / Akt sinyal yolunun inhibe
olmustur. Bu sayede JWH133, I/R sirasinda apoptozu dnlemistir (214).

47


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H32O

z
' \
H [
HHHH\:.__,- #HH\HE#,—"'{ H‘:“H‘::\lrﬁ.-
,I\ 0
S JI?{
H /A
hY

Sekil 4. JWH133 Kimyasal yapis1 (213).

Farkli bir ¢aligmada ise yaygin olarak kullanilan bir herbisit olan paraquat
aracili olusturulan akciger hasart modelinde, siganlarda CB2 reseptdrii aktivasyonunun
paraquat ile indiiklenen proinflamatuvar aktiviteyi iyilestirme iizerine etkileri
aragtirtlmistir. Paraquat aracili akciger hasari olusturulmadan 6nce intraperitoneal
JWHI133 uygulamasi yapilmistir. Deney sonucunda akciger 6deminin hafifledigi,
MAPK' ve niikleer transkripsiyon faktorii NF- x B yolaklarmin aktivasyonunun
baskilandig1 ve proinflamatuvar sitokin ekspresyonunu inhibe ettigi, dolayisiyla
JWH133’{in paraquat kaynakli akut akciger hasarinin hafifletilmesinde 6nemli etkileri
oldugu goriilmiistiir (215).

Yapilan bu ¢alismalar JWH133’lin CB2 reseptor aktivasyonu sayesine akut

akciger hasari iizerine olumlu etkiler olabilecegini gostermektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Deneyler, 250-280 gram (g) agirhginda, erkek Wistar albino siganlarda
gerceklestirilmistir. Biilent Ecevit Universitesi (BEU) Deney Hayvanlar1 Uretim
Merkezi’nden alinan siganlar rastgele ve esit sayida (n=8) olacak sekilde 5 gruba
ayrilmistir. Sicanlar 12 saat aydinlik/12 saat karanlik ortam ile saglanan diizende, oda
sicakliginda (22°C) ve standart laboratuvar kosullarinda tutulmustur.

Hayvanlar iizerinde yapilan uygulamalar ve protokoller i¢in, “Biilent Ecevit
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan” onay alinmistir (Ek 8.1.).
Caligma etik kurallara uygun olarak gergeklestirilmistir. (Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals (US National Institu of Health, revised 1985).

3.1. Mezenter iskemi/Reperfiizyon Modeli

Akut akciger hasari olusturulmak ftizere indirekt yontemlerden biri olan
mezenter I/R deney modeli secilmistir. Siiperior Mezenter Arter (SMA)’de
30 dakika iskemi, 24 saat reperflizyon gergeklestirilmis ve doku hasari
olusturulmustur.

I/R patoloji grubundaki siganlara cerrahi islem dncesinde 35 mg/kg dozunda
tiyopental sodyum anestezisi uygulanmistir. Anesteziyi takiben siganlar supin
pozisyonunda yatirilmis, karin bolgesi tiraslanarak %10 luk povidon iyot ¢ozeltisi ile
bolge temizligi yapilmistir. Orta hat insizyonu ile laparotomi yapilmistir. SMA,
aortadan ¢iktig1 alanin distalinden ¢evre dokulardan dikkatlice diseke edilerek askiya
alimmistir. SMA, 3/0 ipek cerrahi iplik ile baglanmis, 30 dakika boyunca doku iskemisi
gerceklestirilmistir. Arter pulsasyonunun kayboldugu ve bagirsak renginin soluklastigi
gozlemlenmistir. Bagirsaklar batin icine yerlestirilerek 1s1 ve sivi kaybi en aza
indirilmis ve laparotomi kesisi 4/0 ipek siitiir ile kapatilmigtir. 30 dakika siiren iskemi
slirecinin sonunda siitlirler alinmis ve batin acilmistir. SMA’ya baglanan iplik
¢oziilerek reperfiizyon siireci baslatilmistir. Ardindan SMA nabzinin alindig1 ve ince
bagirsagi beslemesinin diizelmeye basladigi gozlemlenmistir. Orta laparotomi Kesisi
usuliine uygun bir sekilde 4/0 ipek yardimiyla devamli dikis atilarak yeniden
kapatilmigtir. 24 saatlik reperflizyon siiresinden sonra tekrar tiyopental sodyum (35
mg/kg) anestezisi uygulanmis ve ipek dikis aliarak orta hat kesisi agilmistir. /R+MA,

[/R+CD ve I/R+B2 gruplarinda yer alan siganlara laparatomi yapilmadan 30 dakika
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once 8 mg/kg JZL184, 10 mg/kg CB, 10 mg/kg JWH133 intraperitoneal (i.p.) olarak
verilmistir. Bu gruptaki sicanlara da I/R patoloji grubundaki sicanlara uygulanan
cerrahi prosediir bahsedildigi sekilde uygulanmistir. 24 saatlik reperfiizyon siiresi
sonunda tiim gruplarda akciger ve ileum dokulari izole edilerek ¢ikarilmistir. Siganlar
anesteziyi takiben abdominal aortanin kesilmesi ile ekssanguinasyon (kanatma)

yoluyla sakrifiye edilmistir.

3.2. Deney Protokolii

Hayvanlar 5 gruba ayrilmistir (Tablo 8). Her grupta 8 hayvan bulunmaktadir.
Sicanlarda mezenter I/R modeli ile akut akciger hasar1 olusturulmustur. Mezenter I/R
olusturulmadan 30 dakika 6nce MAGL inhibitorii JZL184, non-selektif kannabinoid
reseptor agonisti kannabidiol (CB) ve selektif CB: reseptor agonisti JWH133 i.p.
yoldan uygulanmis ve akut akciger hasar1 iizerine olast koruyucu etkileri

gbzlemlenmistir.

Tablo 8. Deney Gruplari1 (n=8)

Calisma Gruplan
Gruplar Kimyasallar Uygulama Yolu
1 Kontrol
2 I/R Patoloji Grubu
3 I/R+MA? (8 mg/kg)* i.p.
4 [/R+CD? (10 mg/kg)* i.p.
5 [/R+B23 (10 mg/kg)* i.p.

! Monoagilgliserol lipaz (MAGL) inhibitorii (JZL184)
2 Kannabidiol (Non-selektif kannabinoid reseptdr agonisti)
% Selektif CB2 reseptor agonisti (JWH133)

4 Tiim uygulamalar mezenter I/R’den 30 dakika &nce yapilmistir.
Akcigerler %10 formaldehit soliisyonu i¢inde 2-3 giin birakilarak

histopatolojik inceleme yapilmasi i¢in fikse edilmistir. 10 um’lik kesitler halinde,

hematoksilen-eozin boyas1 ile boyanmigtir. Boyanmis olan kesitler, 11k
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mikroskobunda incelenmistir. Histopatolojik incelemede akciger dokusu, alveolar
konjesyon, hemoraji, notrofilik infiltrasyon, alveolar duvar kalinligi ve bagirsak
dokusu ise intestinal mukozal hasar agisindan degerlendirilmis ve skorlanmustir.
Ayrica skorlama haricinde akciger dokusundaki histomorfolojik degisiklikler
belirlenmistir.

Mezenter iskemi reperfiizyonuna bagli gelisen barsak hasarini inceleyebilmek
igin, standart olarak tiim hayvanlarda ileogekal valvin 3 ¢m proksimalindeki ileum
segmenti rezeke edilmistir. Bagirsaktan alinan doku ornekleri %0.9 sodyum kloriir
soliisyonunda yikandiktan sonra %10 formaldehitte tespit edilmistir. Alinan 6rnekler,
buzlu %0.9 NaCl soliisyonunda yikandiktan sonra aliiminyum folyoya sarilarak
biyokimyasal incelemenin yapilacagi giine kadar -80 °C’de derin dondurucuda
saklanmustir.

Doku drneklerinde; hemotoksilen-eozin boyama preparatlarinda histopatolojik
skorlama yapilmustir. Intrensek ve ekstrensek apoptoz hasar mekanizmalarina yonelik

olarak kaspaz 3, 8, 9 immiinohistokimyasal boyama ¢alismasi gergeklestirilmistir.

3.2.1. Immiinohistokimyasal boyama metodu

Doku o6rnekleri % 10’luk formaldehit ¢ozeltisine alindiktan sonra elde edilen
parafin kesitlerden kaspaz 3-8 ve 9 aktivitesini arastirmak amaciyla ABC (Avidin-
Biotin Kompleks) yontemi kullanildi. Doku 6rneklerinden 4 pm kalinliginda alinan
transvers kesitler deparafinizasyon islemi igin 62 'C’de inkiibe edilip sirastyla ksilen ve
alkol serilerinden gecirildi. Deparafinizasyon sonrasi suya alinan kesitler alkolden
gecirilerek dehidrate edildi. Dokuda formaldehit fiksasyonundan kaynaklanan reseptor
maskelenmesini 6nlemek icin kesitler sitrat solusyonuna alinip mikrodalgada yiiksek
1s1 uygulandi. Antijenik determinant bolgelerinin aciga ¢ikarilmasindan sonra kesitler
sitrat soliisyonundan suya almip 20 dk oda sicakliginda tutuldu. Kesitler fosfat
tamponlu salin (PBS) igerisinde 3 defa c¢alkalandiktan sonra, endojen peroksidaz
aktivitesini onlemek amaciyla 15 dk siireyle %3’liik hidrojen peroksit uygulamasi
yapilip ve nonspesifik baglanmay1 6nlemek amaciyla 5 dk Ultra V block kullanildi
(Ultra V Block, LabVision, TA-015-UB). Bloklama asamasmi takiben 1/100
diliisyonlarda hazirlanan anti-caspase 3 (Thermo scientific, UK) , anti-caspase 8
(Thermo scientific, UK) ve anti-caspase 9 (Thermo scientific, UK) antikorlari nemli

bir ortamda 1 saat uygulandi. Primer antikor asamasindan sonra kesitler PBS’ ye alinip
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uygun sekonder antikor 30 dk. uygulandi. Sekonder antikor uygulamasindan sonra
tekrar PBS’ ye alinan kesitlere 10 dk Streptavidin peroksidaz kompleksi ile muamele
edildi. Tekrar PBS’ ye alinan kesitlere 2 dk immiin reaksiyon ger¢eklesinceye kadar
kromojen olarak DAB uygulanip zit boyama i¢in Mayers’in hematoksileni kullanildi.
Kesitler alkol serilerinden gegirilip, ksilen ile muamale edildikten sonra entellan ile

kapatildi ve Axio Al zeiss marka mikroskop ile degerlendirildi.

H-score: Pozitif boyanan hiicrelerin anti-caspase 3, anti-caspase 8 ve anti-
caspase 9 boyama yogunluguyla yiizdelerinin ¢arpiminin toplamindan arastirilan
antikorlar icin H SCORE (histolojik skor) elde edilmistir. H SCORE=} Pi(I+1).
Burada, I boyama yogunlugunu gostermektedir (0= ekspresyon yok, 1=hafif, 2=orta,
and 3=yogun) ve Pi her yogunluk icin boyanan hiicre yiizdesidir. Alanda pozitif
boyanmis 100 hiicre boyanma yogunluguna gore degerlendirilmis ve asagidaki sekilde

formiilize edilmistir.

[1 x (% cells 1+) +2 x (% cells 2+) + 3 x (% cells 3+)]

3.2.2. Histopatolojik inceleme metodu

Histopatolojik inceleme i¢in eksizyondan hemen sonra doku 6rnekleri %10’ luk
formalinde fiske edilmistir. Degisik derecelerdeki etanol ile dehidrate edilip ksilen ile
berraklastirilmis ve parafine gdmiilmiistiir. Parafin bloklardan 3-5 mikron kalinliginda
kesilen dokular hematoksilen eosin ile boyanmuistir. Histolojik incelemeye alinan tiim
akciger loblar1 151k mikroskobu ile incelenmistir. Akciger doku 6rnekleri patolojik
degisiklikler alveolar konjesyon, hemoraji, nétrofilik infiltrasyon, alveolar duvar
kalinlig1 acisindan, bagirsak doku 6rnekleri ise intestinal mukozal hasar acgisindan
degerlendirilmistir. Alveolar konjesyon, hemoraji, notrofilik infiltrasyon, alveolar
duvar kalinligir 0-4 arasinda skorlanmistir. Bu skorlama methodunda; 0= minimal
hasar, 1= hafif hasar, 2= orta diizeyde hasar ve 3= agir hasar, 4=maksimal hasar olarak
kabul edilmistir (216). Intestinal mukozal hasara iligkin skorlama methodu Tablo 9°da
belirtilmistir (217).
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3.3. Kimyasal Maddeler

Deneylerde JZL184 (Santacruz sc-224031A), Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, USA. Kannabidiol (Tocris 1570), Tocris Bioscience, Minneapolis, MN, USA.
JWH133 (Tocris 1343) Tocris Bioscience, Minneapolis, MN, USA ve anestezi i¢in
tiyopental sodyum (Pental®, IE Ulugay ila¢ Sanayi A.S.) kullamild.

Tablo 9. Intestinal Mukozal Hasar Skorlama (217)

Skor 0 Spesifik patolojik degisiklik yok: villus, kripto, lamina propria ve
muscularis eksterna dahil normal bagirsak duvart mimarisi.

Skor 1 Hafif mukozal hasar: villi epitelinin denudasyonu disinda normal yapiu.

Skor 2 Orta derecede hasar: mukozada konjesyon, hemoraji ve inflamasyon
bulgular ile birlikte villus yiiksekligi kayb1 ve epitelde kayma goriiliir,
ancak submukoza veya muscularis eksternada degisiklik yoktur.

Skor 3 Genis ¢apli hasar: denudasyon, ¢okme ve submukoza ve muskulariste
lokalize hasar ile graniillomat6z doku varliginda ¢ok sayida villus kaybi.

Skor4 Agir hasar ve nekroz: Bagirsak duvarmmim kalinligi boyunca alanlarda
inflamasyon ve nekroz.

3.4. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Istatistiksel degerlendirme SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi
kullanilarak ~ yapilmigtir. ~ Sayisal  degiskenler — bakimindan  iki  grubun
karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi, ii¢ ve daha fazla grubun
karsilastirillmasinda Kruskal-Wallis varyans analizi kullanilmistir. Kruskal-Wallis
varyans analizinde alt gruplarin ikiserli karsilastirilmasi ise Bonferroni diizeltmeli

Mann-Whitney U testi ile yapilmis ve p<0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Mezenter I/R’nin fleum ve Akciger Hasar1 Uzerine Etkisi

Histopatolojik incelemede, saglikli kontrol grubunda herhangi bir patoloji
tespit edilmemistir. Kontrol grubuna gére I/R patoloji grubunda hematoksilen-eozin
boyamada akciger dokusunda alveolar konjesyon, hemoraji, nétrofilik infiltrasyon,
alveolar duvar kalinligi, intestinal mukozal hasar istatistiksel olarak anlamli diizeyde
artmistir (Sekil 5). Bununla birlikte, immiinohistokimyasal incelemede akciger ve
bagirsak dokusunda kaspaz 3, 8 ve 9 ekspresyonunda kontrol grubuna gére I/R patoloji

grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gozlemlenmistir (Sekil 6-7).

4.2. MAGL inhibitorii JZL184’iin Mezenter I/R Aracihigiyla Gelisen ileum ve

Akciger Hasar1 Uzerine Etkisi

Hematoksilen-eozin boyamada, akciger dokusunda, JZL184, alveolar
konjesyon, hemoraji, noétrofilik infiltrasyon ve alveolar duvar kalinligi artisini
istatistiksel olarak anlamli oranda azaltmistir. Bagirsak dokusunda ise, JZL184’{in
intestinal mukozal hasar iizerinde iskemi grubuna gore epitel hasarin1 azalttigi fakat
bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 5).

Immiinohistokimyasal incelemede, akciger dokusunda JZL184 kaspaz 8
ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli oranda azaltmistir. Ayrica JZL184’(in,
kaspaz 3 boyanmasini da azalttig1 gozlemlenmis fakat bu azalmanin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Bagirsak dokusunda ise JZL184, kaspaz 3, 8 ve 9

ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli oranda azaltmistir (Sekil 6-7, Tablo 10).

4.3. Non-Selektif Kannabinoid Reseptor Agonisti CB’nin Mezenter I/R

Aracihgiyla Gelisen fleum ve Akciger Hasar1 Uzerine EtKisi
Hematoksilen-eozin boyamada, akciger dokusunda, CB’nin, alveolar

konjesyon, hemoraji, noétrofilik infiltrasyon ve alveolar duvar kalinligi artisinda

herhangi bir diizelme saglamadig1 gézlemlenmistir. Bagirsak dokusunda ise, CB’nin
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intestinal mukozal hasar iizerinde iskemi grubuna gore epitel hasarin azalttig: fakat
bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 5).

Immiinohistokimyasal incelemede, akciger ve bagirsak dokusunda CB’nin,
kaspaz 3, 8 ve 9 ekspresyonunu anlamli oranda azalttig1 goriilmiistiir (Sekil 6-7,
Tablo 10).

4.4. Selektif CB2 Reseptor Agonisti JWH133’iin Mezenter i/R Aracihgiyla

Gelisen ileum ve Akciger Hasar1 Uzerine EtKisi

Hematoksilen-eozin boyamada, akciger dokusunda, JWH133 noétrofilik
infiltrasyon ve alveolar duvar kalinhigi artigini istatistiksel olarak anlamli oranda
azaltmigtir. Hemoraji tizerine etkisi olmamakla beraber alveolar konjesyonda iskemi
grubuna gore azalma saglamis olmasina karsin bu azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Bagirsak dokusunda ise, JWH133’iin intestinal mukozal hasar
tizerinde iskemi grubuna gore azalma olmadigi goriilmiistiir (Sekil 5).

Immiinohistokimyasal incelemede, akciger dokusunda JWH133’iin kaspaz 3,
8 ve 9 ekspresyonunda iskemi grubuna gére azalmaya neden olmadig1 gériilmiistiir.
Bagirsak dokusunda ise, JWH133’iin kaspaz 3 ve 8 ekspresyonunda patoloji grubuna
gore degerleri azaltmig olmasina karsin bu azalma istatistiksel olarak anlaml

bulunmamustir. Kaspaz-9 ekspresyonunda ise fark goriilmemistir (Sekil 6-7, Tablo 10).
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Tablo 10. Akciger ve bagirsak dokularinda immunohistokimyasal boyama yontemi ile

kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktiviteleri.

Akciger Terminal ileum
Grup Kaspaz Kaspaz  Kaspaz Kaspaz Kaspaz Kaspaz
3 8 9 3 8 9
Anlamli  Anlamli  Anlamh Anlamli Anlamli Anlamli
IR fark var  fark var  fark var fark var fark var fark var
IR
gru.t.) una /R IR IR /IR IR
gore grubuna

grubuna  grubuna grubuna grubuna

I/R+MA I 0
azalma gore gore fark  gore fark  gore fark  gore fark

ancak anlaml

anlamli azalma yok yok yok yok
degil
IR IR IR IIR IR IR
grubuna  grubuna grubuna  grubuna grubuna grubuna
I/R+CD gore gore gore gore gore gore
anlaml anlamli  anlamh anlaml anlaml anlaml
azalma  azalma  azalma azalma azalma azalma
I/R
iIR /R iIR iIR grubuna iR
. grubuna grubuna grubuna  grubuna gore grubuna
I/R+B2 ; gore ; ; azalma ;
gore fark gore fark  gore fark gore fark
yok fark yok yok ancak yok
yok anlamli
degil

*[statistiksel olarak anlamli (p<0.05)
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Sekil 5. Sican Akciger ve Bagirsak Dokusu, hematoksilen/eosin boyama sonuglari. Mezenter I/R
uygulamasindan 3 saat sonra ince bagirsak (sol panel) ve akciger dokular (sag panel) toplanmis,
hematoksilen-eozin ile boyanarak i1sik mikroskobunda Fincelenmistir (Scale bar =50um). Sekilde
kontrol, IR, IR-B2, IR-CD ve IR-MA gruplari i¢in temsili goriintiiler yer almaktadir.
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Sekil 6. Sican Akciger Dokusu, immunohistokimya boyama sonuglari. A (kontrol), B (IR), C (IR+ B2),
D (IR+CD), E (IR+MA). Sigan akciger dokusuna ait kaspaz 3-8 ve 9 ifadesi incelendiginde 6zellikle
iskemi-reperfiizyon hasarimin olugturuldugu grupta (IR) bronsiyol ve alveol duvarinda (siyah oklar)
kuvvetli boyanmalar goriilmektedir. ilaveten hasara bagl olarak gelisen hiicre infiltrasyonun oldugu
alanlarda da kontrol grubundan farkli olarak kuvvetli immiin reaksiyon izlenmektedir. Ozellikle
(IR+MA) grubunda bronsgiyol duvari diginda kontrol grubuna benzer sekilde bir boyanma dikkati
cekmektedir. (Scale bar =100 pm)
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cas-3 cas-8 cas-9

Sekil 7. Sican Bagirsak Dokusu, immunohistokimya boyama sonuglari. A (kontrol), B (IR), C (IR+ B2),
D (IR+CD), E (IR+MA). Kontrol grubunda kaspaz 3-8 ve 9 ifadeleri degerlendirildiginde bagirsak
villuslarinda ve muskularis mukozaya yakin kriptalarda (siyah oklar) immiin pozitif reaksiyon
izlenmektedir. Submukoza tabakasinda da benzer sekilde zayif boyanmalar gozlenmektedir. IR
grubunda ise kontrol grubunun aksine o6zellikle yiizeydeki villus epitel hiicrelerinde, yiizeye yakin
alanlardaki lamina propriada (siyah ok) ve iskemi-reperfiizyon hasarina bagli olarak liimen igerisine
dokiilmiis (yildiz) hiicrelerde kuvvetli boyanma izlenmektedir. Tedavili gruplarda kaspaz 3-8 ve 9
ifadelerinde belirgin bir azalma gdzlenmektedir. Ozellikle IR+CD ve IR+MA gruplarinda bagirsak
villuslarinda, kriptalarinda (siyah oklar) ve submukozada kontrol grubuna benzer zayif boyanmalar
gozlenmektedir. (Scale bar =100 pum)
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5. TARTISMA

Calismamizda uzun yillardir keyif verici etkilerinin oldugu bilinen ve son
zamanlarda doku hasar1 {izerine koruyucu etki potansiyeli oldugu gosterilmeye
baslanan kannabinoidlerin, mezenter I/R aracili akut akciger hasar1 deney modelinde,
MAGL inhibitorii JZL184, non-selektif kannabinoid reseptor agonisti kannabidiol
(CB) ve selektif CB2 reseptor agonisti JWH133 kullanilarak apoptoz ve doku hasari
tizerine olas1 koruyucu etkileri arastirilmastir.

Calismamizdaki sonuglar literatiir bulgular1 ile uyumlu olarak, kannabinoid
reseptorlerinin periferik yerlesim gdsteren tiirlerinin, doku hasar1 ve apoptoz
yolaklar1 iizerinde etki gosterebildiklerini teyit etmektedir. Solunum sisteminde
kannabinoidlerin rolii ile ilgili ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Calismamizda,
ilk defa mezenter I/R ile olusturulan akut akciger hasari deney modelinde,
kannabinoidlerin apoptoz ve doku hasar1 tizerine olas1 etkileri incelenmistir.
Kannabinoidlerin ve sentetik tiirevlerinin kullanilan klinik endikasyonlar1 diginda, su
anda deneysel sonuglarla sinirli olsa da doku hasarinda rol oynayan mekanizmalar
tizerinde etkili olduklart gorilmektedir. Bu durum kannabinoidlerin yeni
endikasyonlarda kullanimina zemin hazirlayabilecektir. Yapilan ¢alisma sonuglarina
gore, kannabinoidlerin doku hasarinda rol oynayan mekanizmalar iizerine etkileri
oldugu ve bu etkileri sayesinde doku hasarinin modiilasyonunu sagladiklarini
gosterilmistir.

Cok ¢esitli akciger hasar mekanizmalarindan kaynaklanan ALI/ARDS, siklikla
ciddi morbidite ve mortalite ile sonu¢lanmaktadir. Yogun bakim {initelerinde tedavi
goren hastalarin yaklasik %10-15 kadar1 ve mekanik ventilasyona bagli hastalarin
%20 kadar1 ARDS tani Kkriterlerini tasimaktadir. ARDS, mekanik ventilasyonun
saglanamadig1 durumlarda hastalarin biiyiik cogunlugunun kaybedildigi, hipoksemi ile
karakterize olarak hayati tehdit eden ve akut gelisen solunum yetmezIigi ile tetiklenen
coklu risk faktorleri iceren bir sendromdur. ARDS, ALI ile ayni tabloyu olusturmasina
karsin  aralarindaki  fark  ARDS’de  hipoksinin daha agir  olmasidir
(PaO2/FI0, <200 mmHg). ALI/ARDS olusumuna neden olan birgok etken olmasi ve
bu etkenler sebebiyle gelisen patofizyolojik mekanizmalarin  yeterince
aydinlatilamamasina bagli olarak ALI/ARDS tedavisinde heniiz kabul goren standart
bir tedavi olusturulamamistir. ALI/ARDS patofizyolojisi degerlendirildiginde cesitli

etkenlere bagl olarak gelisen farkli mekanizmalarin olmasi nedeniyle, deneysel
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calismalarda farkli modeller olusturularak incelenmektedir. ALI ve ARDS’nin
siddetinin degerlendirmesinde, proinflamatuvar sitokinler TNF-a, IL-18, IL-6, IL-8 ve
IL-18, morbidite ve mortaliteyi tahmin etmek i¢in en umut verici faktorler arasindadir.
Prognostik molekiiler, biyobelirte¢ler ve molekiiler bazli tedavinin gelistirilmesi
amaciyla ALI / ARDS'min molekiiler patofizyolojisi ile ilgili arastirmalar devam
etmektedir (22, 31, 36).

Gastrik igerigin aspirasyonu, ciddi travmalar, kan transfiizyonu, pnémoni,
sepsis ve yanik gibi gesitli inflamasyon gelisim yolaklarinin ARDS’nin olusuma neden
oldugu bilinmektedir. Bu etkenler, direkt veya indirekt yolla akciger hasar1 olusumuna
sebep olmaktadir. Pulmoner ALI/ARDS’de ilk olarak alveoler epitelde hasar
olugsmaktadir. Bu hasara bagl olarak alveoler makrofajlar aktive olmakta ve akabinde
pulmoner inflamasyon gelistigi goriilmektedir. Ekstrapulmoner ALI/ARDS
tablosunda ise, pulmoner sistem disindaki kaynaklar araciligiyla hiicresel ve humoral
yanit tetiklenmekte ve buna bagl olarak sistemik dolasima mediyatorler salinmaktadir.
Bu olaylar akciger hasarimin temel mekanizmasini olusturmaktadir. ARDS,
akcigerlerde akut baslangichi olarak gelismekte ve inflamasyon, proliferasyon ve
fibrozis gibi ciddi yapisal degisikliklere neden olmaktadir. ARDS’de hipoksemi,
komplians ve fonksiyonel rezidiiel kapasitenin azaldig1 ve akciger grafisinde diffiiz
infiltratlarin varligi goriilmekte, alveolokapiller permeabilitede artis yasanmakta ve
buna bagli olarak sekonder nonkardiyak pulmoner 6dem tablosu gelismektedir
(38-39, 46, 218).

Akut akciger hasar1 olusturulmasi i¢in kullanilan deney modellerinden biri de
mezenter iskemi reperfiizyonudur (I/R). Mezenter I/R hasar mekanizmasi oldukga
karmagiktir ve hasar olusum siirecinde birgok faktor rol oynamaktadir. Bu nedenle
mezenter I/R hasarinin patogenezini ve gelisim mekanizmalarmi degerlendirmek igin
bircok hayvan deneyi yapilmistir. Kullanilan en yaygin yontem, siiperior mezenter
arterde (SMA) klempleme veya ligasyon ile dolasimin kesilmesi ve iskemi
olusturulmasidir (219).

Akut mezenter iskemi, mezenter arterdeki kan akisinin hizli bir sekilde
kesilmesinin sonucunda olusan tipik bir intestinal I/R hasarina bagl gelisen bir
hastaliktir. Mezenter I/R genellikle ince bagirsak ttkanmas1, mezenter arter okliizyonu,
ince bagirsak transplantasyonu, vaskiiler cerrahi iglemler, sok ve travma gibi klinik
durumlarda ortaya ¢ikmaktadir. Vakalarin ¢ogu tan1 koymadaki zorluk nedeniyle geri

doniisii olmayan bir intestinal nekroza dogru kolaylikla ilerlemektedir. Bu nedenle acil
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servislere bagvuru orani diisiik olan bu hastalarin mortalite oranlar1 yiiksektir (5).
Calismamizda SMA, 4/0 ipek siitiir ile baglanarak 30 dakika iskemi 24 saat
reperfiizyona maruz birakilmistir. Yapilan ¢alismalarda genel olarak 90-120 dakika
reperflizyon uygulamasi yapilmaktadir. Ancak reperfiizyon siiresinin uzatilmasinin
doku hasarmi derinlestirdigi ve dokuda nekroza varan bir hasar olusmasini sagladigi
bilinmektedir (219, 220). Bu nedenle, 24 saat reperflizyon uygulanmasinin ardindan
akciger ve bagirsak doku orneklerinde apoptoz mekanizmasinda énemli rol oynayan
kaspaz 3, 8 ve 9 diizeyleri ile akciger ve bagirsak dokularinda alveolar konjesyon,
hemoraji, ndtrofilik infiltrasyon ve alveolar duvar kalinlig1 ve intestinal mukozal hasar
tizerine kannabinoidlerin etkileri incelenmistir.

Iskemik hasar, mikrovaskiiler kan akimindaki bozukluktan kaynaklanmaktadir.
Doku bu asamada hipoksemiye bagli olarak hasarlanmaktadir. Mukozal bariyer
fonksiyonu bozularak damar gegirgenligi artmaktadir. Damar gecirgenliginin artmasi
inflamatuvar hiicrelerin aktivasyonunu saglamaktadir. Bu inflamatuvar hiicreler,
reaktif oksijen radikallerinin, proinflamatuvar kemokinlerin ve protein kinazlarin
serbest kalmasma neden olmaktadir. Iskemi sonrasi gelisen doku hasari, mukozal
bariyer fonksiyonunun bozulmasina bagli gelisen mukozal ve vaskiiler permeabilite
artigl, bakteriyel translokasyon ve sistemik inflamatuvar cevap, akut vaskiiler
yetmezlik ve ¢oklu organ yetmezligine neden olmaktadir. Her ne kadar primer doku
hasar1 mezenter arterin yeniden kanlanmasi ile tamir edilebilse ve intestinal epitel
hiicre sagkalimi i¢in kanlanma gerekli olsa da dokunun reperfiizyona ugramasi hasarin
siddetini arttirmaktadir. Bu hasar reperfiizyon hasar1 olarak bilinmektedir.
Bagirsaktaki I/R hasari tedavi edilmez ise sok, coklu organ yetmezligi ve sepsise dogru
ilerleyen bir tabloya doniismektedir (3-6, 217).

Mezenter I/R’nin bagirsakta olusturdugu lokal hasara ek olarak gelisen uzak
organ hasarlarindan en &nemlisi akciger hasaridir. Mezenter I/R’si esnasinda
inflamatuvar sitokinlerin ve aktive edilmis nétrofillerin asir1 derecede salinimi
sonucunda akut akciger hasar1 gelismektedir. Mevcut tedaviler yetersiz kaldigindan
dolay: akut akciger hasar1 mezenter I/R hastalari igin énemli bir 6liim nedeni haline
gelmektedir. Bu nedenle, mezenter I/R hasarmin indirekt nedeni olarak gelisen akut
akciger hasarinda kullanilan semptomatik tedaviler yerine yeni yaklagimlara ve
tedavide kullanilacak ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir (7, 8).

Kannabinoidler  endokannabinoidler, fitokannabinoidler ve  sentetik

kannabinoidler olmak {izere 3 gruba ayrilmaktadir. Arasidonat temelli lipidler olan
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anandamid (AEA) ve 2-arasidonil gliserol (2-AG) en iyi bilinen endojen
kannabinoidlerdir. CB1 ve CB2 reseptorleri olmak iizere iki alt tipi bulunan
kannabinoid reseptorleri G-protein kenetli 7-transmembranal (GPCRs) segmentli
reseptorlerdir. CB1 reseptorleri beyin, spinal kord ve periferik sinir sisteminde,
pre ve post sinaptik hiicre membranlarinda yer almaktadir. CB1 reseptorleri santral
sinir sistemi ve periferik organlarda diizenleyici olmasindan dolay: birgok hastaligin
patogenezinde rol oynamaktadir. CBI1 reseptorlerinin  aktive edilmesiyle
norodejeneratif hastaliklar, travma sonrasi stres bozuklugu, depresyon, anksiyete,
kanser, agri, postmenopozal osteoporozun tedavisinde terapdtik amach
kullanilabilecektir. Bu reseptdriin inhibisyonu ise kardiyometabolik komplikasyonlar,
karaciger hastaliklari, diyabet, obezite, , alkol ve ila¢ bagimliliginin tedavi edilmesine
olanak saglayabilecektir. Immiin fonksiyonlarla iliskili periferik dokularda yer alan
CB2 reseptorlerinin ise immiinomodulator etkisi bulunmaktadir. Ayn1 zamanda CB2
reseptorleri inflamasyonun inhibisyonunu saglamaktadir. CB1 ve CB2 reseptorleri
adenilat siklaz ile negatif kenetlenmekte ve/veya protein kinaz (MAPK)’1 aktive
etmektedir. Bunun yani sira endokannabinoidlerin CB1 ve CB2 reseptorleri haricinde,
transient reseptor potansiyel vanilloid 1 (TRPV1), G proteine bagli reseptdr 55
(GPR55), G proteine bagl reseptor 119 (GPR119), peroksizom aktive-proliferator
reseptorleri (PPARs) gibi reseptorleri de aktive edebildikleri gosterilmistir. CB2
reseptorleri aktive edilerek, immiin sistem ve inflamasyon tedavisinde yeni terapotik
hedef potansiyelleri iizerine ¢alismalar yapilmaktadir (14, 15, 16, 17, 148, 149).
Yapilan ¢alismalarda kannabinoidlerin CB1 ve CB2 reseptorleri araciligiyla
inflamatuvar mediyatorler, serbest oksijen radikalleri gibi inflamasyon ve doku
hasarinda rol oynayan mediyatorleri etkileyerek ve endokannabinoidlerin (2-AG,
AEA) yikiminda rol oynayan enzimlerin (MAGL, FAAH) inhibe edilmesini
saglayarak ortamda endokannabinoid tonusunun artmasi ile anti-inflamatuvar etki
gosterdiklerini bildirilmektedir (147, 183). Bu bulgular, kannabinoidlerin immiin
sistem ve inflamatuvar olaylarda rol oynadiklarini, bu nedenle doku hasar
mekanizmalarinda ve inflamasyonda potansiyel koruyucu ajanlar olarak
kullanilabileceklerini diisiindiirmektedir. Calismamizda da CB2 reseptdr agonisti
JWH133, non-selektif kannabinoid reseptdr agonisti kannabidiol (CB) ve MAGL
inhibitdrii JZL184 kullanilarak mezenter I/R’ye bagli gelisen bagirsak ve akciger doku

hasart lizerine koruyucu etkileri incelenmistir.
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CB, non-selektif kannabinoid reseptor agonistidir. CB, anti-inflamatuvar,
gicli  immiinsiipresif, antioksidan, antidepresan, anksiyolitik, analjezik,
antikonviilsan, kas gevsetici, noroprotektif, anti-oksidan ve antipsikotik koruyucu
etkilerinin yani sira epilepsi, Alzheimer, Parkinson ve Multiple skleroz dahil olmak
tizere bir ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmak {izere umut verici bir aday haline
gelmigtir. CB’nin akut akciger hasari durumunda antiinflamatuvar etkilere sahip
oldugunu goésteren ¢alismalar bulunmaktadir (200, 202).

Ribeiro ve ark. tarafindan CB ile yapilan profilaktik tedavinin, ALI modelinde
inflamasyonu azalttig1 gosterilmistir. Ayn1 grubun yaptig1 farkli bir calismada ise
farelerde LPS kaynakli olusturulan ALI modelinde CB’nin akciger mekanigi ve
inflamasyonu tizerine etkileri gézlemlenmistir. Bu ¢alismada, LPS kaynakli gelisen
akciger inflamasyonundan 6 saat sonra farelere CB (20 ve 80 mg / kg), i.p. olarak
uygulanmistir. Bir giin sonra (24 saat) yapilan analiz sonucunda CB’nin total akciger
rezistansini, akcigerlere 16kosit gogilinii, akciger dokusunda miyeloperoksidaz
aktivitesini, akciger bronkoalveolar lavaj siipernatantinda protein konsantrasyonu ve
proinflamatuvar sitokinlerin (TNF ve IL-6) ve kemokinlerin (MCP-1 ve MIP-2)
tretimini azaltigi gorilmistir. LPS kaynakli gelisen ALI’de, CB’nin akciger
fonksiyonlarmi iyilestirdigi ve giiglii bir anti-inflamatuvar etkisi oldugu, ayrica
olusturdugu bu olumlu etkiden dolayr da inflamatuvar akciger hastaliklarinin
tedavisinde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (221).

Hayakawa ve ark. tarafindan orta serebral arter okliizyon modeli ile olusturulan
enfarktiis tizerine CB’nin serebroprotektif 6zelligi incelenmistir. CB, serebral iskemi
olusumundan 3 saat sonra i.p. yoldan uygulanmistir. Serebral iskemiden 24 saat sonra
ndtrofil, monosit / makrofaj belirteci olan enfarktiisiin yayginligi ve miyeloperoksidaz
(MPO) aktivitesi 6lgiilmiis ve CB’nin olumlu etkileri gozlenmistir. High mobility
group box (HMGB) proteinler, hiicrelerde birgok farkli fonksiyonlari bulunan
non-histon niikleer proteinlerdir. Bu ailenin en 6nemli iiyesi HMGB1’dir. DNA’ya
non-spesifik sekilde baglanarak bazi transkripsiyon faktorlerinin (p53, steroid hormon
reseptorleri vb.) DNA ile olan etkilesimini yeniden diizenlemektedir. HMGBI ‘in
inflamatuvar hiicrelerden aktif, nekrotik hiicrelerden pasif olarak salinarak en 6nemli
reseptoriine RAGE (receptor for advanced glycation end products)’e baglanmaktadir.
HMGBI, inflamasyon, tiimor metastazi, hiicre farklilagmasi ve hiicre gociinde rol
oynamaktadir. Bu ¢alismada, CB, HMGBI1’i baskilayan MPO-pozitif hiicrelerini
inhibe etmistir. Bu sayede, HMGBI1’i baskilayan monosit/makrofajlari da inhibe
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ettigini, glial aktivasyon ve serebral iskemi tarafindan indiiklenen norolojik
bozukluklar1 6nledigini gostermektedir. CB’nin, HMGB1 inhibe edici mekanizma
yoluyla iskemi sonrasi gelisen hasar igin yeni terapotik olanaklar agacagi
diisiiniilmektedir (222).

Fouad ve ark.nin yaptig1 bir calismada benzer sekilde, karaciger I/R hasarina
maruz kalan sicanlarda CB’nin terapétik potansiyeli arastirilmistir. Sigan sol hepatik
lob pedikiiliiniin 30 dakika boyunca klemplenmesiyle iskemi olusturulmus ve
sonrasinda 3 giin boyunca reperfiizyona birakilmistir. Islemden 1 saat sonra CB
(5 mg / kg, iv) verilmistir. 2 saat sonra CB uygulamas: tekrarlanarak her 24 saatte bir
verilmeye devam edilmistir. CB, /R hasarinda, serum alanin aminotransferaz (ALT)
ve doku malondialdehid (MDA), tiimor nekrozis faktor-a (TNF- o) ve nitrik oksit (NO)
diizeylerinde anlamli bir azalmaya neden olmus ve azalan doku glutatyon diizeyini de
arttirmistir. CB, iskemi / reperflizyonun aracilik ettigi biyokimyasal parametrelerde
olusan bozulmay1 6nemli 6l¢iide azaltmistir. Histopatolojik incelemede, CB’nin doku
hasarin1 diizelttigi gozlenmistir. CB’nin ayrica indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(iNOS), siklooksijenaz-2 (COX-2), niikleer faktor-B (NF- kB), Fas ligandi ve kaspaz-
3 ekspresyonunu anlamli sekilde azalttigini ortaya koymustur. Sonu¢ olarak
kannabidioliin karaciger iskemi reperfiizyon hasarina karsi potansiyel koruyucu etki
gosterdigi ifade edilmistir (9).

Mukhopadhyay ve ark.nin CB’nin hepatik I/R hasari iizerine etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismada, CB’nin karaciger inflamasyonu, oksidatif/nitratif doku hasari
ve hiicre 6limiinii hafifleterek 6nemli 6lclide azalttigi gosterilmistir. Bu ¢alismada
60 dakika hepatik iskemi, 2, 6 ve 24 saat reperfiizyon uygulanmistir. CB’nin hepatik
I/R hasarmna kars1 koruyucu bir etkisi oldugu gosterilmistir. Doku hasarmin derinlestigi
24 saatlik reperfiizyon siiresi sonunda alinan doku 6rneklerinde ~ 10 kat artis gdsteren
apoptotik hiicrelerde, I/R 6ncesinde uygulanan 10 mg/kg CB’nin apoptotik cisimlerde
onemli bir azaltic1 etki gosterdigi gézlemlenmistir (220). Calismamizda literatiir ile
uyumlu olarak, mezenter I/R ile olusturulan bagirsak ve akciger doku hasar1 goriilen
patoloji grubunda kaspaz 3, 8 ve 9 ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli1 diizeyde
artis gosterdigi ve CB’nin 10 mg/kg dozunda bu artisi anlaml diizeyde azalttig
goriilmiistiir. Bu bulgular CB’nin CB1 ve CB2 reseptérler araciligiyla mezenter I/R
hasarinda intrensek apoptoz yolag:i lizerine etkisini olduguna, dolayisiyla hiicre
oliimiinii engelledigine ve bizim c¢alismamizin hipotezi olan CB’nin mezenter I/R

hasaria bagl gelisen akciger hasarinda rolii oldugu goriistine agiklama getirmektedir.
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McKallip ve ark.nin yapmis olduklar1 ¢aligmada I6semi hiicrelerinde CB’nin
apoptozis indiiksiyonu iizerine etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda, CB2
reseptOriintin apoptotik indiiksiyonda dolayli olarak bir azalma sagladigi, CB’nin
kaspaz 3, 8 ve 9’un aktiflesmesini, poli(ADP-riboz)un béliinmesini ve Bid
(proapoptotik protein)’in diizeyini azalttig1, intrensik ve ekstrensik yolaklar iizerine
etkisi oldugu gosterilmistir. Ayrica CB, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretiminde,
p-p38 MAPK seviyesinde ve NADPH oksidazlar1 olan Nox4 ve p22phox
ekspresyonunda artisa yol agmistir. Bu bulgulara gére, CB’nin 16semi tedavisi igin
yeni ve oldukga segici bir tedavi olabilecegi ortaya koymaktadir (223).

Apoptozis, ¢cok hiicreli organizmalarin genetik kodlarinda yer alan “hiicre
intihar1” olarak adlandirilan programlarin ¢esitli uyaranlar sonucunda aktive olmasiyla
olusan fizyolojik hiicre 6liim mekanizmasidir. Apoptozisin intrensek ve ekstrensek
yolaklar olmak iizere iki temel yolu bulunmaktadir (120-123) .

Ekstrensek apoptotik sinyal yolu, hiicre yilizeyinde bulunan ve hiicre dist
uyarilar (1s1, hipoksi, hiicre yaslanmasi, kemoterapi, radyasyon gibi ajanlar vb.),
biiylime faktorleri ve yasam sinyallerinin azlig1 ve sitotoksik T lenfositler araciligiyla
tetiklenen 6lim reseptorlerine bagl olarak gelismektedir. Eksrensek yol, apoptozisin
tetiklenmesini saglayan ve hiicre 6liim reseptorleri olarak bilinen tiimor nekrozis faktor
reseptorii-1 (TNFR-1) ve Fas oliim reseptorleri ile bu reseptorlerin ilgili ligandlar
etkilesime girmesi sonucu uyarilmasiyla indiiklenmektedir. Hiicre membraninda
bulunan bu 6liim reseptorleri TNFR ailesinin iiyesidirler. Bu 6liim reseptdrlerinden
farkli olarak TRAIL-R2, EDA-R, P75NTR, DR-3 ve DR-6 olmak iizere apoptoziste
rol oynayan farkli 6lim reseptorleri de yapilan g¢aligmalar ile tanimlanmustir.
Ligandlar1 ile baglandiktan sonra 6liim uyaris1 alan TNFR-1 ve Fas reseptorleri
hiicrede apoptoz mekanizmalarinin seri halinde ilerlemesini saglamaktadir. TNFR-1
ve Fas oliim reseptorleri, sitoplazmadaki TRADD (TNFR-1 associated death domain)
ve FADD (Fas associated death domain) 6liim bolgelerini hedeflemekte, protein-
protein etkilesimine yol agmakta ve bu sayede etkilerini gostermektedirler. TRADD
ve FADD 6liim bolgeleri prokaspaz-8’i aktive ederek kaspazlarin kaskad seklinde
ilerleyen aktivasyonlarin1 baslatmaktadir. Kaspaz 8 aktive olduktan sonra, kaspaz 3, 6
ve 7’nin seri halinde aktiflesmesini saglamakta ve bu aktivasyon sayesinde hiicrede
makromolekiillerin pargalanarak tipik apoptoz morfolojisini olusturmasina neden
olmaktadir. Ayn1 zamanda apoptoz baslatici 6zellige sahip aktif kaspaz 8, sitokrom

¢’nin sitoplazmaya salinmasi i¢in Bcl-2 proteinini Bid ve onun terminal bolgesine
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ayirarak Bid’in  proteolitik olarak aktiflesmesini saglamaktadir. tBid ve Bid’in
mitokondri membranina translokasyonunun ardindan membranda porlar a¢ilmaktadir.
Bu porlar aracihigiyla Bid, sitokrom c, farkli yapidaki proteinler ve Ca'?,
mitokondriden sitoplazmaya serbestlesmektedir. Apoptozom meydana gelerek
kaspaz-9’u aktiflestirmekte, kaspaz-9 ise prokaspaz-3’ii pargalayarak aktif kaspaz-
3’lin olugsmasin1 saglamaktadir. Aktif kaspaz-3 de kaspaz-6 ve kaspaz-7’yi aktive
etmektedir. Bunun sonucunda ekstrensek yol, intrensek yolu (mitokondriyal yolu) da
ayni zamanda aktiflestirmis olmaktadir (123-127).

Intrensek (mitokondriyal) yolda ile gelisen apoptozda mitokondri 6nemli rol
oynamaktadir. Apoptoz, mitokondri gecirgenligi dengesini saglayan pro ve anti
apoptotik molekiillerin islevlerinde meydana gelen bozunmanin sonucunda
tetiklenmektedir. Hiicre i¢i ve disindan gelen 6liim sinyalleri, hiicrenin ATP {iretim
kaynagi olan mitokondride birlesmektedir. Mitokondrinin i¢ ve dis zar yapisi
fonksiyonel agidan hiicre zaria benzerdir. Hiicre i¢ci DNA hasari, hiicre i¢i pH’sinda
azalma, kalsiyum seviyesindeki artis gibi cesitli etkenler mitokondrinin dis zar
gecirgenliginde artisa neden olarak zar yapisinin bozulmasia dolayisiyla cift
membran arasinda bulunan sitokrom c gibi bir¢ok proteinin hiicre sitoplazmasina
gegmesine yol agmaktadir. Bu protein kagisi, dis zarda yer alan mitokondriyal
permeabilite gegis poru (permeability transition pore-PT) araciligiyla veya mitokondri
dis zarinin patlamasiyla meydana gelmektedir. Bu porun agilmasi sonucunda
sitokrom-c, apoptoz indiikleyici faktdor (AIF), kaspazmn ikincil mitokondriyal
aktivatori (SMAC/DIABLO; second mitochondrial activator of caspase;
mitokondriyal permeabilite gecis porlarindan salgilanir, AIP’i (inhibitors of apoptosis
proteins) inhibe eder) ve endoniikleaz G (ENDO-G; mitokondriyal permeabilite gegis
porlarindan salinir, hiicre ¢ekirdeginde transloke olur, tek sarmallt DNAlar1 pargalar)
serbestleserek sitoplazmaya gecis yapmakta ve apoptoz gelismini hizlandirmaktadir.
Sitokrom C, sitoplazmada inaktif monomerler halinde bulunan apoptotik proteaz
aktive eden faktore (APAF-1) baglanarak apoptozom adi verilen yapiy1
olusturmaktadir. Bu kompleks yapi, kaspaz-9 enzimini aktiflestirmek igin
kesmektedir. Aktive olan kaspaz 9, efektor kaspazlar arasinda yer alan prokaspaz-3’iin
aktivasyonunu saglamakta, kromatin kondensasyonu ve oligoniikleozomal DNA
fragmantasyonu ile gelisen apoptozun olugmasini saglamaktadir (126-129, 224).

Apoptoz mekanizmalarinin aktivasyonu intrensek veya ekstrensek yollardan

hangisi ile baslarsa baslasin, atesleyici nitelikteki enzimler olan kaspaz 8 ve 9 aktive
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olduklarinda 6liim mekanizmas1 geriye doniisii olmayacak sekilde baslamaktadir.
Kaspaz 8 ya da 9 aktive olmasmin ardindan bitirici (executioner) kaspazlar olarak
bilinen kaspaz-3 ve kaspaz-6’nin aktivasyonu ger¢eklesmektedir. Bitirici kaspazlar
fazla sayida hiicre komponentini etkilemekte ve bu sayede apoptozun
gerceklestirmesini saglamaktadir (125-130).

Bahsi gegen ¢aligmalar (9, 220-223) ve literatiirde yer alan diger farkli deney
modellerinde de gosterildigi tizere (10, 16, 144, 150, 206, 207) bu sonuglar ile uyumlu
olarak ¢alismamizda CB’nin, 8 mg/kg dozunda i.p. yoldan uygulandiginda akciger ve
bagirsak dokusunda mezenter I/R hasarina bagl gelisen kaspaz-3 aktivasyonundaki
artigin yani sira kaspaz 8 ve 9 ekspresyonunu da istatistiksel anlamli oranda azalttig1
gbsterilmistir. Bu bulgular, mezenter I/R aracili olusan akciger ve bagirsak doku
hasarina bagl olarak gelisen apoptoziste CB’nin intrensek ve ekstrensek yolaklar
tizerinde etkisi oldugunu gostermektedir.

Jiang ve ark.nin yapmis olduklar1 ¢alismada MAGL enzimini selektif olarak
inhibe ederek anti-inflamatuvar yanit olusturdugu farkli ¢alismalarla gosterilen
JZ1.184’1in, si¢an kas1 kontiizyon modelinde inflamasyon ve doku hasari lizerine etkisi
incelenmistir. Calisma sonucunda, JZL184'in notrofil ve makrofaj infiltrasyonunda ve
proinflamatuvar sitokin ekspresyonunda azalmaya neden oldugu, dolayisiyla anti-
inflamatuvar etki olusturdugu gosterilmistir. JZL184'iin bu etkiyi, kannabinoid CB1
ve CB2 reseptorleri aracilifiyla olustugu ve kas iyilesmesi lizerine olumlu etkisi
oldugu belirtilmistir (184).

2-AG’nin, MAGL tarafindan enzimatik hidrolize ugratilmasi ile
endokannabinoid sinyali kesilerek etki ortadan kalkmaktadir. JZL184, MAGL
enziminin selektif inhibitoriidiir. Bu sayede JZL184, CB1 ve CB2 reseptorleri lizerine
etkili olan 2-AG’nin hidrolize olmasini engelleyerek seviyesini arttirmaktadir.
Costala-de-Souza ve ark tarafindan yapilan ¢alismada LPS kaynakli akut akciger
hasar1 olusturulmus, farelere tek doz olarak JZL184 (16 mg / kg, i.p.) uygulamasi ile
MAGL inhibisyonunun, hasarin 6., 24. ve 48. saatlerindeki etkileri arastirilmistir.
JZLL184 uygulamasinin, l0kositlerin akcigerlere gociinii ve vaskiiler gecirgenligi
azalttigr goriilmiistiir. Ayrica JZL184’tin bronkoalveoler lavaj sivisindaki (BAL)
sitokin ve kemokin seviyeleri ile kanda ve BAL'da adezyon molekiil ekspresyonunu
azaltigt gozlemlenmistir. JZL184’tiin  MAGL enzimini inhibe ederek anti-
inflamatuvar etki olusturup olusturmadigr CB1 reseptorii selektif antagonisti AM281

ve CB2 reseptorii selektif antagonisti AM630 kullanilarak incelenmistir. AM281 ve
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AMG630, JZL184 tarafindan olusturulan anti-inflamutuvar yanitin etkilerinin ortadan
kalkmasini saglamiglardir. Dolayisiyla JZL184’1in etkisi kanitlanmistir. Sonug olarak,
LPS uygulamasini takiben gelisen akut akciger hasarinda JZL184’iin MAGL enzimini
inhibe ederek 2-AG diizeyini arttirdigi ve CB1, CB2 reseptorleri araciligiyla anti-
inflamatuvar etki olusturdugu belirtilmistir (225).

Calismamizda literatiir ile uyumlu olarak MAGL inhibitorii JZL184, 8 mg/kg
dozunda intraperitoneal yoldan uygulandiginda mezenter I/R hasarina bagli olarak
gelisen akciger hasarinda; akciger dokusunda alveoler konjesyon, hemoraji, nétrofilik
infiltrasyon ve alveolar duvar kalinligini istatistiksel olarak anlaml diizeyde azalttig
goriilmustiir. Bagirsak dokusunda ise intestinal mukozal hasar1 azaltmis olmasina
karsin bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Jiang ve ark., Costala-de-
Souza ve ark. ve literatiirde yer alan farkli deney modelleri ile de gosterildigi tizere
(197, 199, 203, 227-229) ¢alismamizda bu sonuglar ile uyumlu olarak JZL184’iin
akciger hasari tizerine iyilestirici etkileri oldugu gosterilmistir. Costala-de-Souza ve
ark. tarafindan yapilan ¢alismada JZL184 16 mg/kg dozunda intraperitoneal yoldan
uygulanmistir. Yapmis oldugumuz ¢alismada, JZL184, 8 mg/kg dozunda ayn1 yoldan
uygulanmis ve benzer sonuglar ile karsilagilmistir. Bu bulgular JZL184’iin daha diisiik
dozlarda dahi akciger hasari lizerine olumlu etkilerini oldugunu diisiindiirmektedir.

Ayni zamanda ¢alismamizda, JZL184’lin, bagirsak dokusunda kaspaz 3, 8, ve
9 diizeylerini istatistiksel anlamli diizeyde azalttig1 goriilmiistiir. Akciger dokusunda
ise kaspaz 8 enzim diizeyini azaltmis olmasma karsin bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Bu bulgular, JZL184’tin MAGL enzimini inhibe etmesi
sonucu ortamda en ¢ok bilinen endokannabinoidlerden biri olan 2-AG’nin tonusunun
artarak CB1 ve CB2 reseptorlerine non-selektif baglanmasiyla intrensek ve ekstrensek
apoptotik mekanizmalar iizerinde rol oynadigin1 géstermektedir.

Liu ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada, siganlarda paraquat (PQ: herbisit,
oksidatif stres ve akciger hasarma neden olur) ile indiiklenen proinflamatuvar
aktivitenin diizenlenmesinde CB2 reseptoriiniin etkileri arastirilmigtir. Siganlar
rastgele 4 gruba ayrilmistir. PQ'ya maruz kalmadan 1 saat dnce i.p. enjeksiyonla bir
gruba disik (5 mg/kg), bir gruba yiiksek (20 mg/kg) dozlarda CB2 agonisti olan
JWH133 uygulanmistir. PQ’ya olan maruziyetin 4., 8., 24. ve 72. saatlerinde, TNF-a
ve IL-1-seviyelerini belirlemek i¢in bronkoalveolar lavaj sivis1 ve karotid arterden
PaO: seviyesi Ol¢limii icin kan Ornekleri toplanmistir. PQ maruziyetinden 72 saat

sonra, akciger yas-kuru agirlik oranlari, miyeloperoksidaz aktivitesi, akciger
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histopatolojisi, CB2'nin MAPK'lar (ERK1/ 2, p38MAPK ve JNK1/2) ve NF-BP65’in
protein ekspresyonu iizerine etkilerini arastirmak igin akcigerden doku oOrnekleri
alimmistir. JWH133 ile 6n isleme tabi tutulan siganlarda, PQ kaynakli akciger 6demi
ve akcigerde meydana gelen histopatolojik degisikliklerin énemli dlgiide hafifledigi
goriilmiistiir. PQ ile indiiklenen TNF-a ve IL-1 sekresyonu, arter kaninda PaO2 artig1
ve akciger dokusundaki MPO seviyelerinin de 6nemli dlglide azaldigr belirtilmistir.
JWH133’iin, CB2 reseptoriinii etkili bir sekilde aktive ederek MAPK ve NF-xB
aktivasyonunu inhibe ettigini ifade etmislerdir. JWH133 dozu arttirildiginda akciger
hasarinin anlamli olarak azaldigi goriilmiistiir. Calismanin sonuglari, JWH133
tarafindan CB2 reseptoriiniin aktiflestirilmesinin, PQ kaynakli akut akciger hasarina
kars1 koruyucu aktivite gosterdigini ve potansiyel olarak MAPK ve NF-xB
yolaklarinin aktivasyonunun baskilanmasina katkida bulundugunu gostermistir (215).
Li Q ve arknin yapmis olduklari ¢alismada CB2 reseptor agonisti
JWH133’iin, miyokardiyal I/R hasarindaki antiapoptotik etki mekanizmasi
arastirilmistir. Koroner arterde 30 dakika iskemi, 120 dakika reperfiizyon uygulamasi
yapilmustir.  JWH133, iskemiden 5 dakika Once verilmistir. Miyokardiyal
histopatolojik boyama ve apoptoz indeksi incelenmistir. JWH133’iin, infakt alanini
anlamli oranda kiigiilttiigii, kaspaz 3 ve 9 aktivitesini ve sitokrom C’nin hiicre disina
cikisini azalttigi, fosforile Akt (Serin/treonin kinaz ailesinin iiyelerinden biridir, hiicre
i¢i sinyal iletiminde rol oynar ve hiicresel diizenleyici mekanizmalarda yer alir)’yi
arttirdigr saptanmistir. Tiim bu bulgularin PI3K inhibitorii wortmannin ve CB2
reseptor antagonisti AM630 tarafindan geriye dondiirildiigii gozlenmistir. Bu
sonuglar, CB2 reseptorlerinin JWH133 ile aktive edilmesinin, iskemi reperfiizyona
bagli apoptozu, PI3K/Akt sinyal yolagi iizerinden inhibe ettigini gostermektedir (214).
Calismamizda CB2 reseptdr agonisti JWH 133 {in mezenter I/R hasarina bagh
gelisen akciger ve bagirsak hasarinda, akciger dokusunda kaspaz 3, 8 ve 9 enzim
diizeyleri lizerine etkisinin olmadig1, bagirsak dokusunda ise kaspaz 9 iizerine etkisinin
olmadigi, kaspaz 3 ve 8 enzim diizeylerini azalttig1 ancak bu azalmanin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Li Q ve ark. ¢aligmalarinda 30 dakika iskeminin
ardindan 120 dakika reperfiizyon yapmis, JWH133"1i ise, 20 mg / kg dozunda iskemi
isleminden 5 dakika 6nce intravendz olarak uygulamislardir. Bu durum, JWH133’{in
erken donemde reperfiizyon hasarina bagl olarak tetiklenen apoptoz mekanizmalari
tizerine etkisinin oldugunu, ge¢ donemde etkisinin azalabilecegini veya doza bagh

olarak farkli farmakolojik etkinin olustugunu diisiindiirmektedir.
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Endokannabinoid sisteminin gastrointestinal sistem inflamasyonu {izerinde
CB1 ve CB2 reseptorleri aracili olumlu etkileri bulunmaktadir. Bu reseptorlerin, akut
pankreatit ve proinflamatuvar sitokinlerin indiiklenmesine yol acan yolaklarda rol
oynayan p38 MAPK ve c-Jun NH(2)-terminal kinaz1 (JNK) aktive ettikleri
bilinmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda Michler ve ark.nin yaptiklar bir ¢aligmada
deneysel kannabinoid reseptorlerinin aktivasyonunun akut pankreatit modeli ve
MAPK (sinyalin hiicre igerisine reseptorler vasitasiyla iletiminden sorumlu)
tizerindeki rolii arastirilmistir. Akut pankreatit indiiksiyonundan 30 dakika dnce non-
selektif CB1/CB2 reseptor agonisti HU210 (50 ng / g, viicut agirlig), selektif
CB2 reseptor agonisti JWH133 (5 pg/g, viicut agirligl), selektif CB1 reseptor
antagonisti AM281 (1 mg/kg, viicut agirligl), selektif CB2 reseptdr antagonisti
AMG630 (1 pg/g, viicut agirligl) uygulanmistir. Deneyde ¢oziicli olarak kullanilan
DMSO ve Tocrisolve’un gozlemlenen parametreler {izerine etkisi olmadigi
belirtilmistir. Art arda antagonist ve agonist kullanilan deneylerde, ilgili antagonist,
agonistten 30 dakika once uygulanmistir. Pankreatik lizatlar, p38 ve JNK'ya kars1
fosfor spesifik antikorlar kullanilarak Western blot teknigi ile incelenmistir. Kantitatif
PCR verileri, Western blot deneyleri ve immiinohistokimya analizleri, CB1 ve CB2'
nin fare pankreatik asinuslarinda bulundugunu agik¢a gostermektedir. Akut pankreatit
varhiginda, apoptotik hiicrelerde 6zellikle CB2 diizeyinde yiikselme meydana
gelmistir. Non-selektif CB1/ CB2 agonisti HU210’un, siddetli pankreatit hasari
tizerine olumlu yonde etki sagladigi, bu etkiyi CB2 reseptorii araciligiyla olusturdugu
distintilmektedir. Selektif CB2 reseptor agonisti JWH133’tin akut pankreatiti
iyilestirdigi ve p38 MAPK (gevresel strese karsi cevap olusturan dnemli bir protein
kinaz) aktivasyonunu zayiflattigi gézlemlenmistir. Bu c¢alisma ile akut pankreatitte
CB2 reseptor aktivasyonunun pankreatiti iyilestiren mekanizmalarda onemli rol
oynadigi, bu aktivasyonun akut pankreatite karst koruyucu etkisini oldugu ve p38
MAPK, JNK (hiicre gelisimi, biiylimesi,apoptozis ve immiin cevaptan sorumlu) ve
MAPK kinaz kinaz (MK2)’1n bu mekanizmalarda rol oynadig ilk kez gosterilmistir.
CB2 agonistlerinin insanda akut pankreatit tedavisinde kullanimi konusunda ¢alisma
yapilmasi gerektigi belirtilmistir (226).

Feizi ve ark.mn yapmis olduklar1 calismada fare bébrek I/R modeli
uygulanmistir. Bobrek arterinde 30 dakika iskemi, 2 ve 24 saat reperflizyon
uygulanmistir. CB1 ve CB2 reseptor agonistlerinin farkli dozlart iskemiden 30 dakika

once i.p. olarak uygulanmistir. Deney sonucunda, histopatolojik inceleme ile bobrek
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hasart 0-4 arasinda derecelendirilmistir. Sonuglar incelendiginde, kannabinoidlerin
faredeki bobrek /R hasarma kars1 koruyucu etkileri oldugu saptanmustir (230).

Calismamizda, akciger dokusunda, JWH133’iin notrofilik infiltrasyon ve
alveolar duvar kalinlig1 artisini istatistiksel anlamli oranda azalttig1, hemoraji lizerine
etkisi olmamakla beraber alveolar konjesyonda iskemi grubuna gore azalma sagladigi
fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli bulunmadigi goriilmiistiir. Bagirsak
dokusunda ise, JWH133’{in intestinal mukozal hasar tizerinde herhangi bir koruyucu
etki gostermedigi gézlemlenmistir. Bahsi gecen ¢alismalar (226, 230) ve literatiirde
yer alan farkli deney modelleri ile yapilan ¢alismalar (212, 214) JWH133’lin mezenter
[/R’ye bagli gelisen doku hasari iizerine etkisine kismen agiklama getirmektedir.

Tiim sonuglar goz oniine alindiginda, akciger ve bagirsakta varligi gosterilen
kannabinoid reseptdrlerinin mezenter I/R aracili olusturulan akciger ve bagirsak doku
hasarinda; patofizyolojik mekanizmalar {izerinde rol oynayabildigi, MAGL enzim
inhibitorii JZL184’tiin 8 mg/kg dozunda, non-selektif kannabinoid reseptdr agonisti
CB’nin 10 mg/kg dozunda ve selektif CB2 reseptor agonisti JWH133’tin 10 mg/kg
dozunda bu hasara kars1 koruyucu potansiye sahip oldugunu gostermistir.

Calisma sonucunda, mezenter I/R aracili gelisen akciger ve bagirsak doku
hasar1 ve apoptotik yolaklar tizerine tiim maddelerin etkileri incelendiginde en etkili
maddenin MAGL inhibit6rii olan JZL184 oldugu goriilmiistiir. JZL184, hem apoptotik
yolaklar iizerinde hem de doku hasarinin iyilesmesinde etkili olmustur. ikinci en etkili
madde ise non-selektif kannabinoid reseptor agonisti CB’dir. CB, hem akciger hem de
bagirsak dokusunda apoptotik yolaklarda onemli rol oynayan kaspaz 3,8 ve 9
diizeylerini anlamli oranda azaltmistir. JZL184’lin doku hasar iizerine etkisi ile
CB’nin intrensek ve ekstrensek apoptotik yollar iizerine etkisi iki maddenin kombine
halde kullanimi hem endokannabinoid tonusu arttirilarak hem de disaridan non-
selektif reseptor agonisti verilerek kannabinoidlerin CB1 VE CB2 reseptorleri
araciligiyla gosterdikleri etkileri potansiyalize olabilecek ve tedavinin basarisini
arttirabilecektir. Etkililik agisindan tigiincii sirada CB2 reseptor agonisti JWH133 yer
almaktadir. JWH133, akciger doku hasarinda nétrofilik infiltrasyon ve alveolar duvar
kalinligr artisin1 azaltmis, bagirsak hasart ve apoptotik yolaklar iizerine etki
gostermemistir. Antiinflamatuvar yanitin olusmasi ve immiinmodiilator etkisi iizerine
bircok caligma bulunan CB2 reseptdr agonistlerinden biri olan JWH133’{in
calismamizda beklenen etkiyi olusturamadigi goriilmiistiir. Bu durum yapilan

caligmalar incelendiginde JWH133’lin erken donemde reperflizyon hasar1 iizerine
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etkisinin daha fazla oldugunu, bu nedenle ¢alismamizda oldugu gibi 24 saat gibi uzun
stireyle olusturulan reperfiizyon hasar modelinde JWH133’iin dozunun arttirtlmasi

gerektigini diisiindiirmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Tez calismamizda, mezenter I/R modeli ile akut akciger hasar1 olusturulmustur.
MAGL enzim inhibitérii JZL184, non-selektif kannabinoid reseptor agonisti CB ve
selektif CB2 reseptdr agonisti JWH133’{in mezenter I/R aracili akut akciger hasarma
kars1 koruyucu etkilerinin olup olmadigi arastirilmstir.

1. JZL184’iin kullanilan doz ve siirede, mezenter I/R ile olusturulan akut

akciger hasar1 modelinde hematoksilen-eozin boyamada;

- Akciger dokusunda alveolar konjesyon, hemoraji, noétrofilik
infiltrasyon ve alveolar duvar kalinligi artisini anlamli oranda
azalttigi,

2. JZL184’iin kullanilan doz ve siirede, mezenter I/R ile olusturulan akut
akciger hasari modelinde immunohistokimyasal incelemede;

- Akciger dokusunda kaspaz 8 boyanmasini anlamli oranda azalttig1,

- Bagirsak dokusunda kaspaz 3, 8 ve 9 boyanmalarin1 anlamli oranda
azalttigi,

3. JWHI133’iin kullanilan doz ve siirede, mezenter I/R ile olusturulan akut
akciger hasar1 modelinde, notrofilik infiltrasyon ve alveolar duvar kalinligi
artisin1 anlaml oranda azalttig1, inceledigimiz apoptotik yolaklar (kaspaz
3, 8 ve 9) lizerine akciger ve bagirsak dokusunda etki géstermedigi,

4. CB’nin kullanilan doz ve siirede, mezenter I/R ile olusturulan akut akciger
hasar1 modelinde immunohistokimyasal incelemede;

- Akciger dokusunda kaspaz 3, 8 ve 9 boyanmasini anlamli oranda
azalttigi,

- Bagirsak dokusunda, kaspaz 3, 8 ve 9 boyanmalarin1 anlamli oranda
azalttigi,

5. Hematoksilen-eozin boyamada bagirsak dokusunda, kullanilan her iig
madde ile de, intestinal mukozal hasar iizerinde azalma saptandigi ancak
bu azalmanin istatistiksel anlamli bulunmadig1 saptanmustir.

6. Bu sonuglar, endojen kannabinoidleri yikan enzim inhibitorii, nonselektif
kannabinoid reseptdr agonisti ve CB2 selektif reseptdr agonistinin
mezenter I/R sonucu olusan akciger hasari iizerine farkli mekanizmalar
araciliftyla endojen kannabinoid toniisiin artirilmasini  saglayarak

tyilestirici yonde etki ettiklerini gdstermektedir.
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7. Calisma sonuglarimiz, MAGL enzim inhibitorii JZL184, non-selektif
kannabinoid reseptdr agonisti CB ve selektif CB2 reseptdr agonisti
JWH133’iin ve genel anlamda endojen kannabinoidleri yikan enzim
inhibitorleri, nonselektif kannabinoid reseptor agonistleri ve CB2 selektif
reseptdr agonistlerinin pulmoner hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir
tedavi hedefi olabileceklerini desteklemektedir.

8. Calismamizda hem doku hasar1 hem de apoptotik mekanizmalar {izerine
etki gosteren JZL184’lin en etkili madde oldugu, etki agisindan ikinci
sirada yer alan CB ile potansiyalize bir etki yaratacagindan dolayr kombine
halde kullanimlarinin doku hasarinin tedavisinde ve apoptozun
engellenmesinde  potansiyel bir tedavi hedefi olabileceklerini

diistiniilmektedir.
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