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OZET

ELMAS i. Duman inhalasyon Hasarinda Selektif Olan ve Olmayan Nitrik Oksit
Sentaz inhibitérlerinin Akciger Parankimi Uzerine Etkilerinin Degerlendirilmesi:
Deneysel Calisma. Eskisehir Osmangazi Universitesi Plastik Rekonstriiktif ve
Estetik Cerrahi Anablim Dali Tipta Uzmanlik Tezi, Eskisehir, 2007. Calismanin
amaci, duman inhalasyon modelinde akciger parankiminde ortaya ¢ikan hasarin
biyokimyasal ve histolojik olarak degerlendiriimesi, selektif olmayan Nitrik Oksit
Sentaz (NOS) inhibitéri L-nitro-L-Arginin  metilester (L-NAME) ve selektif
induklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS) inhibitéri Aminoguanidinin (AG) akciger
parankiminde ortaya hasara etkilerinin gésterilmesidir. Caligmada 28 rat, 4 esit gruba
ayrildi. 1.grup (n=7) duman ve tedavi uygulanmayan sham grubu (S), 2. grup (n=7)
duman uygulanan kontrol grubu (K), 3. grup (n=7) toplam 50 mg/kg L-NAME
uygulanan duman + L-NAME (D+L) grubu, 4. grup (n=7) toplam 40 mg/kg AG verilen
duman + AG (D+AG) grubu olarak tasarlandi. Deney gruplarindan 3. gruba
intraperitoneal 15 mg/kg L-NAME, 4. gruba intraperitoneal 20 mg /kg AG
uygulandiktan 20 dakika sonra kontrol ve deney gruplarina duman inhalasyon
modeline uygun sekilde duman ve oksijen uygulandi. Ratlar normal oda havasi ve
oda i1sisinda takibe birakildi. 3.grup ratlara 3 saat sonra intraperitoneal 25 mg/kg L-
NAME dozu ve 4.grup ratlara 12 saat sonra 20 mg/kg intraperitoneal AG dozu
tekrarlandi. TUm gruplardaki ratlar 24 saat sonra sakrifiye edildi. Ratlarin
akcigerlerinden biyokimyasal analiz igin 6rnekler alinarak doku myeloperoksidaz
(MPQO) duzeyleri 6lcildi. Histolojik olarak akciger dokusunda; bronsit, telenjektazi,
intraalveolar septal konjesyon, intraalveolar hemoraji, intraalveolar sivi birikimi,
I6kosit infiltrasyonu ve makrofaj artisi degerlendirildi. istatistiksel verilere gére hem
biyokimyasal hem de histolojik olarak; kontrol grubunda sham grubuna gére anlamli
fark bulundu. L-NAME ve AG uygulanan deney gruplarinda kontrol grubuna gére
anlamh fark bulunurken deney gruplari arasinda ve deney gruplari ile sham grubu
arasinda anlamli fark bulunamadi. Bu sonuglar, duman inhalasyonuna maruz kalma
sonucu akciger parankiminde ciddi hasar olustugunu, NO sentezinin azaltiimasiyla

hasarin daha az olustugunu géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: inhalasyon hasari, Nitrik oksit, L-NAME, Aminoguanidin



ABSTRACT

ELMAS i.: The Effects Of Selective and Non-Selective Nitric Oxide Synthase
inhibitors on Lung Paranchyme In Smoke Inhalation Injury: Experimental
Study, Eskisehir Osmangazi University Faculty of Medicine, Medical Speciality
Thesis in Department of Plastic Reconstructive and Aestetic Surgery,
Eskisehir, 2007. The aim of the study is to examine the injury on lung paranchyme in
smoke inhalation model by using biochemical and hystological analysis and to show
the effects of non-selective NOS inhibitor L-NAME and the selective NOS inhibitor
AG inhalation injury. 28 rats were divided into 4 equal groups. Group 1 (n=7) is sham
group (S) without smoke inhalation and medical treatment, group 2 (n=7) is control
group (C) with only smoke inhalation and no medikal treatment, group 3 (n=7) is
smoke inhalation + L-NAME (S+L) group which was given intraperitoneal 50 mg/kg L-
NAME, Group 4 (n=7) is smoke inhalation + AG (S+AG) group which was given
intraperitoneal 40 mg/kg AG . Twenty minutes after aplication of intraperitoneally
15mg/kg L-NAME to group 3 and 20 mg/kg AG to group 4. All rats on control and
experimental groups underwent smoke inhalation and oxygen treatment due to the
smoke inhalation model. Then rats left in normal room condition and temperature.
The dose of 25 mg/kg L-NAME for group 3 repeated after 3 hours and dose of 20
mg/kg AG for group 4 repeated after 12 hours. All rats sacrified after 24 hours.
Samples from rats lungs were obtained for biochemical and histological analyses.
Tissue MPO activity was measured and histologically the lungs are examined for
bronchitis, telangiectasia, intraalveolar septal congestion, intraalveolar hemorrhage,
intraalveolar fluid accumulation, leukocyte and macrophage infiltration. Statistical
findings between control and sham groups are significantly different in both
biochemically and histologically. Comparing experimental groups (L-NAME and AG
groups) with the control group statistically there was a significant difference between
the groups; on the other hand between the two experimental groups there was no
difference. These results suggest that the lung paranchime is severely damaged after

smoke inhalation but this can be reduced by inhibition of NO synthase.

Key words: inhalation injury, NO, L-NAME, Aminoguanidine
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SIMGELER VE KISALTMALAR

NO Nitrik Oksit

NOS Nitrik Oksit Sentaz

cNOS Yapisal Nitrik Oksit Sentaz
INOS indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
nNOS Noronal Nitrik Oksit Sentaz
eNOS Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
L-NAME L-nitro-L-Arginin metilester

AG Aminoguanidin

L-NMA NG-Methyl-L-Arginine

EDRF Endothelium-derived relaxing factor
MPO Myeloperoksidaz

TNF Tamor nekroz faktoru

U Mikron

ONOO” Peroksinitrit

Oz Superoksit

RNS Reaktif nitrojen arinleri

Caz* Kalsiyum

ARDS Akut respiratuar distress sendrom
Ark. Arkadaslari

CO Karbonmonoksit

COHb Karboksihemoglobin

Pa Oz Parsiyel oksijen basinci

NOX Azot oksit

COX Siklooksijenaz

NO2 Nitrit

NOs Nitrat

OH Hidroksil radikali

FiO2 Havadaki oksijen orani

PARP Poli ADP-Riboz Polimeraz

TEM Transmision elektron mikroskobu
Ppb Parts per billion( milyarda bir )

NAD Nikotinamid Dintkleotid



NADPH
FAD
FMN
ICAM-1
ATP

Xe 133
LTB4
PAF

Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
Flavin adenin dintkleotid

Flavin mononikleotid

interselliiler Adezyon Molekiil-1
Adenozin Trifosfat

Xenon 133

Lokotrien B4

Platelet-activating faktor
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1.GIRIS VE AMAC

inhalasyon hasari; yanginlar, patlamalar gibi olaylar sonucu ortaya
¢lkan sicak hava ve ortamdaki dumanin solunmasi sonucu akcigerlerde
olugsan degisiklikleri igerir. Duman inhalasyonu, yanik yaralanmasina eglik
edebilecegi gibi ylzeyel dokularda yanik olmadan da ortaya ¢ikabilir. Yanik
yaralanmasiyla birlikte oldugu durumlarda, akut akciger hasari ¢ok daha agir
olmakta ve daha siddetli bir pnémoni tablosu goértulmektedir (1). Ciddi
inhalasyon hasari varliginda élumcul akciger yetmezligi gelisme riski %50’nin
Uzerindedir (2).

Duman inhalasyonu sonucu ortaya ¢ikan hasar; inhale edilen havanin
direkt termal etkisine (3,4), hipoksik gaz inhalasyonuna, inhale edilen
dumanin igerigindeki toksik maddelerin lokal etkisine (5) ve inhale edilen
toksik maddelerin sistemik etkilerine (6,7) bagl olarak ortaya ¢ikar. Dumana
maruz kalma sekline ve siresine gbére, bu olumsuz etkiler, solunum
sisteminin c¢esitli yerlerinde, farkli siddetlerde hasar olusturur (5).

Duman inhalasyon vyaralanmalarinda erken mortalite; CO
intoksikasyonu ve inhale edilen havadaki O2 miktarinin azalmasina bagl
gelismektedir (6,8). Inhale edilen havadaki CO oraninin yilkselmesi,
karboksihemoglobin (COHb) seviyesini fatal dizeylere ¢ikarir. Yine inhale
edilen havadaki Oz oraninin azalmasi hipoksi ile sonuglanir. Bu iki olay, her
ne kadar akut mortaliteyi belirlese de, akut solunum yetmezliginin
gelismesine neden olan; atelektazi ve pulmoner édemin asil nedeni, duman
icerisinde bulunan toksik kimyasal ajanlardir (8).

Duman inhalasyonu sonrasinda; brongial kan akimi artisi (9),
pulmoner 6édem (9,10), aktive olmus I6kositlerin artisi (1), serbest oksijen
radikallerinin artisi (11-14), vaskller permeabilite artigi (15,16), hava
yollarinin sekilli partikillerle yaygin sekilde kaplanmasi (1) gibi parankimal
degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Bu degisiklikler zincirleme sekilde birbirlerini
etkiler ve sonugcta Ust ve alt solunum yollarinda hasar olusur.

Duman inhalasyonu sonrasinda meydana gelen degisikliklerin ortaya
¢clkmasinda birgok sitokin rol alir. Bunlarin bagsinda Nitrik Oksit (NO) gelir.

Fizyolojik sartlarda olumlu etkisi ve dizenleyici roli olan NO (17-19),



inhalasyon yaralanmasi ve yanikta, bircok inflamatuar sitokin gibi, kanda cok
yuksek seviyelere ulasir (1, 20).

Yanik olusumundan hemen sonra, kanda ve yanik yarasinda
indtklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iINOS) dlzeyi yikselmekte ve NO Uretimi
cok artmaktadir (21). NO'in spesifik metabolik drtinleri olan Nitrit (NO2 ) ve
Nitratin (NOs ), plazma diizeylerinin normale gére 3-10 kat arttigi tespit
edilmistir (16,20).

NO, inhalasyon hasari mekanizmalarinin birgogu igin kilit role sahiptir.
Vazodilatasyon (16,22), bronsial kan akimi artigi (1), permeabilite artigi (11)
NO araciligi ile ortaya ¢ikan degisikliklerdir.

NO'in, sliperoksit anyonu (O2 ) ile reaksiyonu sonucu reaktif metaboliti
olan peroksinitrit (ONOO™) olusur. Nitrik oksitin birgcok zararli etkisi,
peroksinitrite (ONOO™) bagh olarak ortaya ¢ikar. inflamatuar siiregte NO ve
sUperoksit radikallerinin olusumu epitel hasarina, medyatér salinimina ve
hava yolu duyarliiginin artmasina neden olmaktadir (13,18,23). Sonugta, ¢cok
yluksek dizeylere ulasan NO, solunum sisteminde doku hasari ve yetersiz
gaz degisiminin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir.

Bu calismada; fizyolojik kosullarda bir¢gok olumlu ve koruyucu etkileri
olan, ayrica inhalasyon hasarinin olusmasinda da énemli role sahip oldugu
gbsterilen nitrik oksitin (NO) etkileri degerlendirildi. Bu amagla, inhalasyon
hasari modelinde selektif olmayan nitrik oksit sentaz (NOS) inhibit6ért L-nitro-
L-Arginin metilester (L-NAME) ile selektif indiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) inhibitéri Aminoguanidin (AG) kullanildi (24).

Selektif olan ve selektif olmayan NOS inhibitdrlerinin koruyucu
etkilerini arastirmak ve aralarindaki farki degerlendirmek icin, histolojik olarak
akcigerlerde meydana gelen degisiklikler incelendi.

Akcigerlerin histolojik olarak incelenmesinde, tespit edilen I6kosit
infiltrasyon oranlari ve olusan doku hasari ile doku Myeloperoksidaz (MPO)
aktivitelerinin  paralel olmasi nedeniyle (25,26), doku hasarinin
degerlendiriimesinde, biyokimyasal test olarak, akciger dokusunda MPO

aktivitesinin 6lgtlmesi planlandi.



2.GENEL BILGILER

2.1 Termal Yaralanmalar ve Duman inhalasyon Hasari

Duman inhalasyonu, ortaya cikan siddetli akciger hasari ve sistemik
toksite nedeniyle, alevin neden oldugu termal yaralanmalarda en sik
mortalite nedenidir. Termal yanikli hastalarin %32-38'ine eslik eder.
inhalasyon hasari varliginda mortalite orani %45 ile %78 arasinda
degismektedir. Yanida bagl oOlimlerin %80’i inhalasyon yaralanmasi ile
iliskilidir (27).

Duman inhalasyonu hem Ust, hem de alt solunum sisteminde hasar
olusturur. Ust solunum sisteminde, larinks édemi ilk 2-8 saatte ortaya cikar.
Alt solunum sisteminde ise, derin parankimal hasar 12-96 saat sonra
belirginlesir. Olusan ilerleyici trakeobronsial ve pulmoner édem, vaskuiler
permeabilite artisinin bir sonucudur (2). Fizyolojik durumda, bronsial arteriyel
sistemle akcigerlere gelen kan, kardiak outputun %1’i kadardir. Ancak
duman inhalasyon yaralanmalarinda bu oran 8-10 kat artmakta ve pulmoner
ddemle sonuglanmaktadir (9).

Akut respiratuar distress sendromu (ARDS) termal yaralanmalarin en
6nemli komplikasyonlarindan biri olup, siddetli akciger yaralanmasi ile ortaya
¢ikan akut klinik tablodur. ARDS, kardiyojenik olmayan akciger 6demi,
siddetli hipoksi ve akciger kompliyansinda azalma ile karakterizedir (28).
Birgok faktér pulmoner fonksiyonu etkiler.  Toplam vicut alaninin %
30’'undan fazlasini etkileyen yanik durumunda artmis kapiller permeabilite
sadece yanan bdlgede degil, akcigerler de dahil tim vicutta ortaya cikar.
Vaskller permeabilite artisi ile dolasimdan hUcrelerarasi alana buydk
miktarlarda plazma gecisi olur. Bu da termal yaralanma ile birlikte olan
inhalasyon hasarini artirir (15,29).

Dumanin igerisinde degisik miktarlarda bulunan toksik maddeler, hava
yollarina yaptiklar etki ile polimorfonikleer l6kositleri aktive ederek akut
inflamatuar sureci baglatir (5,8). Aktive olmus |6kositler, duman inhalasyonu
patofizyolojisinde 6nemli rol oynarlar (1).



2.2 inhale Edilen Dumanin Etki Sekilleri

inhale edilen duman 4 yolla hasar olusturabilir (5).
1. Direkt termal etki ile hasar olusumu

2. Hipoksik gaz inhalasyonu ile hasar olusumu

3. Lokal toksinlerle hasar olusumu

4. Sistemik toksinlerle hasar olusumu

2.2.1 Direk Termal Hasar

Isinin yaptidi hasar, kuru havanin isiyl tagsima kapasitesinin disik
olmasi sebebi ile genelde vokal kortlarin Uzerindeki dokularda gdzlenir.
Larinks alti anatomik yapilarda nadiren hasar olusturur. Buna karsin, uzun
stre ve yuksek akimli dumana maruz kalinirsa, larinks alti dokularda da
hasar olusabilir. Ayrica kuru havaya oranla 1siy1 tagsima kapasitesi 4000 kat
daha fazla olan sicak buhara maruz kalinmasi durumlarinda alt solunum
yollari da 1sidan etkilenebilir (3).

Larinks Uzeri bélgelerde mukoza, dnemli miktarda su icermesi nedeni
ile 1s1 kontrolu igin oldukga blyik bir kapasiteye sahiptir. Direk termal etki ile
su iceren mukoza su kaybina ugrar ve isi kontrollne etkisi ortadan kalkar.
Ust solunum yollarinda ortaya cikan hasar mukozada eritem, 6dem ve
Ulserasyonla karakterizedir. Ayrica etkilenen alanlarda kanama ve
obstriksiyon riski vardir (5).

2.2.2 Hipoksik Gaz inhalasyonu ile Hasar Olugumu

Yanginda, yangin séndurilene kadar ya da kisi ortamdan uzaklagana
kadar gecen zamanda, ortamdaki oksijen miktar tiketime bagl olarak
progresif olarak azalir. Inhale edilen havada oksijenin azalmasi,
karbondioksitin artmasi hipoksi ile sonuglanir ve akut mortaliteyi énemli
6lctide etkiler (8). Solunan havadaki oksijen orani (FiO2) yanan madde ve
ortama goére %13 -15 oranina kadar dusebilir. %10 un altina inerse, dumana
maruz kalan kisilerde, dispne ve sersemlik meydana getirir. %‘5 in altina

inerse; mental konflizyon, uykuya meyil, koma ve hatta 6lim meydana gelir

(5).



2.2.3 Lokal Toksinlerle Hasar Olusumu

Dumanin igerisinde degisik miktarlarda bulunan akrolein, formaldehit,
hidrojen klorit, sulfir dioksit ve nitrojen dioksit gibi toksik maddeler hava yollari
hasarinda rol oynar. Gaz degisiminin gerceklestigi akciger parankimindeki
kapiller damar endoteli de duman inhalasyonundan etkilenir (5, 30).

Duman igerisindeki toksinler ve serbest oksijen radikalleri, damar
endotel hlcrelerinden proinflamatuar olarak adlandirilan, histamin, platelet
aktive edici faktor (PAF) ve I0kotrien B4 (LTB4) gibi kemotaktik ajanlarin
salinimina yol acarlar (30). Bu ajanlar ortama polimorfonikleer I6kositlerin
gelmesine ve akut inflamatuar tabloya yol acar. Sonug¢ta mukoza hasari,
brongial daralma, kapiller permeabilite artisi, lenfatik akim ve mukosilier
aktivitede degisiklikler, surfaktan salgilayan Tip 2 pndémosit hasari, hava yolu
tikanmasi ve atelektaziler ortaya ¢ikar. Bu olaylar zinciri, birbirleri ile iligkili
olup, akut solunum yetmezligine giden tabloyu hazirlar. Semptomlar 24 saate
kadar ortaya cikar ve akut respiratuar distres sendromu (ARDS) tablosu
gelisebilir. Daha ge¢ dénemde sekonder akciger enfeksiyonu gérilebilir (5).
Ozet olarak, akut solunum yetmezliginin gelisimine neden olan, hava yolu
tikanmasi, atelektazi ve pulmoner 6demin asil nedeni, duman igerisinde

bulunan toksik kimyasal ajanlardir (8).

2.2.4 Sistemik Toksinlerle Hasar Olusumu

Sistemik toksisite yoninden iki gaz ¢ok 6nemlidir; karbon monoksit
(CO) ve siyanid (CN). Her iki maddenin inhalasyonu da ylksek mortalite ve
morbidite riski tasir.

Duman inhalasyon yaralanmalarinda erken mortalite CO
intoksikasyonuna bagll gelismektedir ve yanginla ilgili élimlerin %50
sebebidir (6). CO’in hemoglobine ylksek afinitesi vardir ve oksijene gore
yaklasik 200 kat daha yUksek afiniteye sahiptir. COHb (karboksihemoglobin)
oldukga kararli bir kompleks olup; oksihemoglobin dizeyinin ve dokulara
oksijen tasinmasinin azalmasina neden olur. Ayrica, sitokrom oksidaz

sistemine, 6zellikle sitokrom p450’ye kompetatif inhibisyon yaparak oksijenin



enerji tretiminde kullaniimasini engeller. CO ayni zamanda myoglobine de
baglanir ve kaslarda oksijen kullanimini azaltir (7).

Siyanid toksisitesi, hlicresel oksijenasyonu azaltir; sitokrom oksidaz
enzimini geri donisUimlu olarak inhibe eder ve doku anoksisine neden olur.
Aerobik glikolitik yol inhibisyonu sonucu metabolizmayi alternatif anaerobik
yollara iter ve sonugta asit icerikli Grinler olusur (7).

Siyanid intoksikasyonunda, hasari sinirlamak igin bazi antidotlar
kullanilabilir. Nitratlar hemoglobin oksidasyonunu artirir ve methemoglobine
cevirir, olusan methemoglobin sitokrom oksidazla birlesirek siyanidin bu
enzimi inhibe etmesini dnler. Sodyum tiyosulfat, mitokondrial enzim rodanaz
varliginda, siyanide stlflr grubu tagiyarak tiyosiyanat olusturur ve tiyosiyanat
idrarla atilir. Diger yandan bir selat olan hidroksikobalamin siyanidle
reaksiyona girip siyanokobalamin olusturarak siyanidin toksik etkisini 6nler
(31).

Sistemik toksinlerden etkilendigi ddsdnulen hastalarin
degerlendiriimesinde arteriyel kan gazi takibi ©6nemlidir. Kan gazi
orneklerinde parsiyel oksijen basincinda (PaOz2) disme ve metabolik asidoz
énemli kriterlerdir. CO intoksikasyonunda rutin arteriyel kan gazi analizinde
PaO2, SatO2 ve PaCO:z seviyesi normal, hatta O2 uygulamasi yapilmis
hastalarda PaO:z seviyesi ylksek bulunabilir. Bu nedenle yaralanmadan
hemen sonra dlgilen kan COHb dizeyi, CO intoksikasyonunun
degerlendiriimesinde 6nemlidir. Yaralanmadan sonra tespit edilen COHb
degerinin %15’in Gzerinde olmasi CO intoksikasyonu tanisini koydurur (6).
Oda havasinda CO’in yarilanma stiresi, 240-250 dk iken, %100 Oz tedavisi ile
bu sire 40-60 dakikaya dusUrdlebilir. Ayrica hiperbarik oksijen tedavisi ile
noérolojik hasari azaldigi gdésterilmistir (6,32). CO eliminasyonunun diger bir
yolu da entibe hastalara hiperventilasyon yaptirilarak respiratuar alkaloz
olusturmaktir. Hiperventilasyon, COHb yarilanma siresini de kisaltarak
intoksikasyonun zararlh etkilerini azaltir (33,34).



2.3 Duman inhalasyon Hasarini Etkileyen Faktérler

Duman inhalasyonu sonrasi solunum sisteminde ortaya ¢ikan hasarin
siddeti, dumana ve hasara ugrayan organizmaya ait bazi faktorlere gore
degisir. Bunlar:

1-) Duman igerigi

Gaz: Karbonmonoksit (CO), siyanit, asit ve aldehitleri icerir. Oksidanlar
da gaz fazinda bulunur. CO ve siyanit sistemik toksisite yaparken; asit,
aldehit ve oksidanlar daha ¢ok lokal hava yolu hasari meydana getirir.

Partikil: Dumanin igerdigi partikdllerin olusturdugu hasar, partikdl
blydkligine ve hastanin nefes alma 6zelligine baglidir. Yanan materyalin
tirline gbre partikdl bayUkligu 0,1 — 15 um arasinda degismekle birlikte
ortalama 3 — 5 um’dir. 5 pm’nin Uzerindeki partiktller nazofarenkste tutulur ve
distale gecisleri dnlenir. Daha kuguk partiklller ise alveollere kadar ulagabilir.

2-) Dumana maruziyet slresine ve solunan duman miktarina bagh
olarak hasarin derecesi degisir.

3-) Akcigerlerin hasar éncesi durumu

Baslangictaki ve ge¢ ddnemdeki hasarin derecesi c¢ogunlukla
akcigerin hasar 6ncesi durumu ile iligkilidir. Akcigerde kronik degisiklikleri
olanlar (sigara igicileri, kronik obstriktif akciger hastaligi olanlar vb.), saglikli

akcigeri olanlara oranla duman hasarina daha duyarhdir (35).

2.4 Duman inhalasyonu Diigiiniilen Hastalarin Degerlendirilmesi
ve Tedavisi

2.4.1 Hastalarin Degerlendirilmesi

Tam kapal ortam yanikli hastalarda duman inhalasyon hasarindan
stphelenilmelidir. YUz yanigi, oral mukoza ve burun killarinin yanmig olmasi,
kurumlu balgam, wheezing ve oskultasyonda ral bulunmasi, inhalasyon
hasarini dusidnduren ilk bulgulardir. Yine kapali ortam yanigi olan bir
hastada biling bulanikliginin olmasi karbonmonoksit intoksikasyonunu akla
getirmelidir ve aksi ispatlanana kadar duman inhalasyon hasarinin varligi
kabul edilmelidir (27).



Birgok tani yOntemi inhalasyon hasarinin degerlendiriimesinde
yardimci olmaktadir. Akciger grafisi duman inhalasyonu stphesi olan
hastalarin degerlendiriimesinde erken dénemde tani icin degil, takip icin
degerli bir tetkikdir. Erken donemde, hatta 7. gine kadar, duman inhalasyon
hasari olsa dahi akciger grafileri normal olabilir. Normal akciger grafisi akut
inhalasyon yaralanmasi olmadigini gdstermez, ancak erken ddnemde
infiltrasyonlarin  gérilmesi siddetli inhalasyon hasarinin kanitidir ve
prognozun daha koétl olacaginin isareti kabul edilebilir. Akciger grafisi
subakut ve kronik ddnemde ortaya ¢ikan infiltrasyonlarin ve sekonder akciger
enfeksiyonlarinin degerlendiriimesinde ve takibinde faydalidir (5) .

Ust solunum yollarinin degerlendiriimesinde fiberoptik bronkoskopi
standart bir ydntem olarak kabul edilmektedir. SUpheli inhalasyon
yaralanmasi sonrasinda ilk 18-24 saatte yapilan bronkoskopik
degerlendirmede trakeobronsial sistemde eritem, hiperemi, édem, mukoza
nekrozu, kurumlu balgam gibi bulgularin saptanmasi inhalasyon yaralanmasi
tanisi lehinedir. Son yillarda gelistirilen kromobronkoskopik yéntem ile
bronkoskopinin guavenirliligi arttinlmistir. Bu ydntemde; trakea ve brong
mukozalari %0.25’lik metilen mavisi ¢ozeltisi ile irrige edilmekte ve hasarli
mukoza, yaralanmanin gergek sinirlarini ve derinligini gosterecek sekilde
parlak mavi renkte boyanmaktadir (36).

Alt hava yollarinin degerlendirilebilmesi amaci ile Xe133 akciger
ventilasyon sintigrafisi ve solunum fonksiyon testleri kullanilabilir. Sintigrafide
havalanmayan akciger alanlari tespit edilebilir. Solunum fonksiyon testinde,
pik akimin ve zorlu vital kapasitenin dismesi, alt hava yollari hasarinin
degerlendiriimesinde 6nemlidir (27). Bu bulgularin gérilmesinden saatler
sonra pulmoner 6dem ortaya ¢ikar (9).

Solunum fonksiyon testleri meydana gelen hasarin fizyopatolojisini
ortaya koymasi yoninden vyararli olabilir. Tekrarlanan testler akciger
kapasitesindeki azalmay! ve havayollarindaki obstriiksiyonu ortaya koyar.
Ancak; agri, zayif hasta kooperasyonu, kas gug¢suzIigu, hastaya uygulanan
sedatif ilaglar gibi bir¢ok faktdr bu testlerin uygulanmasini guglestirir (5).



2.4.2 Hastalarin Takip ve Tedavisi

1-) Hava yolu givenligi.

Ozellikle st solunum yollarinda; inhalasyon yanigi riski olan
hastalarda 6deme bagh obstriksiyona dikkat edilmeli, buna gére &nlem
alinmali ve havayolu acikligi saglanmalidir. Gerekirse entlibasyon veya
trakeostomi yapiimalidir (5).

2-) Oksijen uygulanmasi

inhalasyon yaralanmalarinda ikinci dnemli nokta oksijen tedavisi
uygulanmasidir. YUz maskesi ile %100 O2 uygulanmasi daha etkili
olmaktadir. Oksijen uygulanmasi ile gaz degisimi artirihr, hipoksik gaz
inhalasyonu ve CO intoksikasyonunun hasarlayici etkileri azaltiimis olur. Bu
nedenle ilk girisim olarak %100 O2 wuygulanmasi ile CO atilimi
hizlandiriimalhdir. Yiksek dizeylerde CO oranlari séz konusu ise hiperbarik
oksijen uygulamasi etkili olacaktir (5,6).

3-) Pulmoner hijyenin saglanmasi

Bu amagla inspire edilen havanin nemlendiriimesi, endotrakeal
aspirasyon, postural direnaj ve aerosol seklinde bronkodilatérler kullanilabilir.
Akciger ekspansiyonu igin tlly, su ve mum alevi Ufleme, eldiven sisirme gibi
solunum egzersizleri uygulanir. Bu sayede brongial kollapsa bagli hava hapsi
Onlenir, karin duvari kaslarinin kasilma kuvveti artar, diyafram yiukselmesi ve
akciger bosalmasi saglanir. Tedaviye ragmen Klinik gidisin bozulmasi ve
oksijenizasyonun saglanamamasi durumunda enttbasyon ve pozitif basingli
ventilasyon (PEEP) uygulanabilir. Ancak bu uygulama halen tartismali olan
bir tedavi yontemidir (27).

4-) Sivi dengesinin saglanmasi

Tdm vyanik yaralanmalarinda, sivi destegi mortalite ydninden
6nemlidir. Bunun yaninda inhalasyon yaralanmasi varsa sivi gereksinimi
daha fazla olmaktadir. Cok fazla sivi verilmesi akciger 6demini artirir. Ancak
intravaskuler volium ve doku perfizyonunun surdurdlmesi icin hesaplanan

sivi ihtiyacinin karsilanmasi gereklidir (37).



2.5 Duman inhalasyonu Sonucu Doku Hasari1 Olusumu

Duman inhalasyon hasari olusan hastalarda, yapilan destek
tedavilerle azalmisg olmakla birlikte, mortalite ve morbidite hala yUksektir.
ideal bir tedavi segenegi de yoktur. Bunun en énemli sebebi patofizyolojisinin
oldukga karisik olmasi ve henliz tam olarak aydinlatilamamigs olmasidir (15).

Duman inhalasyon hasari patofizyolojisinde 6nemli faktérler:

1. Bronsial kan akimi artisi
Havayolu obstriksiyonu
Aktive olmus l6kositler
PARP (Poli ADP-Riboz Polimeraz)

Nitrik oksit (NO)

o > 0D

Bunlarin digsinda duman inhalasyon yaralanmasi patofizyolojisinde
bircok faktér rol oynamaktadir. Sitokinler duman inhalasyon hasarinda énemli
rol oynar. Ozellikle IL-1 ve IL-8 in duman inhalasyon hasarinda arttig
gOsterilmistir ve patofizyolojide roli oldugu dusidnilmektedir. Cesitli
norotransmitterler (bradikinin, noérokinin gibi) ylksek dizeyde salinmaktadir.
Ancak, inhalasyon hasarinda ne sekilde rol aldiklari gbésterilememistir.
Eikosanoidler de (tromboksan, prostaglandinler ve |6kotrienler) inflamatuar
mediatorler olarak duman inhalasyon hasarinda ele alinmaktadir. Ayrica
spesifik olmayan siklooksijenaz (COX), spesifik siklooksijenaz (COX2)
inhibitérleri ve tromboksan antagonistleri kullaniimasi inhalasyon hasarini
azaltabilmektedir ve bunlarin da, inhalasyon hasarinda etkileri oldugu

disunutlmektedir (1).

2.5.1 Bronsial Kan Akimi Artisi

Akcigerin, brongial ve pulmoner sistem olmak Gzere iki ana kanlanma
sistemi vardir. Pulmoner sistemle gelen kan kardiak outputa esittir. Oysa
bronsial sistemle gelen kan kardiak outputun %1’i kadardir. Ancak duman
inhalasyon yaralanmalarinda bu oran 8-10 kat artmakta ve pulmoner 6deme
sebep olarak, akut akciger hasarina katkida bulunmaktadir (9,10). Bronsgial
sirkllasyondaki artisin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte,



bircok mediatérin rol aldigi ve bunlarin en 6nemlisinin de, guglt bir
vazodilatér olan NO oldugu bilinmektedir (1,15).

Daha 6nce yapilan arastirmalarda, hem sadece duman inhalasyonu
yaralanmasinda (38,39), hem de yanikla kombine duman inhalasyonu
yaralanmasinda pulmoner Kkapiller permeabilite artiginin ortaya ciktig
gOsterilmistir.  Ancak kombine yaralanmada, 6dem c¢ok daha gsiddetli
olmaktadir (40).

2.5.2 Aktive Olmus Lokosite Bagl Doku Hasari

Lokosit aktivasyonu, tim inflamatuar reaksiyonlarda oldudu gibi
kemotaktik ajanlar tarafindan gergeklestirilir. Duman inhalasyonu sonrasi,
inhale edilen duman partikdlleri alveolar makrofajlar tarafindan fagosite edilir.
Bu fagositoz esnasinda alveolar makrofajlardan 16kosit kemotaktik ajanlar
(IL-8, platelet-aktive edici faktdr, arasidonik asit metabolitleri vb.) salinir (41).

Loékosit sayisi azaltilmis hayvanlarda, duman inhalasyonuna bagli
akciger 6demi ve vaskuler permeabilite artisinin blyik élctide énlenebilmesi
(42), I6kositler icin kemotaktik olan mediatorlerin  ndétralizasyonu ile,
inflamatuar yanitin ve duman inhalasyon hasarinin azalmig olarak
saptanmasi (43) I6kosit aktivasyonun, inhalasyon hasarindaki rolinu
gOstermektedir.

Loékositler uyariimalarinin ardindan, rolling, adezyon ve migrasyon
basamaklarindan gecerek damar disina ¢ikar ve doku hasarini olustururlar
(44).

Rolling

Dolasimdaki |6kositler damar endoteli ile nadiren temasta bulunurlar.
Ancak I6kositlerin ve damar endotelinin inflamatuar mediatérlerle uyariimasi,
I6kositlerin 6zellikle de nétrofillerin aksial akimlarini kaybetmesine ve kendi
etraflarinda yuvarlanmalarina neden olur (rolling). Rolling olayi ile hizlar
disen |6kositler, birbirleri ile ve endotel hicreleri ile temasa gecger ve
aralarinda yumusak adezyonlar gelisir; bu l6kosit gé¢inin ilk basamagidir
(25,45,46).



Yuvarlanma olayini, ayni gruptan G¢ molekdl ydnlendirir. Bunlar
I6kositlerde bulunan L-selektin, endotel hicrelerinde yer alan P ve E-
selektindir (47).

Adezyon

Akis hizlarn dusen ve endotel hiicreleri ile yumusak adezyon olusturan
I6kositlerin  damar digina c¢ikisindaki ikinci basamak siki adezyondur.
Adezyon, I6kositlerde bulunan ve I6kosit integrini olarak adlandirilan
CD11/CD18 ile endotel hiicrelerinde bulunan interselliler adezyon moleklli-
1 (ICAM-1) arasinda gerceklesir (25, 48). Bu etkilesimi migrasyon takip eder.

Migrasyon

Siki adezyonu takiben l6kositler, endotel hicreleri arasinda agilan
araliklardan dokuya gecerler (44). Dokuya gecen I6kositler salgiladiklari
proteazlar ve toksik oksijen metabolitleri ile doku hasari olustururlar (2,14,49-
54).

Aktive olmus nétrofiller, bakterisidal rollerinin bir kismi olarak zorunlu
sekilde slperoksit (O, ) (Uretirler. Yizeylerindeki NADPH oksidaz O,
olusumundan sorumludur ve olusan O, doku hasarina neden olur (5). Aktive
olmus nétrofillerin  kapillerlerde agregasyonlari ile kan akiminin geri

dénmesine engel olan kapiller tikaclari olusturduklari bildirilmigtir (55).

2.4.3 Akut Akciger Yaralanmasinda Poli ADP-Riboz Polimeraz’in
(PARP) Roli

Duman inhalasyonu, polimorfonikleer l6kosit aktivasyonu ve NOS
enzim indiksiyonu ile peroksinitrit (ONOQO™) olugsumuna sebep olur (1).

Nitrozatif stres (nitrik oksitin reaktif Grtnlerinin toksik etkileri) sirasinda
NO’den olusan ONOQO™, DNA tek zincir kirllmasina neden olur. Bu durumda,
DNA onarim enzimi olan Poli ADP—riboz polimeraz (PARP) aktive olur.
PARP‘In asin aktivasyonu, substrati nikotinamid dintkleotiti (NAD™) tliketir.
Sonugcta glikoliz hizi, elektron transportu ve ATP olusumu azalr. Hlcresel
enerji yoklugu, akut hiicre disfonksiyonuna ve hicre 6limine yol acgar
(26,56). ONOO™ bagimh PARP aktivasyonu enerji azalmasina ve pulmoner
epitelyal hicrelerde permeabilite artisina yol agar. Hucresel igerigin
ekstrasellUler alana salinmasi, inflamasyon reaksiyonunu daha da artirir (57).



Yapilan hayvan deneylerinde, PARP inhibisyonunun, akciger
dokusunda MPO aktivitesini baskiladigi (26), bagka bir caismada da ATP
dizeyindeki azalmayi ©Onledigi ve akciger disfonksiyonunu azalttigi

gOsterilmistir (57).

2.4.4 Akut Akciger Yaralanmasinda Hava Yolu Obstriiksiyonunun
Roli

Havayollarinin  sekilli  partikillerle  yaygin  sekilde kaplanmasi
inhalasyon hasarinda énemli bir sorundur. inflamatuar eksuda ve mukus,
epitelyal mukoza, hicresel debristen olusan agregatlar hasarlanmig
mukosilier aktiviteyle birlikte havayolu obstriksiyonuna yol acar (58).

Termal yaralanmaya bagh olarak yapimlari artan NO, katekolaminler,
histamin, tim&r nekroz faktért (TNF), interldkin 1- B, interlékin-6, endotelin-1,
prostaglandinler gibi bircok mediatér vazodilatasyon ve yaygin permeabilite
artigina yol acar. Kan akimi ve permeabilite artisi sonucu brons ve
bronsiollere sizan plazma; fibrinojen ve protrombin gibi koagllasyon
faktorlerini icerir. (16,22,59). Diger taraftan aktive olan nétrofiller endotel
hicrelerini hasarlar. Epitelyal hicrelerden, alveoler makrofajlardan doku
faktord (faktdér 3) ortaya cikar. Doku faktdérl koagllasyonun ekstrinsik
yolunun basinda bulunur ve alveoler alanda fibrin birikimine yol acar. Olusan
bu fibrinle beraber, infilire olan nétrofiller, dokulmis brongial epitelyal
hiicreler ve mukus tikayici plagi olusturur (1).

Duman inhalasyonu ile solunum yollarina ulagan partikiller ve ortaya
¢ikan inflamasyon etkisiyle kolumnar epitel kaybi ve mukosilier aktivite
yetersizligi ortaya cikar (60). Mukus salan goblet hicrelerin sayisi ve
aktivitesindeki azalma, olusan plagin havayolu tikanmasini kolaylagtirir.
Tikanmis havayolu, atelektazi ve ventilasyon/perfiizyon uyumsuziugu ile
sonuglanir (59). Tikanmamig akciger alanlarinda hiperventilasyona bagli
hasar gelisir. Sonucta, akcigerlerde yetersiz gaz degisimi organlarda yetersiz
oksijenasyon meydana gelir (Sekil 2.1).

inflamatuar eksuda ve mukus, epitelyal mukoza, hiicresel debris ve
fibrinin birlesmesiyle olusan plagin tedavisinde, aerosol seklinde uygulanan

heparin (61) ve antitrombin gibi antikoagulanlar yararl olmaktadir (62).
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Sekil 2.1: Havayolu tikanmasina bagh olusan pulmoner yetmezlik:
Tikanan alveollerde ventilasyonun azalmasi ya da hi¢ ventilasyonun
olmamasi sonucu pulmoner santlar ortaya ¢ikar. Bu da ventilasyon/perflizyon
uyumsuzluguna yol agar. Pulmoner yetmezlikte uygulanan mekanik
ventilasyon, tikali olmayan alveollerde asirn gerilmeye ve barotravmaya yol
acar. Enkhbaatar ve Traber (15)‘dan tercime edilerek alinmigtir.

2.5.2 Yanikta Akciger Yaralanmasinda Nitrik Oksitin (NO) Roli

Yapilan birgok deneysel ve klinik ¢alismada yanik sonrasi erken
dénemde hem yanik bélgesinde hem de plazmada NO hemen her zaman
yuksek bulunmustur (22).

Fizyolojik duzeylerde birgok yararl etkisi ve dizenleyici rolli bulunan
NO, inhalasyon yaralanmasi gibi durumlarda, cok ytiksek diizeylere cikar ve

hasarlayici etki géstermeye baslar (1).



2.6 Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit (NO), tek bir azot ve oksijen atomunun kombinasyonu sonucu olusan
inorganik, renksiz, oksijen yoklugunda suda ¢éziinebilen bir gazdir. 1987 yilinda, damar
endotelinden endotel kaynakli gevseme faktéri (EDRF) olarak bilinen
yapinin izole edilmesi sirasinda nitrik oksit sentaz kesfedilmis ve daha
sonraki yillarda EDRF'nin, NO oldugu tespit edilmistir (63,64). NO, 1992
yilinda yihn molekili secilmistir (65). 1998 yilinda da NO’in vicutta pek ¢ok
6nemli roli olan bir mediyatér oldugunu gbésteren arastirmacilar Nobel
6dalind almiglardir.

Nitrik oksit, membranlari kolayca gecgebilme &zelligi olan oldukga
lipofilik bir molekildar (66).

NO, tasidigi ciftlenmemis elektron nedeniyle serbest radikal tanimina
uymaktadir. Clnkil serbest radikal, bir veya daha fazla sayida ciftlenmemis
tek elektron igeren bir molekidl veya atom olarak tanimlanir. Diger serbest
radikaller, her konsantrasyonda hicreler icin zararli iken, NO disik
konsantrasyonlarda ¢ok énemli fizyolojik iglevilerde rol almaktadir. Ancak asiri
ve kontrolstiz NO sentezi hiicreler igin zararh olmaktadir. NO, bu 6zellikleri ile
¢ok ideal bir fizyolojik moleklldir (67). Klinik olarak hava yollarindaki NO
miktarindaki degisiklikler inflamasyonun goéstergesi olarak, hastalgin
ilerleyiginin ve tedavinin etkisinin gésterilmesinde kullanilabilir.

2.6.1 Nitrik Oksitin Kaynagi

2.6.1.1.Biyokimyasal Yol
Nitrik oksit, NOS ile katalizlenen reaksiyon sonucu yari esansiyel bir

aminoasit olan L- Arjininden sentez edilen endojen bir vazodilatérdir (66).

NOS
L —Arjinin ! .— NO + L- Sitrilin

NO sentezi ile sonuglanan reaksiyon igin oksijen ve bircok kofaktor
gereklidir. Bunlar; nikotinamid adenin dintkleotid fosfat (NADPH), flavin
adenin dindkleotid (FAD), flavin monontkleotid (FMN), tetrahidrobiopterin,
kalmodulin, nikotinamiddir (24, 66,68).



NO sentezi reaksiyonunu katalize eden nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimleri iki gruba ayrilir. Bunlar:

1-Konstitutif (yapisal) NOS (cNOS). Yapisal NOS enzimleri
bulunduklari lokalizasyona gére ikiye ayrilr.

- endotelyal hiicrelerde bulunan, endotelyal NOS (eNOS)
- n6éronlarda bulunan, néronal NOS (nNOS)
2-indiiklenebilir NOS (iNOS)

insanlarda bulunan bu G¢ ayrt NOS enzimi her biri ayr bir gen
tarafindan kodlanir (66). eNOS (endotelyal NOS) kromozom 7, nNOS (néral
NOS) kromozom 12, iINOS (indiklenebilen NOS) kromozom 17 ‘deki genler
ile kodlanir (24,69-71).

NNOS ve eNOS; farkli fizyolojik etkilere yol agarlar (72). Bu enzimler,
kalsiyum-kalmodulin  bagimhdirlar; enzim aktivasyonu icin hdcre igi
kalsiyumun artmasi gerekir. SUrekli ancak az miktarda NO Uretirler
(1,70,71,73); eNOS tarafindan sentezlenen NO vaskiler permeabilite
regllasyonunda rol alir (66). iINOS kalsiyum-kalmodulin bagimsizdir.
Proinflamatuar sitokin ve endotoksin ile aktive olur (1). iINOS'in
indiklenebilmesi igin gen transkripsiyonu gereklidir. Bu ylzden NO
dretimindeki artis saatler alir ve etkisi gunler surebilir. Uzun sireli asiri
miktarda NO sentezi, makrofaj ve diger dokulara da zarar verir (73,74).
Aktive oldugunda iNOS, cNOS’a gére bin kat daha fazla NO Uretebilir (70).

2.6.1.2 Hucresel Kaynak

Nitrik oksitin akcigerlerdeki hlcresel kaynaklari epitel hicreleri,
pulmoner arter ve venlerin endotel hacreleri, inhibitdr nonadrenerjik
nonkolinerjik néronlar, diz kas htcreleri, mast hicreleri, mezotel hicreleri,
fibroblastlar, nétrofiller, lenfositler ve makrofajlardir (75).

Uc NOS izoformu da akcigerde mevcuttur. Ust ve alt solunum
yollarinda bulunan parasempatik vazodilatatér sinirler (nNOS), endotelyal
hiicreler ve siliyall mukoza hicrelerinde (eNOS) bulunur. iNOS, havayolu
epitelinde, makrofajlarda, fibroblastlarda, nétrofillerde, endotelyumda ve
vaskiler diz kasta yer alir ve sitokinler, endotoksin ve reaktif oksijen



radikalleri tarafindan indiklenir (76-78). NO sentezleyen enzimler,

bulunduklari yerler ve regtlasyonu Tablo 2.1’de 6zetlenmigtir

Tablo 2.1: Nitrik oksit sentezleyen enzimler ve bulundugu yerler.

NOS NO kromozom
izoformu Salinim Kaynak Regulasyon | miktari
nNOS Devamli Sinir hiicreleri ca't Disik 12
(pikomol)
bagimli

Makrofaj, damar

diiz kast, damar Yiksek

INOS Indtiklendiginde | ¢, 4 teli miyokard, | Sitokinler, | (nanomol) 17

endokard, | endotoksin,

hepatosit, immin .

hticreler, hava oksidanlar

yolu epiteli tarafindan

indiklenme

vgskuler. endotel Disiik 7

hlcreleri, (pikomol)
eNOS Devamli trombositler, Cca*™t P

miyokard ve 5

endokard, bagimli

mast hiicreleri,

Notrofiller

NO: nitrik oksit, NOS: nitrik oksit sentezleyen enzim, nNOS: néral NOS,
iINOS: indlklenebilen NOS, eNOS: endotel kokenli NOS.

2.6.2 Nitrik Oksitin (NO) Metabolizmasi

Nitrik oksitin yarilanma omrli ¢ok kisadir. Normal kosullarda NO,
solisyonlarda “hem” grubu tarafindan baglanip, hizla okside olarak, nitrit
(NO2) ve nitrata (NO3') ddniiserek inaktive olur. Bu baglanma, oksijene
gbre 3000 kat daha hizli olmaktadir (79). Bu molekiillerin biyolojik aktiviteleri
olmadigi diistinilmektedir. Ancak plazma nitrit (NO2 ) ve nitrat (NO3') diizeyi élgimleri
endojen NO diizeyi hakkinda bilgi edinmek amaciyla kullaniimaktadir (80,81).

inhalasyon hasari gibi inflamatuar durumlarda aktive olmusg nétrofil ve

monositler, sliperoksit (Oz ) radikalini Uretirler. NO endotelyal hiicre-Idkosit



adezyon bélgesinde, ekstraselliler bosluk ya da alveoler alanda (hemoglobin
olmayan yerde) siperoksit (Oz ) radikali ile reaksiyona girerek peroksinitrit
(ONOQO™ ) metabolitine déndsar (1). Peroksinitrit dokularda ¢ok hizli yikildig:
icin tayin edilemez. Bu nedenle ONOOQ™'in tirozin ile oksidasyonu sonucu
olusan 3-nitrotirozin, peroksinitrit seviyelerinin  belirlenmesi amaciyla
kullaniimaktadir.  Akcigerin  inflamatuar  hastaliklarinda  3-nitrotirozin

seviyelerinde artis bulunmaktadir (11).

2.6.3 Nitrik Oksitin (NO) Etkileri

Nitrik oksit (NO), birgok organ sisteminde mevcuttur (63). Damarlarda
gevsemeye sebep olmasi, ilk tesbit edilen fonksiyonu olmakla beraber,
organizmada bircok biyolojik olayda goérev alir. Kas, deri, ndéronlar,
gastrointestinal sistem, immidn sistem, solunum sistemi, Uriner sistemi ve
dolagsim sistemi, gibi bircok organ sisteminde ©6nemli fizyolojik ve
patofizyolojik roll vardir (82). Bazi durumlarda NO, ortamdaki slperoksit ve
diger reaktif oksijen radikallerini baglayarak antioksidan 6zellk de
gOstermektedir. Bu agidan bakildiginda belki de inflamatuar sireclerde NO

artigl koruyucu bir antioksidan 6zellik olarak kabul edilebilir (18).

2.6.3.1 Vaskiler Etkiler

Fizyolojik kosullarda; nitrik oksit olduk¢a gugll bir vazodilatérdir ve
mikrosirktlasyon duzenleyicidir (1). Ayrica, trombosit agregasyonunu inhibe
ederek antitrombotik etki gdésterir (1,18). Bu etkiler mikrosirkllatuar kan
akiminin devami i¢cin  6énemlidir. Nitrik oksitin vaskiler diz kaslarda
gevsemeye yol acan etkileri agikca gOsterilmistir (19). NO sentezi
azaldiginda pulmoner hipertansiyon saptanmaktadir. Asirt NO varligi
sistemik hipotansiyona neden olabilir (18).

Patolojik durumlarda ¢ok yiksek dizeylere ¢ikan NO, vazodilatasyon
etkisi ile bronsial dolagima gelen kan miktarini artinr (18). Ayni zamanda
vaskuller permeabilitenin artigsina da yol acarak hava yolu 6demine neden
olur (27,83).
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Sekil 2.2: NO kaynaklar ve sentezi: Nitrik Oksit sentezlenmesi ve etkisi:
Nitrik oksit sentezleyen enzim (NOS) NADPH, oksijen, flavoproteinler (FAD,
FMN),kalmodulin (CaM) ve tetrahidrobiopterinin (BH4) varliginda L-arginini,
sitrullin ve NO’ya doénustirir. nNOS ve eNOS néronal ve endotelyal
hucrelerde yer alir ve enzim aktivasyonu igin intraselller kalsiyum artigina
gereksinim duyar. iINOS kalsiyuma bagimli degildir. Batin NOS enzimleri
arginin analoglarinca inhibe edilir. Nitrik oksit, guanil siklazi aktive eder ve
hiicre icinde cGMP dizeyini artirir ve bu ise diz kaslarda gevsemeyle
sonuclanir. Metin Ozkan, ismail Yiiksekol (18)’ dan degistirilerek alinmistir.



2.6.3.2 Havayolu Etkileri
Solunum havasinda NO (saglikh bireylerde 5-10 ppb) ve bronkoskopik

lavaj ve balgam 6rneklerinde NO metabolitlerinin saptanmasi, NO’nun hava
yollarinda sentezlendigini g6steren bulgulardir (84-86).

NO, fizyolojik durumda; solunum yollari fonksiyonunun endojen
modulasyonundan, pulmoner vaskuler tonusun regulasyonuna, patofizyolojik
durumlarda ise proinflamatuar ve immunomodulatér mediyatér olarak ¢ok
cesitli rollere sahiptir (17-19,66,67,87).

Hava yollarinda, kolinerjik, o-adrenerjik, eksitatér nonadrenerjik
nonkolinerjik (eNANK) olmak Uzere bronkokonstriksiyona neden olan (¢
noéral sistem ve B —adrenerjik ve inhibitér nonadrenerjik nonkolinerjik (INANK)
bronkodilatasyona yol agcan mekanizmalar vardir. Proksimal hava yollarinda
agirhkh olarak iINANK néral sistem aktif olarak mevcuttur ve bu sistem insan
hava yollarindaki tek endojen bronkodilatér sistemdir (17).

Nitrik oksit, tipki vazodilator etkisi gibi bronkodilatér etkiye de sahiptir.
Bu etkisini, dogrudan brons diiz kas hicresi icindeki cGMP oranini artirarak
ve dolayli olarak da inhibitér nonadrenerjik nonkolinerjik (INANK) noronlarin
bir nérotransmiteri olarak iglev yaparak géstermektedir. (17). NO’in akcigerde
yaptigi yararli ve zararli etkiler Tablo 2.2'de gdsterilmigtir.

2.6.3.3 inflamasyondaki Etkileri

Fizyolojik kosullarda NO; nétrofil adezyonu, sitokin Oretimi igin de
gUcll bir inhibitdérddr (1,82). Nitrik oksit, oksidan 6zelligi nedeniyle bakterisid
ve timor hicrelerine kargi sitotoksik etki gbsterir ve savunma sisteminin bir
parcasi olarak gérev yapar (88).

NQO'in proinflamatuar ve hasarlayici etkileri birgcok mekanizma
tarafindan kontrol edilmektedir. Ancak bu etkilerin ¢ogu, NO’in oksidatif
metabolizmasi ile ortaya c¢ikan Urlnlere baghdir. Bu Uriinler topluca reaktif
nitrojen 0runleri olarak adlandirilir. Bunlardan en ©6nemlisi peroksinitrit
(ONOQ™ )'dir (11-13). Peroksinitrit (ONOO™ ), oldukca gugcli doku hasarina
yol acan bir maddedir, sitotoksik ve oksidatif 6zellikleri mevcuttur ve nitrik

oksitin inflamatuar etkilerinden sorumludur (11). inflamatuar siregte NO ve



aktive notrofiller tarafindan ortaya ¢ikarilan sUperoksit anyonu arasindaki
reaksiyon sonucu olugan peroksinitrit; epitel hasarina, medyatér salinimina

ve hava yolu duyarhhdinin artmasina neden olmaktadir (18,89).

Tablo 2.2: Nitrik oksitin akcigerdeki fonksiyonlari.

Yararh Zararl

1. Bronkodilatasyon 1. Semptomlarda ve hava yolu obstriiksiyonunda artisa
neden olan inflamatuar yanit

2. Arteriyel

vazodilatasyon 2. Bronsial vazodilatasyon, astimli hastalarda gérilen hava

yolu hiperemisi
3. Mukosiliyer klirensin
dizenlenmesi 3. Post-kapiller venillerdeki kan akimini artirarak hava
yollarinda édem

4. Savunma sistemleri:
Bakteri, virlis ve 4. Pulmoner damarlardaki vazodilatasyona bagli ventilasyon-
parazitlere toksik etki perflizyon dengesizligi

5. Dogrudan veya submukozal bezlerdeki kan akisini
artirarak mukus sekresyonunda artis

6. T-helper 2 (Th2) aktivasyonunda dolayli artisa bagli olarak
astmatik inflamasyonda artis

7. Hava yollarinda inflamatuar hiicrelerce olusturulan
sUperoksit anyonlari ile birleserek peroksinitrit iyonlari
olusturmasi

2.6.3.4 Nitrik Oksitin inhalasyon Hasarinda Rolii

NO, fizyolojik konsantrasyonlarda zararli olmamakla birlikte, asiri
dretimin  oldugu birgcok yaralanmada doku hasarlanmasindan sorumlu
tutulmaktadir. Nitrik oksit, ARDS’'nin ortaya ¢iktigi sepsis, multipl travma
yanik ve inhalasyon yaralanmasi gibi durumlarda &6nemli role sahiptir
(20,22,58). NO’in akciger hasarinda inflamasyonu baslatan bir mediatér
oldugu, permeabiliteyi artirdigi gésterilmistir (11,90).

Yanik yaralanmalarinda hem yanik bélgesinde hem de plazmada NO
hemen her zaman ylksek bulunmaktadir (22,29). NO Uretimi cok ylksek
dizeylere cikarsa bir serbest radikal gibi fonksiyon gbérmeye baslar ve

inflamasyona sebep olur. NO serbest radikal gibi reaksiyon verdiginde



oldukga reaktiftir. Ayrica inhalasyon hasari gibi inflamatuar durumlarda;
I6kositler aktive olur. Aktive olmus nétrofil ve monositler, ekstraselliler bogluk
ya da alveoler alan gibi hemoglobin olmayan yerlerde siiperoksit (Oz )
radikalini Gretirler (1). Artmis diizeydeki NO’in, siiperoksit (Oz ) ile reaksiyonu
sonucu peroksinitrit (ONOQO™) ortaya c¢ikar. ONOO™ son derece gugli
oksidan olup; lipid peroksidasyonu, degisik molekullerin nitrozilasyonu, Na*
kanal etkilesimi, transizyonel molekdllerle etkilesim sonucu hiicresel hasara
katkida bulunur (12,13,18). Sonugta ortaya cikan ONOO™ formasyonu
pulmoner vaskuler permeabiliteyi artirir ve akciger 6édemine neden olur.
Boylece diflizyon kapasitesi azalir (1).

Serbest radikallerin etki mekanizmalari tam olarak anlasilamamig
olmakla birlikte en 6nemli etkilerinden biri lipid peroksidasyonu yoluyla hiicre
membranin hasari olarak gériinmektedir. Serbest radikaller ayrica yaygin
inflamatuar hasar olusturabilirler ve doku hasarina yardim eden cesitli
inflamatuar mediatérleri gekebilirler (91,92).

NO’in kimyasal olarak aktivitesi ylUksek degildir, ancak belli sartlar
altinda oldukga toksik drlnler olusturabilir. NO ve sliperoksitin reaksiyona
girmesiyle  peroksinitrit meydana gelir.  Peroksinitirit  makrofajlarin
antibakteriyel aktivitesini artirirak viicudun savunmasinda rol alir. Ancak asiri
dretim oldugunda makrofajlarin sitotoksik ve sitostatik aktivitesine yol agar
(23) Peroksinitritin, protein tiol gruplari, tirozin kalntilar ve fosfolipidlere
ilgisinden dolayi reaktivitesi ylksektir. Bu nedenle protein ve lipitlerin
oksidasyonuna neden olur (93,94).

Duman inhalasyon modelinde plazma NO2 ve NOs diizeyleri
normalin 3-10 katina ¢ikar. Bu metabolitler endojen NO Uretiminin arttigini
gOstermektedir. Ayrica yanik ve inhalasyon yaralanmasindan 24 saat sonra
arjinin metabolizmasi normalin 3 katina ¢ikmaktadir. Bu da NO Uretiminin
arttigini géstermektedir. L-NAME gibi NOS inhibitérleri kullanildiginda L-
arjinin metabolizmasi ve NO metabolitlerinin plazma dizeyi azalmaktadir
(1,16,20,83).

Duman inhalasyonu sonrasinda akciger hasarinin ortaya c¢ikisinda

nitrik oksitin rolt Sekil 2.3’'te 6zetlenmigtir.



duman inhalasyonu

akciger epitel hiicreleri
alveoler makrofajlar

indiklenebilir nitrik oksit sentaz( iINOS)

NITRIK OKSIT
peroksmltrlt
vasodilataiy artm\
bronsial oku hasari
kan akimi
hipoksik pulmoner artmis pulmoner
vasokonstriksiyon vaskuler permeabilite

klaybl l l

ventilasyon/ perflzyon
uyumsuzlugu akciger 6demi havayolu obstriuksiyonu

diftizyon bozuklugu ventilasyon/ perflizyon
uyumsuzlugu

organ hipoksemisi «——— yetersiz gaz degigimi

Sekil 2.3: Duman inhalasyon hasarinda nitrik oksit (NO)’in rolG: Hipoksik
pulmoner vazokonstriksiyonun kaybi ve pulmoner vaskiler permeabilite
artigl; ventilasyon/ perfizyon uyumsuzlugu ve buna bagh azalmis gaz
degisimi ile sonuglanir. Kazunari ve Daniel. (1)‘den terciime edilerek

alinmigtir.



2.6.4 Nitrik Oksit Sentezinin inhibisyonu (NOS inhibitérleri)

NOS enzim inhibitérleri, selektif olmayan ve selektif olan NOS

inhibitorleri olarak ikiye ayrilir.

2.6.4.1 Selektif Olmayan NOS inhibitérleri

Tdm NOS enzimlerini ¢esitli dizeylerde inhibe ederler. Bugline kadar

bircok degisik madde kullaniimistir.
1-) L- nitro arjinin metilester (L-NAME)
2-) L-N-monometil arjinin (L-NMMA)
3-) N-Nitro-L-arjinin (NNA)
4-) 7-Nitroindazole ( 7-NI)
5-) N-amino L-arjinin (L-NAA)
baslicalaridir (95-98).

2.6.4.2 Selektif Olan NOS inhibitérleri

-) Aminoguanidin, iINOS selektif
S-metilisotiotire, iINOS selektif

ONO-1714, INOS selektif
7-Nitroindazole monosodyum (7-NINA), nNOS selektif
6-) N Propil L-arjinin, nNOS selektif
NOS enzim inhibitérlerine érnektir (24,99,100).
N-nitro-L-arjinin metil ester (L- NAME) ve N-monometil-arjinin (LNMA)

1-)
2-)
3-) L-canavanine, iNOS selektif
4)
5-)

gibi arjinin analoglari butin NOS izotiplerinin yarigimci inhibitorleridir;
aminoguanidin ve kortikosteroidler ise selektif olarak iINOS’I inhibe ederler
(24).

L-NAME’in, deneysel olarak olusturulan, inflamasyon durumlarinda
ortaya ¢ikan hasarin énlenmesi icin kullanildigi ve I6kositlerin dokuya gegigini
sinirlayip; doku hasarini azalttigi tesbit edilmistir (46,101,102).

Duman inhalasyon hasarini Onlemeye yonelik yapilan calismalar,
inflamatuar mediatér  inhibitérlerinin - ve  serbest oksijen radikal
antagonistlerinin kullanilmasina odaklanmaktadir (14). Bir serbest radikal

olan peroksinitritin  olusumunu azaltan, NOS inhibitérlerinin uygulanmasi



endotelyal hasari azaltmakta, vaskller permeabiliteyi sinirlamakta ve duman
inhalasyon hasarinda ortaya cikan permeabilite degisimlerini 6dnlemektedir
(83).

Duman inhalasyon hasari ile ilgili yapilan galismalarda, solunum
sistemi hasari; 1sik ve elektron mikroskobu duzeyinde, bronsit, peribrongial
vaskuler konjesyon, peribrongial 6dem, atelektazi, alveolar hemoraji,
pulmoner édem, alveolar l6kosit infiltrasyonu gibi histopatolojik degisikliklerin
varligi ile gosterilmigtir (103-106).

Solunum yollarindaki inflamatuar hasar genellikle artmis NO dretimi ve
NO bagimli oksidatif stres artisi ile iligkilidir. Biyokimyasal olarak; NO bagimh
oksidasyonun, siklikla peroksinitrit formasyonu ile oldugu varsayilmaktadir
(11). Bunun yaninda fagosit bagimli hem protein myeloperoksidaz (MPO) ve
eozinofilik peroksidaz (EPO) da inflamasyon durumunda ortaya ¢ikmaktadir
(11). Lokositlerin dokuya gecerek doku hasarini baglattiklarinin en énemli
kanitlarindan biri doku myeloperoksidaz dizeyidir. MPO, I6kositlerin primer
granullerinden (azurofil) salinir ve hidrojen peroksidin klorit iyonlari ile dokuya
zararl hipoklonik asit olusturma reaksiyonunu katalize eder (107).

Bazi deneysel caligsmalarda nitrik oksit inhibitérlerinin  (L-NAME)
sitotoksik nitrik oksiti azaltarak doku hasarini azalttigr gostermigtir (108).

L-NAME (Sigma Chemical, St. Louis, MO) L-arjininin metil tirevi olan
ve selektif olmayan bir NOS inhibitéradir (73). Aminoguanidin
(Aminoguanidine Sigma Chemical, St. Louis, MO) L-arjininin metil tlrevi
olmayan, nlkleofilik bir hidrazin bilesigidir ve spesifik bir INOS inhibitéradur.
iINOS ekspresyonunu inhibe ederek NO Uretimini azalttigi bilinmektedir (109).

INOS inhibisyonu ile NO ve ONOO™ formasyonu olusumu 6nlenir;
bdylece endotelyal hasar azalir ve vaskiler permeabilite dlzelir. Ayni
zamanda ONOO™, PARP igin glcli aktivatér oldugu icin dolayli olarak PARP
aktivasyonu ve buna bagli epitelyal hiicrelerde nekrotik degdisiklikler de INOS
inhibisyonu ile énlenir (1).



N-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME):
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Aminoguanidin bikarbonat:
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Sekil 2.4 : L-NAME ve Aminoguanidinin kimyasal formdilleri.



3. GEREC VE YONTEMLER

Calisma, Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi blinyesinde yer alan
Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma Merkezi'nde (TICAM) gerceklestirildi.
Calismaya baslamadan &nce Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakdiltesi
Etik Kurulu ve Deney Hayvanlari Arastirmalari Alt Komisyonu'nun (Tarih:
23/03/07, onay no:2007/154) onay! alindi.

Calismada agirliklari 200-250 gr arasinda degisen, 28 adet, 2 aylk
disi, Spraque-Dawley cinsi rat kullanildi. Ratlar deney éncesi ve sonrasinda,
17-19 °C sicakliga sahip, gin isigindan faydalanan bir laboratuvarda
standart rat yemi (Oguzlar Yem, Eskisehir) ve su ile beslendi.

Duman inhalasyon hasari modeli olusturmak igin 70x20x16 cm
boyutlarinda, birbiri ile iligkili 7 bélmeden olusan, i¢ hacmi 22.4 It olan duman
odas! yapildi. On kisim agilabilir cam siirgli ile kapatildi. Kutunun @ist kismina
2 cm yuksekliginde dumanin hareketine olanak verebilen, bélme yapildi.
Ratlarin konuldugu boélimlere duman gegisini saglamak igin, her bélimde 2
adet olmak Uzere toplam 14 tane havalandirma deligi acildi. Ratlarin
konuldugu bélmenin bir tarafina duman, diger tarafina oksijen girisi yapild
(Sekil 3.1).

3.1 Deney Protokolu

3.1.1 Duman Olusturulmasi

Duman elde etmek icin pamuk, silindir seklinde c¢elikten yapiimis 6zel
yanma odasinda yakildi. Olusan duman, yanma odasinin Ustlindeki konik
yapidaki bacadan bir aspiratér yardimi ile toplandi. Aspire edilen duman,
deney standartizasyonu ve 1si hasarini 6nlemek amaciyla, aspiratér ile
yanma odasi arasina yerlestirilen i¢ci su dolu cam fanustan gegcirilerek
sogutuldu (17+1°C). Aspiratére gelen hava, borular ile duman odasina
aktarildi (Sekil 3.1).



1: Yanma odasi 2: Cam fanus

3: Hava pompasi 4: Duman odasi
5: Oksijen

Sekil 3.1: Duman inhalasyon hasari olusturmak igin kullanilan diizenek.

Calismada ratlar 4 esit gruba ayrildi. Tim ratlar duman odasina
konulmadan 6nce 25 mg/kg kas i¢i ketamin (Ketalar, Parke-Davis, Morris
Plains, NJ) enjeksiyonu ile anestetize edildi.

3.1.2. Duman Uygulama Modeli

Sham grubundaki ratlar duman ve oksijen uygulanmaksizin duman
odasinda tutuldu. Diger 3 gruplardaki ratlara ise; Cetin ve ark’.nin (4)
uyguladigi protokole uygun sekilde duman ve oksijen uygulandi.

3.1.3 Deneyin Uygulanisi

Grup 1 (sham grubu n=7): Plasebo olarak peritin i¢i 1 ml %0.09 NaCL
uygulandi. Duman ve oksijen verilmeksizin duman odasinda 27 dk tutuldu.



Grup 2 (kontrol grubu n=7): Plasebo olarak periton ici 1 ml %0.09
NaCL uygulandi ve duman odasina konuldu. Deneklere, duman uygulama
modeline gére, duman ve oksijen inhalasyonu uygulandi.

Grup 3 (deney grubul n=7): Deneklere duman odasina birakilmadan
20 dakika 6nce 25 mg/kg dan L-NAME; 6 mg/ml olacak sekilde %0,09 NaCL
ile sulandinldi ve 1 ml periton i¢i enjeksiyon yapildi. 20 dakika sonra duman
odasina birakilip, duman uygulama modeline gére, duman ve oksijen inhale
ettirildi. Deney sonrasi oda havasina birakilan ratlara 3 saat sonra doz tekrar
uygulandi (110).

Grup 4 (deney grubu2 n=7): Deneklere duman odasina birakilmadan
20 dakika 6nce 15 mg/kg dan Aminoguanidin; 8 mg/ml olacak sekilde %0,09
NaCL ile sulandirildi ve 1 ml periton igine enjekte edildi. 20 dakika sonra
duman odasina birakilip, duman uygulama modeline gbére, duman ve oksijen
inhale ettirildi. Deney sonrasi oda havasina birakilan ratlara 12 saat sonra
doz tekrar uygulandi (111).

Galisma sirasinda, duman odasindaki gaz profili oranlar ve isi
degisimleri monitorize edildi. Gaz profili ve 1s1 dlgimleri, gaz analiz cihazi
(MRU 95/3 CD) ile yapildi (Sekil 3.2).

PR T L T BT B, e A e e

Sekil 3.2: Gaz analiz cihazi (MRU 95/3 CD).



Deney sonrasi, denekler duman odasindan g¢ikarilarak normal oda
IsisI ve atmosferine birakildi. 24 saat boyunca 17-19 °C sicakliga sahip, gin
Isigindan faydalanan bir laboratuarda standart rat yemi (Oguzlar Yem,
Eskisehir) ve su ile beslendi.

3.2 Cerrahi Uygulanmasi

Deneklere, 24 saat sonra 100mg/kg (kas igi) ketamin anestezisi
altinda yapilan karin orta hat insizyonu ile diyafragmaya ulagsildi.
Diyafragmaya insizyon yapilip akcigerlerin kollapsi saglandi. Orta hattan
sternum acilarak torakotomi yapildi (Sekil 3.3). Trakea klemplenmeden
hemen 6nce, servikal dislokasyon ile rat sakrifiye edildi. Akciger trakea ile
birlikte blok olarak cikarildi (Sekil 3.4). Deneklerin sag akcigerlerinin alt
loblarindan &rnekler alindi ve biyokimyasal tetkik igin hazirlandi. Sol
akcigerlerinin ayni bdlgelerinden 6rnekler alinip 1s1k mikroskopi ve elektron

mikroskopisi i¢in hazirlandi.

Sekil 3.3: Torakotomi yapilisi.



Sekil 3.4 : Trakea ve akcigerler (A: arkadan, B: énden gtrinim).

3.3. Orneklerin Degerlendirilmesi

3.3.1.Biyokimyasal Yontem

Tum akcigerlerin sag alt loblarindan MPO aktivitesi dlgcimi i¢in doku
drnekleri alinip -80°C de saklandi. MPO aktivitesi Suzuki ve ark.’nin tarif ettigi
yéntemin Demirpence ve ark. tarafindan modifiye edilmis gsekliyle
degerlendirildi. Dakika basina degisen absorbansi él¢ildi ve dakika basina
degdisen absorbansin Urettigi enzim miktari olarak belirlendi

MPO Aktivitesi U/ gr. Yas doku cinsinden gdsterilmistir.

3.3.1.1 Doku Myeloperoksidaz (MPO) Aktivitesinin Belirlenmesi

Kiglk modifikasyonlar ile Suzuki metodu kullanilarak
gergeklestirilmistir. Ornekler, 1:10 (w/v) 50 mM potasyum fosfat ¢dzeltisi (pH:
7,4) kullanilarak homojenize edilmigtir. Homojenattan 1 ml Alinarak 15.000g.
de santriflj edilmis ve ¢ékelek 1ml pH: 6.0 olan Potasyum fosfat tamponuna
(50 mM Potasyum Fosfat ¢ozeltisi pH:6, %0.5 HETAB, 10mM EDTA)
koyularak tekrar homojenize edilmistir. Standart reaksiyon karigimi 500 ul
pH:5.4 olan potasyum fosfat tamponu (160 mM potasyum fosfat ¢ézeltisi



pH:5.4, %1 HETAB) 100 ul TMB (3-3-5,5-tetrametilbenzidin) 20 pl
homojenat ve 330 pul su icermekteydi. Reaksiyon 37 °C’de 50 ul H,O: ilavesi
ile baglatildi (%0.06). MPO katalizi TMB oksidasyonu 655 nm. de
absorbansdaki artis kaydedilerek élciimustar (112,113).

3.3.2 Histolojik Yontem

Elektron ve 1sik mikroskobisi igin tim ratlardan, sol akcigerlerin ayni
bélgelerinden kesitler alindi,

3.3.2.1 Isik Mikroskopi Calismasi

Deney hayvanlarindan alinan akciger o6rnekleri 151k mikroskobik
inceleme icin %10 ndtral formalinde 24 saat tespit edildi. Daha sonra
akcigerler 3-4 saat yikandi. Yikama asamasindan sonra dokularin yikselen
dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrasyonlari saglandi. Alkol
serilerinin ardindan ksilole alinan doku 6rnekleri ksilolde seffaflandiriidiktan
sonra parafine alindi. Dokularin 1’er saat slreyle 3 ayri parafinde
parafinizasyonlari saglanarak daha sonra dokular gdmdilerek bloklandi.
Parafine gomdulen bloklardan 5um kalinhiginda kesitler alindi ve preperat
haline getirilen Ornekler histolojik inceleme icin Hemotoksilen-Eosin (H-E)
boyasi ile boyandi. Isik mikroskobik dizeyde Olympus BH-2 mikroskop ile
degerlendirmeleri yapilan preperatlarin Olympus DP-70 digital kamera ile

fotograflar cekildi.

3.3.2.2 Elektron Mikroskopi Caligsmasi

Elektron mikroskobik inceleme icin acigerler ufak pargalara bélindi ve
akciger 6rnekleri, %2,5’luk Gluteraldehit fiksatifine alinarak +4°C’de 24 saat
fiksasyonlari saglandi. Fiksatiften sonra dokular fosfat tamponla yikandi ve
%2 osmium tetroksit ile postfiksasyonlari yapildi. Alkol serilerinden gegirilen
dokularin dehidratasyonlari saglandi. Daha sonra propilen oksit ile muamele
edilen pargalar CY-212 araldite gémulerek bloklandi. Her bir bloktan 700-800
nm olacak sekilde yari ince kesitler alinarak toluidin mavisi ile boyandi ve 1s1k
mikroskobunda 6n incelemeleri yapildi. Daha sonra bu érneklerden yer tayin

edildi ve ince kesitler icin trim yapildi. Trimlenen dokulardan 70 pum ince



kesitler alindi ve 200 mesh bakir gritlere konuldu. ince kesitler uranil asetat
ve kursun sitrat ile boyanarak JEOL-1220 Transmisyon Elektron Mikroskopta
(TEM) inceleme yapildi. TUum kesitler elektron mikroskopta fotograflandi ve
sonuglar degerlendirildi

Tdm g6rantiler DP70 kamera takii Olympus PM 10 ADS

fotomikroskop ile géruntilendi.

3.3.3 istatistiksel Verilerin Analizi

Biyokimyasal ve histolojik sonuglar sonuglar SPSS 11.00 Windows
programinda analiz edildi. MPO duzeylerinin karsilastiriimasinda; tek yonli
varyans analizi uygulanmistir. Histolojik bulgular her bir degisiklik ayri olarak,

ikili gruplar arasinda yapilan x* (Ki-kare) testi ile analiz edildi.



4.BULGULAR
Duman inhalasyonu sirasinda, duman odasindaki gaz élgtimleri ve 1si
takibi gaz analiz cihazi (MRU 95/3 CD) ile yapildi.
Sham grubunda duman odasindaki gaz oranlari:
Oksijen (O2): %20.9
Karbonmonoksit (CO): 0 ppm

Azotoksit (NOX): 0 ppm olarak saptandi.
Duman inhalasyonu sirasindaki duman odasindaki gaz dlcimlerinde;

CO oranlari duman inflzyonu sirasinda, 1094 — 1745 ppm, NOX 4 — 8 ppm
seviyesine kadar yukseldi. Oksijen inflizyonu sirasinda ise, CO 17 — 6 ppm,

NOX 0 — 1 ppm seviyesine kadar distl (Sekil 4.1 ve 4.2).

duman odasindaki CO dedisimi
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Sekil 4.1: Duman odasindaki CO degerlerinin degisimi.

duman odasindaki NOX. dedisimi
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Sekil 4.2: Duman odasindaki NOX degerlerinin degisimi.



Duman inhalasyonu sirasinda, duman odasindaki Oz orani %20.9'un
altina inmedi. Isi dlciimlerinde, laboratuarin i1sisi 17°C idi, duman odasinin

Isisi 17+1°C arasinda degisti.

4.1.Biyokimyasal Sonuclar

Biyokimyasal inceleme sunucunda duman grubunda, sham grubuna
gbre, yuksek MPO dulzeyleri bulunmustur. Duman+L-NAME ve duman+ AG
grubunda sonugclar biribirlerine benzer sekilde disik dizeydeydi. Her bir
dokudan elde edilen MPO dizeyleri gruplara ayrilarak tablo 4.1 de
gOsterilmistir.

Tablo 4.1 : Doku MPO Duzeyleri.

Akciger MPO aktivitesi ( U/ gr yas doku )
Sham grubu Kontrol grubu Deney grubu 1 Deney grubu 2
(duman grubu) | (duman+L-NAME) (duman+AG)

36.08 130.27 67.30 76.79
29.53 149.64 81.36 58.46
64.25 190.79 85.03 88.89
59.35 102.63 77.35 91.22
25.75 152.92 86.71 82.05
34.94 145.84 69.60 69.16
35.04 117.38 81.36 83.27

4.2. Histolojik Bulgular

Akcigerlerin, 1sik mikroskobu ile yapilan incelemesinde; bronsit,
telenjektazi, interalveolar septal konjesyon, intraalveolar hemoraji,
intraalveolar sivi hareketi, I6kosit infiltrasyonu ve makrofaj artigina bakildi.
Sham grubunda herhangi bir patolojik gérinim tespit edilmedi (Sekil 4.3
,4.4). Kontrol grubunda, belirtilen histopatolojik bulgularin tamami gdzlendi
(Sekil 4.5,4.6, 4.11). Kontrol grubunda gérilen histopatolojik bulgularin
duman+L-NAME (Sekil 4.7,4.8, 4.12,4,13) ve duman+Aminoguanidin ($ekil
4.9,4.10) gruplarinda ¢ok daha az oldugu tesbit edilimigtir.



Sekil 4.3: Sham grubuna ait akcigerde normal gérinimli alveol duvar
yapilarinin isik mikrokobik gérantusu. (A) HE X 4, (B) HE X 10



Sekil 4.4: Sham grubuna ait akcigerlerin normal gériinimla bronsiyol epitel
yapilarinin isik mikroskobik gorintist. (A), (B) HE X 40



Sekil 4.5: Kontrol grubuna ait akcigerin 1sik mikroskobik goérinttsu.

A: Alveoller arasi bélgelerde yogun hlcresel inflamasyon (*) ve bronsiyol

epiteli blep olusumu (—) HE X10, B: interalveolar septal konjesyon. HE X4
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Sekil 4.6: Kontrol grubuna ait akcigerin 1sik mikroskobik gérintisi.A: yogun

hiicresel inflamasyon, HE X4. B: Kalinlagsmis alveol duvar yapisi ve artmis Tip
2 pnémosit (—). HE X20



Sekil 4.7: L-Name uygulanmis deney grubuna ait akcigerin 1sik
mikroskobik gérintisd. A: Bronsit, telanjiektazi, bronstaki sil kaybi,
duvarda inflamasyon, brons Iimeninde sivi toplanmasi (¢), iltihaba bagh
eksuda olugsumu, interalveolar septal konjesyon (—), HE X4, B: Bronsiol
epitelinde blep olusumu (apikal tomurcuklanma), sil kaybi, az miktarda
inflamasyon, alveol duvarindaki kapillerlerde kanamalar. HE X20



Sekil 4.8: L-Name uygulanmis deney grubuna ait akcigerin 1g1k mikroskobik
gorantist. A: Brongiol epitelinde siller normal gérinimde, mukus salgisi
artmis ve brongiyol duvarinda az miktarda inflamasyon (l ) HE X20 B:
Alveol duvarindaki Tip2 pnémosit artisi (—) ve alveol duvar kalinlagmasi,
interalveolar septal konjesyon. HE X 100



Sekil 4.9: Aminoguanidin uygulanmis deney grubuna ait akcigerin sk
mikroskobik gértntisd. Normale yakin korunmus alveoller duvar yapilari ve
bronsiole yakin bdlgede az miktarda hicresel inflamasyon gézlenmekte.
(=) (A), (B), HE X10



Sekil 4.10: Aminoguanidin uygulanmis deney grubuna ait akcigerin 1si1k
mikroskobik goruntlsu. A: Normale yakin korunmus alveol duvar yapilari
(—) HE X20. B: Korunmus sil yapilari (‘) ve kismi bleb (epitelde
bombelesme olusumu Q) ile normale yakin goérinimli brongiyol epitel
yapisi. HE X40



Sekil 4.11: Kontrol grubuna ait akcigerin elektron mikroskobik
gbruntasd. Alveol duvarinda Tip 1 pnémosit ve icerisindeki lameller

yapllar (—). (A), (B)



Sekil 4.12: L-Name uygulanmis deney grubuna ait akcigerin elektron
mikroskobik gérintlst. A: Alveol duvarinda Tip 1 pnémosit (* ) ve
lifsel artis (—), B: Makrofaj hiicrelerinde sayica artis. (Y)



Sekil 4.13: L-Name uygulanmis deney grubuna ait akcigerin elektron
mikroskobik gorintusu. A: Alveol duvari ve makrofaj hicresi (—). B:
Genislemis diz endoplazmik retikulum yapilan (—) ve artmis kollajen
lifler (V).
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Sekil 4.14: Aminoguanidin uygulanmis deney grubuna ait akcigerin
elektron mikroskobik gérintist. Normale yakin korunmus alveol
duvar yapilari ( l ) ve kapiller damar yapisi ( ‘).

Akcigerde tesbit edilen histolojik bulgular degerlendirildi ve tablo 4.1
de go6rildigu sekilde histolojik skor tablosu olusturuldu. -(hasar yok), + (az
hasar veya histolojik degisiklik), ++(orta derecede hasar veya histolojik
degisiklik), +++( ileri derecede hasar veya histolojik degisiklik) olarak
degerlendirildi.



Tablo 4.2 : Akciger histolojik skor tablosu.
inter- _ intra-
Gruplar Bronsit | Telen- alveolar Intra- alveolar |  Lokosit Makrofaj
jektazi Septal alveolar Sivi Infiltrasyonu | Artisi
Konjesyon | hemoraji | Birikimi
Sham 1 - - + - - - +
Sham 2 - - - - - - -
Sham 3 - - - - - - -
Sham 4 - - + - - + -
Sham 5 - - - - - +
Sham 6 - - - - - - -
Sham7 |- - - - - + -
Kontrol 1 | + ++ ++ ++ + ++ +++
Kontrol 2 | ++ +++ ++ - - ++ +++
Kontrol 3 | ++ +++ + + + +++ +++
Kontrol 4 | + ++ ++ + - +++ +++
Kontrol 5 | ++ +++ ++ + ++ ++ +++
Kontrol 6 | ++ +++ + +++ +4++
Kontrol 7 | + ++ + +++ ++4+
L- Name 1 | - ++ ++ - + +
L-Name 2 | - + ++ + + ++ ++
L-Name 3 | + + - + -
L- Name 4 | - ++ ++ + - ++ -
L-Name5 | + ++ ++ - - ++ ++
L- Name 6 | ++ ++ ++ - - ++ -
L-Name 7 | - + - - - + +
AG 1 - ++ ++ - - + ++
AG 2 - - - - - - -
AG 3 - - + - - + +
AG 4 - - - + + ++ -
AG 5 ++ - - + ++
AG 6 - + + - - ++ -
AG7 - + + - - + -
- :hasar yok
+ :az hasar veya histolojik degisiklik
++  :orta derecede hasar veya histolojik degisiklik
+++ ileri derecede hasar veya histolojik degisiklik




4.3 istatistik Sonuclar
4.3.1 MPO diizeyleri

Kontrol grubu ile sham grubu ve deney gruplari (L-NAME ve AG)
arasinda ileri dizeyde 6nemli fark bulunmustur ( Fz.o4 = 39.21, P< 0.001).
Ancak L-NAME ve AG gruplari arasinda énemli fark gérilmemistir (P>0.05).

Tablo 4.3 : MPO dlzeyleri karsilastiriimasi.

GRUPLAR SAYI (n) ORTALAMA DEGERLER | STANDART HATA
SHAM 7 40.57 5.76
KONTROL 7 140.86 10.74
DUMAN+ L-NAME 7 78.14 2.89
DUMAN + AG 7 78.28 4.40
MPOQO duizeyleri
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Sekil 4.15: Akciger dokusunda MPO dizeyleri (L-NAME: L-nitro-L-Arginine

metilester, AG: Aminoguanidin).



4.3.2 Histolojik sonuclarin degerlendirilmesi

Akcigerlerde; kontrol grubunda gbézlenen bronsit, sham grubu ve
duman+AG grubundan, c¢ok Onemli dlizeyde farkli (p<0.01) iken, diger
gruplar arasinda 6nemli fark bulunmamigtir (p>0.05). Kontrol grubundaki
telenjektazi, sham grubundan ileri dizeyde farkli (p<0.001), duman+AG
grubundan ¢ok 6nemli diuzeyde farkli (p<0.01) bulunmus, kontrol grubu ile
duman+L-NAME grubu arasinda fark bulunmamistir (p>0.05). Ayrica diger
gruplar arasinda da, birbirinden fark bulunmamistir (p>0.05). interalveolar
septal konjesyonda, gruplar arasinda fark gdzlenmemistir (p>0.05).
intraalveolar hemoraji, kontrol grubunda; sham grubu, duman+AG ve
duman+L-NAME grubundan belirgin diuzeyde farkli bulunmustur (p<0.01).
Diger gruplar arasinda fark saptanmamistir (p>0.05). Intraalveolar sivi
birikimi, sadece kontrol grubunda, sham grubundan 6nemli dizeyde farkli
g6zlenmis (p<0.05); diger gruplar arasinda ise 6nemli dizeyde farkhlik
gbrilmemigstir  (p>0.05). Lokosit infiltrasyonu kontrol grubunda, sham
grubundan, ¢ok ileri dizeyde o&nemli farkli (p<0.001), duman+AG ve
duman+L-NAME grubunda kontrol grubundan énemli dizeyde farkli (p<0.05)
bulunmustur. Deney gruplari arasinda |6kosit infiltrasyonu yéninden farklilik
gbzlenmemistir (p>0.05). Makrofaj artigi kontrol grubunda; sham grubuna
gore cok ileri dizeyde 6nemli farkh gdzlenirken (p<0.001), duman+L-NAME
grubunda kontrol grubuna gbére &énemli dizeyde (p<0.05), duman+AG
grubunda ise kontrol grubuna gére ¢ok dnemli diizeyde farklilik gdzlenmistir
(p<0.01). Makrofaj artigi yéninden diger gruplar arasinda ise 6nemli dizeyde

bir farklilik g6zlenmemistir (p>0.05).
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Sekil 4.16: Akciger dokusunda medyana gelen degisikliklerin géruldigu
denek sayilari, bunlarin bulundugu gruplar (Sham grubu, Kontrol grubu, L-
NAME: L-nitro-L-Arjinin metilester grubu, AG: Aminoguanidin grubu),
histolojik degisiklikler: bronsit, telenjektazi, IAS konjesyon (interalveolar
septal konjesyon), IA hemoraji (intraalveolar hemoraji), IA sivi birikimi

(intraalveolar sivi birikimi), I6kosit infiltrasyonu, makrofaj artis!.



5.TARTISMA

Yanik vyaralanmalarinda mortaliteyi belirleyen en &nemli kriter
inhalasyon hasarinin olup olmadigidir. Glnkl yaniga bagh élumlerin yaklasik
%80’i inhalasyon yaralanmasi ile ilgilidir. Yizey yanigi olmasa bile yangindan
etkilenen hastada biling degisikligi varsa duman inhalasyonundan stphe
edilmelidir (15,27).

Duman inhalasyonu sonrasi gelisen akciger hasarinin fizyopatolojisi,
tam olarak agikliga kavusmamis olmakla birlikte, dumanin icerisinde bulunan
zararll kimyasallarin, dogrudan hava yolu hasarina neden oldugu, bunun
yaninda kemotaktik ajanlarin salinimina ve I6kosit aktivasyonu ile inflamatuar
yanita sebep olduklarn bilinmektedir. Loékosit kemotaktik ajanlar, duman
partiklllerini fagosite eden alveolar makrofajlar ve gaz degisiminin
gerceklestigi akciger parankimindeki mikrovaskller damar endotel hiicreleri
tarafindan salinir (14,41,114,115). Kemotaktik ajanlar tarafindan uyarilan
I6kositler 6zellikle de notrofiller, salgiladiklari proteazlar ve toksik oksijen
metabolitleri ile doku hasari meydana getirirler (2,14,49-54).

Duman inhalasyonuna bagh ilk saatlerdeki 6limler akut pulmoner
yetmezlige baghdir. Akut pulmoner yetmezlik, siddetli hipoksinin yanisira
kabonmonoksit (CO), siyanit (CN) gibi sistemik toksinler nedeniyle ortaya
¢ikar. Daha sonraki ginlerde ortaya ¢ikan lumler ise akut respiratuar distres
sendromu (ARDS) ile iliskilidir (6,7,27,28).

ARDS termal yaralanmalarin en énemli komplikasyonlarindan biridir.
ARDS’deki temel patolojik degisiklikler kapiller endotel hasari, permeabilite
artis1 ve akcigerlerde sivi birikimidir. Olusan akciger édemi sonucu epitel
hasari da ortaya ¢ikar. Akciger kapasitesi, akciger kompliyansi ve alveollerde
gaz degisimi azalir. Duman inhalasyonu olan bir hastada, ylzey yaniginin da
olmasi durumunda, ortaya cikan vaskiler permeabilite artisi daha fazla
olmaktadir. Bundan dolayr termal yaralanma ile birlikte olan duman
inhalasyonunda olusan hasar daha fazla olmaktadir (15,27,116).

Duman inhalasyonu sonucu degisik mekanizmalarla akcigerlerde
hasar ortaya ¢ikmaktadir. Akciger parankiminde ortaya ¢ikan hasar artmis
MPO aktivitesi ile karakterizedir (4,15,117,118). MPO nétrofil infiltrasyonu,



oksidan stres, pulmoner édem ve iINOS aktivitesi icin gdsterge olarak
degerlendirilebilir (119,120). Birgcok arastirmada, inflamasyonun eslik ettigi
patolojik durumlarda, nétrofillerin dokuya gecisinin artisi ve olusan doku
hasari ile dogru orantili olarak, doku MPO aktivitesinin arttigi gésterilmistir
(25,46,101,121).

Ischiropoulos ve ark. (52) duman inhalasyon hasarini arastirmak icin
hayvan modeli kullanarak yaptiklari c¢alismada doku MPO dlzeyleri
degerlendirmigler ve duman inhalasyonu ile hasar olusturulan ratlarda
6lctlen akciger MPO aktivitesinin, duman uygulanmayan kontrol grubuna
oranla bes kat arttigini géstermislerdir.

GCetin ve ark.’nin (4) duman inhalasyon modelinde ratlarla yaptiklari
calismada doku MPO dlzeyleri él¢timuUs, benzer sonuglar alinmistir. Duman
uygulan ratlarin akcigerlerinden alinan Orneklerde olcilen akciger MPO
aktivitesinin, duman inhalasyonu uygulanmayan ratlardan alinan 6rneklere
gbre 6nemli dizeyde yuksek oldugu géralmustar.

Yapilan bu ¢alismada doku MPO aktivitesi, daha énceki calismalarla
uyumlu sekilde yuksek bulunmustur. Duman inhalasyonu uygulanmasindan
24 saat sonra alinan akciger érneklerinde doku MPO aktivitesi dizeylerinin
duman uygulanmayan ratlara goére arttigi gértlmas ve bu artis istatistiksel
olarak ileri dizeyde anlamh bulunmustur (P<0.001).

Duman inhalasyonu sonucu akciger MPO aktivitesi dnemli diizeyde
artmaktadir. Bu artigla beraber akcigerlerin histolojisinde de degisiklik
olmaktadir. Duman inhalasyonu ile akcigerlerde olusan hasarin histolojik
olarak degerlendirildigi birgok calisma yapilmistir. Bu c¢alismalarda
akcigerlerde; bronsit, interalveoler septal konjesyon, intraalveoler hemoraji,
atelektazi, intraalveolar sivi birikimi, I6kosit infiltrasyonu ve makrofaj artisi gibi
degisiklikler ortaya ¢iktigr gérulmustar (54,103,105,122-124).

Yapilan bu calismada histopatolojik érnekleme, duman inhalasyonu
sonrasi akciger inflamasyonunun pik yaptidi 24. saatte yapilarak en yogun
histopatolojik bulgular yakalanmaya galisiimistir (105,122). Sadece duman
inhalasyonu yaptirilan ratlarda akcigerlerin histopatolojik incelemesinde;

bronsit, intraalveoler hemoraji, intraalveolar sivi birikimi énemli dizeylerde



yuksek bulunurken (P<0.01) makrofaj artigi ve l6kosit infiltrasyonu sham
grubuna gbre ¢ok daha yiksek saptanmistir (P<0.001).

Cetin ve ark.’nin (4) yaptiklari calismada, duman inhalasyonundan 24
saat sonra ratlarin akcigerlerinden &rnekler alinip histolojik inceleme
yapiimistir. Duman uygulanan ratlarin akcigerlerinde bronsit, intraalveoler
hemoraji, 16kosit infiltrasyonu, makrofaj artisi, intraalveoler sivi birikiminin
ortaya ciktigr gértlmustir. Ortaya ¢ikan degisiklikler skorlanip degerlendirme
yapildiginda, duman uygulanmayan gruba goére artis oldugu ve bu artisin
istatiatiksel olarak énemli diizeyde anlamli oldugu gésterilmigtir. calisma ile
uyumlu sonuglar elde etmislerdir.

Baska bir calismada Matthew ve ark. (103) duman inhalasyon
hasarini koyunlarda olusturmus ve akcigerlerde olusan degisimi histopatolojik
olarak degerlendirmigler ve yine benzer sonuglar elde etmislerdir. Duman
inhale ettirilen koyunlarin akcigerlerinde; konjesyon, hemoraji, 6dem ve
makrofaj artigi gibi bulgular saptanmistir.

Hem Cetin ve ark.’nin (4) hem de Matthew ve ark.’nin (103) elde
ettikleri histolojik degisiklikler yapilan bu calismada elde edilen sonuclari
destekler sekildeydi.

Gerek bu calisma, gerekse daha 6nce yapilmis calismalarda
(4,52,54,103,122-124) elde edilen sonuglar, duman inhalasyonu
yaralanmasinin agir bir travma oldugunu ve akcigerlerde 6nemli patolojik
degisikliklere neden oldugunu gdéstermektedir. Duman inhalasyonu sonucu
akcigerlerde ortaya cikan hasardan birgok faktér sorumlu tutulmakla birlikte
en ¢ok sorumlu tutulan faktérlerden biri nitrik oksittir (NO) (1,11,16,17,
18,20,29,99,125).

Artmis proinflamatuar sitokinler asiri NO Uretimine neden olan iINOS
enzimini tetiklerler. Blyik miktarlarda tretilen NO, akut akciger hasarinda
6nemli bir role sahiptir (99,126). Numata ve ark. (125) yaptiklar ¢alismada
NO’in metaboliti olan peroksinitritin mikrovaskller endoteli hasarlayip,
permeabilte artigsina ve 6deme sebep oldugunu géstermiglerdir.

Klinik ¢alismalarda yanikli hastalarda NO 0retiminin arttigi, sepsis

gelisen yanikli hastalarda bu ylUkselisin daha da fazla oldugu gdsterilmistir.



Yanik sonrasi olusan inflamatuar reaksiyonun yogunlugu ile orantili olarak
NO seviyesinin arttigi bulunmustur (1,20-23,127). Bu nedenle nitrik oksit
olusumunu saglayan nitrik oksit sentaz (NOS) enzimini inhibe eden ilaglarin
patolojik olaylarda yararl olabilece@i distintlmektedir (1,128).

NOS'in farmakolojik inhibitérlerinin birgok hayvan modelinde akciger
hasarinda oksidatif hasari 6nledigini g0steren c¢alismalar vardir (129,130).
Aryica endotoksemi, endotoksik sok ve iskemi-reperflizyon hasari gibi
patolojik durumlarda, NOS inhibitérleri kullanimi ile yararli etki saglandigini
bildiren arastirmalar vardir (131,132). Buna karsin NOS inhibit6rd kullanimi
ile herhangi bir etkinlik saglanamadigini gdsteren calismalarin yani sira
(133,134), NO uretiminin tamamen durdurulmasinin, NO’in antiinflamatuar ve
sitoprotektif etkilerini ortadan kaldirarak, akciger hasarini daha da
kétulestirdigi  ve zararli etkilerin olustugunu bildiren c¢alismalar da
bulunmaktadir (11,125,135,136).

Cruz ve ark.’nin (137) yaptiklari calismada, ratlara intraperitoneal
olarak NO Uretimini artiran bir ajan olan N-Nitroso-N-Metiliretan (NNMU)
uygulanmis ve akut akciger hasari olusturulmus. NOS inhibitérleri L-NAME
ve aminoguanidin  kullanilarak, olusan hasari 6nlemedeki rolleri
degerlendirilmis. NOS inhibiéri uygulanmasi ile N-Nitroso-N-Metillretan
(NNMU) ile olusan, alveolar-arteriyel O2 farki, azalmis sirfaktan
fosfolipid/protein orani, polimorfonikleer I6kosit infiltrasyonu gibi alveolar
hasarin 6nlenebildigi godsterilmistir. Sonugta NO’in akut akciger hasari
olusturabildigi ve NO inhibitérleri kullanimi ile bu hasarin énemli dizeyde
azaldigini gbstermiglerdir.

Yaptigimiz bu c¢alismada; selektif olan ve olmayan NOS inhibitérleri
kullanilarak, NO yapiminin dnlenmesi ve bunun duman inhalasyon hasarina
olan etkileri degerlendirilmigtir. Nitrik oksitin (NO) inhalasyon hasarinin
olusmasinda 6nemli role sahip oldugu bilinmektedir (1,16,20,117). Ancak
fizyolojik kosullarda da birgok olumlu ve koruyucu etkileri vardir (1,17,18,66,).
Bu durum g6z 6nldnde bulundurularak; inhalasyon hasarinda yapisal NO

sentezinin devam etmesinin yapacag etki incelenmistir.



Nitrik oksit olusumunu tamamen baskiladigi dusintlen L-NAME ile
sadece indiklenebilir NOS enzimini bloke edip yapisal NOS enzimini
etkilemedidi dusindlen Aminoguanidin kullanimi sonucu olugsan etkiler
degerlendirilmis ve sonuglar kargilastiriimistir.

L-NAME ve Aminoguanidinin nétrofillerin damar digina ¢ikigini ve doku
hasari olusumuna etkilerini degerlendirmek amaci ile doku MPO aktivitesi
Olciimleri  yapiimistir.  Duman+L-NAME ve duman+Aminoguanidin ile
koruyucu tedavi uygulanan deney gruplarinda, MPO aktivitesinin; sadece
duman inhale ettirilip tedavi uygulanmayan gruba oranla énemli sekilde
azaldigr (p<0.001) goérdlmustir. Her iki deney grubu ile ve duman
uygulanmayan grup karsilastinlldiginda ise aralarinda istatistiksel olarak fark
olmadigi (p>0.05) g6rilmuastar. Ayrica duman+L-NAME ve
duman+Aminoguanidin gruplari arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi
tespit edilmistir (P>0.05).

Ischiropoulos ve ark.’nin (52) vyaptiklari ¢alismada da MPO
aktivitesinin duman inhalasyonu ve L-NAME uygulanan ratlarda, sadece
duman inhale ettirilen ratlara gére, 6nemli dizeyde azaldigi gbsterilmistir. .

NOS inhibitéri uygulanmasi vaskuller permeabiliteyi sinirlamakta ve
duman inhalasyon hasarinda ortaya c¢ikan permeabilite degisimlerini
6nlemektedir (52,120) NO’in vaskiler permeabilite Uzerine etkisini calisan
Sozumi (29), yaptidi deneysel yanik ¢alismasinda; NOS inhibisyonu ile NO
olusumu azaltiinca, ikinci derece yanikta vaskiler permeabilitenin de
azaltilabildigini gdstermistir. Mikawa ve ark. (99) yaptiklarn ¢alismada; NO
inhibitérleri  kullanildiginda, hiperpermeabiliteye bagll akciger 6deminin
azaldigini gdsterilmiglerdir.

Yaptigimiz bu ¢alismada elde edilen sonuglara gére, hem duman+L-
NAME, hem de duman+AG uygulanan ratlarin akcigerlerindeki histopatolojik
bulgularin azaldigr goérulmustir. Her iki gruptaki alveol igcine kanama,
makrofaj artigl, infiltrasyonu gibi bulgular duman uygulanan kontrol
grubundan 6nemli dizeyde farkli bulunurken (P<0.01); intraalveoler sivi
birikimi, telenjektazi gibi bulgularda fark olmadigr goértimastir (P>0.05).

Histopatolojik bulgular yéninden duman+AG ve duman+L-NAME gruplari



arasinda ise fark olmadigi géraimusttr (P>0.05). Ayrica her iki grubun da
histopatolojik olarak, hic duman ve tedavi almamis sham grubuna gére farkl
olmadigi bulunmustur (P>0.05).

Enkhabaatar ve ark.’nin (58) koyunlar Gzerinde yaptiklari ¢alismada,
NO’in ciddi yanik ve duman inhalasyon hasarinda ortaya ¢cikan ARDS’deki
rolU arastiriimis. Koyunlarda %40 ylzey yanigi olusturulmus ve duman inhale
ettirilmis ve bir gruba duman uygulanmasindan bir saat sonra selektif INOS
inhibitéri BBS-2 kullanilmis. Tedavi uygulanmayan koyunlarda azalmis hava
degisimi, artmis pulmoner 6dem, azalmig kompliyans ve havayolu
obstriiksiyonu gibi ARDS bulgularn gelisirken selektif iINOS inhibisyonu
yapilanlarda bu bulgularin tamaminin azaldigi gésterilmistir.

Zilan ve ark.’nin (22) yanik modelinde yaptiklari ¢alismada, 3. derece
yanik olusturulan sicanlarda NO'in etkisi arastiriimis. NOS inhibitdérti L-NAME
kullanilan grupta, NO agonisti L-arjinin kullanilan gruba ve kontrol grubuna
gbre; TNF-alfa, MDA, kan ve akciger noétrofil degerlerinde azalma
gbrilmastar.  Yaptigimiz ~ calismada, benzer sekilde inhalasyon
yaralanmasinda NO antagonist tedavinin hasar olusumunu azalttigi
gOsterilmistir.

Yapilan bu calismada ve daha 6nceki bazi caligsmalarda elde edilen
sonuglar, duman inhalasyonunun, akcigerlerde ciddi hasar olusturdugunu
ortaya koymustur. Duman inhalasyonu sonucu hasarin olugsmasinda NO’in
6nemli rol oynadigi ve NOS inhibitérleri kullanilarak NO yapiminin é6nlenmesi
ile olusan bu hasarin azaltilabildigini gésterilmistir.

Yapilan bu ¢alismada selektif olmayan NOS inhibitéri L-NAME ve
iINOS selektif NOS inhibitéri AG'’in kullaniimasi, duman inhalasyonu sonrasi
akcigerlerde olusan doku hasarini énlemede benzer dizeyde basarili
olduklart bulunmustur. Yani selektif iINOS inhibitéri kullanimiyla korunan
yapisal NOS ile dretilen NO’in koruyucu roll ortaya konamamistir. Bu da;
yanik gibi travma durumlarinda NO Uretiminin tamamina yakin iNOS
tarafindan katalize edilen reaksiyonla ortaya ¢iktigini, yapisal NOS enzminin
katkisinin ihmal edilecek diizeyde oldugunu distndirmektedir.



6.SONUC

Duman inhalasyon hasari, yanikla ilgili mortalitede halen énemli bir
faktordir. Hasar olusum mekanizmasi, halen tam olarak ¢6zilememis
olmakla birlikte, bircok 6nemli mediatér ve sitokinin roll gdsterilmistir.
Bunlarin basinda gelen NO, inhalasyon yaralanmasinda c¢ok ylUksek
dizeylerde saptanmaktadir.

Bu calismanin sonucunda elde edilen bulgular séyledir:

1- Inhalasyon hasari modeli ile yeterli duman inhalasyon hasari
olusturulabilmistir. Kontrol grubunda, sham grubuna gére MPO aktivitesinde
6nemli dizeyde yukselme ve histolojik olarak anlamli farkhliklar saptanmistir.

2- Inhalasyon hasari modelinde L-NAME ve Aminoguanidin kullanimi,
hicre membraninda iskemi ve serbest oksjen radikallerinden kaynaklanan
lipid hasarini ile bu hasarin gbstergesi olan MPO dulzeyini istatistiksel olarak
anlamli sekilde azaltmigtir

3- Bu modelde, MPO aktivitesindeki artis ile olusan histopatolojik
degisikler arasinda korelasyon bulundugu gésterilmistir.

4- Duman inhalasyon hasari modelinde akcigerde ortaya cikan;
bronsit, telenjiektazi, intraalveoler sivi birikimi, I6kosit infiltrasyonu ve
makrofaj artigi gibi histolojik bulgular kontrol grubunda, sham grubuna gére
6nemli dizeyde farkli bulunmustur. Hem L-NAME hem de Aminoguanidin,
akciger parankim hasari bulgularini azaltmistir.

Hem selektif olan, hem de selektif olmayan NOS inhibitérleri, NO
miktarini azaltarak inhalasyon hasarinda ortaya cikan patolojik bulgulari
azaltmiglardir. Bu maddelerin klinik kullanima girmeden 6nce etkinlik ve
guvenliginin arastirildigr daha genis ve daha uzun dénem calismalara ihtiyag
vardir. Yapilacak caligsmalardan sonra 6zellikle iINOS bagiml olmak Uzere
asirnt NO Uretiminin inhibe edilmesini saglayan ilaglar, duman inhalasyon

hasarinin 6nlenmesinde bir tedavi segenegi olabilecektir.
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