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ÖZET 

Yavru Sıçanlarda Endotoksemi ile Oluşan Akut Akciğer Hasarında İntranazal 
Rho kinaz İnhibitörü Y-27632’nin Pulmoner Apopitozise Etkisi  

Amaç: Sepsis akut akciğer hasarı ve akut respiratuar distres sendromu için en büyük 

risk faktörüdür. Endotokseminin oluşturduğu akut akciğer hasarı (AAH) patogenezinden 

artmış pulmoner hücre apopitozisi sorumlu tutulmaktadır. Bu çalışmada, endotoksemi ile 

oluşturulan deneysel akut akciğer hasarı modelinde intranazal Rho kinaz inhibitörü Y-

27632’nin pulmoner hücre apopitozisine etkisinin değerlendirmesi amaçlandı.    

 

Gereç ve Yöntem:  Toplam kırk iki yavru sıçan, 2 deney grubuna randomize olarak 

ayrıldı: (A)İntranazal grup; (B)İntraperitoneal grup. Herbir grup üç altgruba ayrıldı: 

(1)Kontrol grubu; (2)Akut akciğer hasarı grubu; (3) Akut akciğer hasarı + tedavi grubu.  

Sıçanlarda endotoksemi, intraperitoneal olarak lipopolisakkarid (Escherichia coli 

lipopolysaccharide LPS serotype 0111:B4; 10 mg/kg) verilerek oluşturuldu. Rho kinaz 

inhibitörü (Sigma Chemical, St Louis, MO) serum fizyolojik solüsyonunda çözünüp, 

seyreltildi. İntraperitoneal ve intranazal olarak 5 mg/kg üç kez, LPS enjeksiyonundan hemen 

sonra, LPS enjeksiyonundan 8 saat sonra ve LPS enjeksiyonundan 16 saat sonra uygulandı. 

Kontrol ve akut akciğer hasarı alt gruplarına Y-27632 yerine sadece aynı volümde serum 

fizyolojik verildi. LPS enjeksiyonundan 24 saat sonra, yavru sıçanlar sakrifiye edilerek 

akciğer dokuları hemotoksilen eozin, TUNEL ve caspase-3 boyası ile histopatolojik olarak 

değerlendirildi. 

 

Bulgular: Lipopolisakkarit enjeksiyonunun, yavru sıçanlarda belirgin akciğer hasarı ve 

pulmoner apopitozise yol açtığı görüldü. İntranazal grubun akut akciğer hasarı altgrubunda, 

histolojik derece anlamlı düzeyde yüksek saptandı. TUNEL ve caspase-3 boyası ile bu 

altgrupta apopitozisin anlamlı oranda arttığı görüldü. İntranazal grubun tedavi altgrubunda, 

histolojik derecenin, TUNEL ve caspase-3 boyası ile boyanan apopitotik hücrelerin anlamlı 

oranda azaldığı saptandı. İntraperitoneal grubun akut akciğer hasarı altgrubunda, histolojik 

derece anlamlı düzeyde yüksek saptandı. TUNEL ve caspase-3 boyası ile bu altgrupta 

apopitozisin anlamlı oranda arttığı görüldü. İntraperitoneal grubun tedavi altgrubunda, 

histolojik derecenin, TUNEL ve caspase-3 boyası ile boyanan apopitotik hücrelerin anlamlı 

oranda azaldığı saptandı. Rho kinaz inhibitörü Y-27632’nin, intranazal ve intraperitoneal 

gruplar kendi içlerinde değerlendirildiğinde iki yöntemin de etkin olduğu görüldü. İntranazal 
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ve intraperitoneal grupların tedavi altgrupları karşılaştırıldığında,  histolojik derece ve 

TUNEL boyama açısından arada fark saptanmadı. İntraperitoneal grubun tedavi altgrubunda 

caspase-3 pozitif boyanan hücre sayısı intranazal grubun tedavi altgrubuna göre daha düşüktü 

ve bu sonuç da istatistiksel olarak anlamlıydı (p=0.002). 

Sonuç: Rho kinaz yolağının AAH’da pulmoner apopitozisin düzenlenmesinde önemli 

rolü vardır. Bu çalışmada, yavru sıçanlarda endotoksemi ile oluşan akut akciğer hasarı 

modelinde rho kinaz inhibitörünün intranazal ve intraperitoneal uygulanmasının apopitozis 

inhibisyonu üzerine benzer etki yaptığı görülmüştür. Rho kinaz inhibitörünün intranazal 

kullanımı gerek kullanım kolaylığı gerekse düşük sistemik yan etki profili nedeniyle 

endotoksemi ile oluşan AAH’da umut vaad edici tedavi seçeneği olabilir.  

 

Anahtar kelimeler: Sepsis,  akut akciğer hasarı, akut respiratuar distres sendromu, Rho 

kinaz inhibitörü, apopitozis 
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ABSTRACT 

 

The Effect of Intranasal Rho Kinase Inhibitor Y-27632  on Pulmonary Apoptosis 

in Endotoxemia-Induced Acute Lung Injury in Infant Rats 

 

Background and Aims: Sepsis is the leading clinical risk factor for acute lung 

injury(ALI) and acute respiratory distres syndrome(ARDS). Increased pulmonary cell 

apoptosis is responsible for the pathogenesis of endotoxemia-induced acute lung injury. The 

aim of this study is to evaluate the efficiency of intranasal Rho kinase inhibitor, Y-27632 on 

pulmonary apoptosis in endotoxemia-induced acute lung injury.  

 

 

Material and Methods: Forty-two infant rats were randomised to two experimental 

groups: (A)Intranasal group; (B)Intraperitoneal group. Each group has three subgroups: 

(1)Control group; (2)Acute lung injury group; (3) Acute lung injury + therapy group. 

Endotoxemia was induced in rats by intraperitoneal (i. p.) injection of lipopolysaccharide 

(Escherichia coli LPS serotype 0111:B4; 10 mg/kg). Rho kinase inhibitor (Sigma Chemical, 

St Louis, MO) was dissolved and diluted with physiological saline. It was administered both 

intraperitoneal and intranasal 5 mg/kg at three times, just after LPS injection, 8 hours after 

LPS injection and 16 hours after LPS injection. The control and LPS groups received only 

physiological saline in the same volume, instead of Y-27632. Infant rats were sacrified on the 

24th hour of LPS injection and lung tissue samples were assessed by TUNEL, caspase-3 and 

hematoxilen eosin hystopathologically. 

 

 

Results:  Lipopolysaccaride injection caused evident pulmonary injury and apoptosis in 

rat lung. In acute lung injury subgroup of intranasal group, hystologic grade was significantly 

high. Apoptosis was  significantly high with TUNEL and caspase-3 stain  in this subgroup. 

Both in intranasal and intraperitoneal groups, subgroup of ALI has lower hystological grade 

than the therapy subgroup and it is statistically significant. The number of  TUNEL-positive 

and caspase-3-positive cell count and hystologic grade  was detected fewer in the therapy 

subgroup of intranasal group and this finding is statistically significant. In ALI subgroup of 

intraperitoneal group,  hystologic grade detected significantly high. In this subgroup apoptosis 
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was significantly high with TUNEL and caspase-3 stain. In the therapy subgroup of 

intraperitoneal group, hystologic grade and the number of apopitotic cells stained with 

TUNEL and caspase-3  were significantly low.  Intranasal and intraperitoneal administration 

of Rho kinase inhibitor, Y-27632 was found effective in each group. Comparing the therapy 

subgroups of intranasal and intraperitoneal groups there was no significant difference for 

hystologic grade and TUNEL stain. The number of caspase-3 positive cells in the therapy 

subgroup of Intraperitoneal group was significantly lower than the therapy subgroup of 

intranasal group (p=0.002). 

Conclusion: Rho kinase pathway has a important role for the regulation of pulmonary 

apoptosis in acute lung injury. In this study, it was found that intranasal and intraperitoneal 

administration of Rho kinase inhibitor has similar effect on apoptosis inhibition in 

endotoxemia-induced acute lung injury in infant rats. Intranasal administration of Rho kinase 

inhibitor has both low systemic side effect profile and easy usage so it gives hope to be a  new 

alternative therapeutic agent. 

 

Keywords: Sepsis, acute lung injury, acute respiratory distress syndrome, Rho kinase 
inhibitor, apoptosis 
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1.GİRİŞ ve AMAÇ 

 

  Çocukluk çağında akut respiratuar distres sendromu (ARDS) önemli bir hastalık ve 

ölüm nedeni olmaya devam etmektedir. Günümüzde geniş olanaklara sahip yoğun bakım 

ünitelerinin varlığına karşın ARDS’ye bağlı ölüm oranı % 40-60 olarak bildirilmektedir. 

ARDS’ye yol açan akut akciğer hasarı; bilateral pulmoner infiltrasyon, hipoksemi, nötrofil 

sekestrasyonu, pulmoner ödem, intravasküler koagülasyon ve endotelyal-epitelyal hücre 

apopitozisi ile karakterizedir (1-3).   

  Sepsis, akut akciğer hasarı veya ARDS açısından en önemli klinik risk faktörüdür (4). 

Gram negatif organizma endotoksininin patogenetik olarak septik ARDS ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (5). Endotokseminin oluşturduğu akut akciğer hasarı patogenezinden artmış 

pulmoner hücre apopitozisi sorumlu tutulmaktadır. Yoğun bakım hastalarında yapılan 

çalışmalarda, akut akciğer hasarının artmış hücre ölümü ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (6-8). 

Deneysel sepsis ve ARDS modellerinde de, apopitozis inbibisyonunun yaşam oranını anlamlı 

derecede arttırdığı gösterilmiştir (9-13).  

  Apopitozis programlı hücre ölüm sürecidir ve DNA fragmantasyonu, hücre volümünde 

azalma ve apopitotik hücrelerin fagositozisi ile sonuçlanmaktadır. ARDS patogenezinde 

önemli rol oynayan hücre apopitozisi ile ilişkili iki ana hipotez ileri sürülmektedir: (1) 

Nötrofilik hipotez, (2) Epitelyal hipotez. Nötrofillerdeki apopitozisin inhibisyonu ve 

apopitotik nötrofillerin makrofaj veya diğer fagositik hücreler tarafından temizlenmesinin 

inhibisyonu ARDS patogenezini kötüleştirici yönde etkileyebileceği ileri sürülmektedir. 

Apopitotik nötrofillerden salınan sitokinler akciğer hasarını arttırarak pulmoner hücre 

ölümünü yol açmaktadır. Epitelyal hipotez ise ARDS’de görülen epitelyal hasarın alveoler 

hücrelerin apopitotik ölümü ile ilişkili olduğunu ileri sürmektedir. 

  Rho  monomerik, 21 kD molekül ağırlığında, küçük bir GTPaz’dır. Rho ve effektörü 

Rho kinaz düz kas kontraksiyonu, hücre adezyon ve migrasyonu, sitokinezis ve gen 

ekspresyonu gibi bir çok hücre fonksiyonunda önemli rol almaktadırlar. Rho kinaz, NADPH 

oksidaz aktivasyonu aracılığı ile nötrofillerde reaktif oksijen radikallerinin oluşumunu da 

düzenlemektedir (14-18). Deneysel ve klinik araştırmalarda, Rho kinazın bir çok 

kardiyovasküler hastalık patogenezi ile ilişkili olduğu ve Rho kinaz inhibisyonun düz kas 

gevşemesi ile bronkodilatasyon ve vazodilatasyon sağladığı gösterilmiştir. Ayrıca, Rho kinaz 

inhibisyonu subaraknoid kanama sonrası serebral vazospazm ve angina pektoris gibi iskemik 
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hastalıklarda da yararlı olduğu saptanmıştır. Son zamanlarda yayınlanan in vitro deneysel bir 

araştırmada, Rho kinazın kaspaz aktivasyonunu düzenleyerek, pulmoner hücrelerde TNF 

aracılı oluşan apopitozis açısından önemli olduğu gösterilmiştir. Rho GTPaz ve Rho kinazın 

hem farmakolojik hem de moleküler inhibisyonunun, pulmoner hücre apopitozisini belirgin 

şekilde azalttığı saptanmıştır (19). Diğer bir güncel araştırmada da, intravenöz E. coli 

endotoksini ile oluşturulan akut akciğer hasarı modelinde, bir Rho kinaz inhibitörü olan Y-

27632 (10 mg/kg i.p.) uygulamasının akciğer parankimi içine nötrofil migrasyonunu azalttığı 

saptanmıştır (20). Aynı araştırmanın in vitro deney kısmında Rho kinaz yolak inhibisyonunun 

TNF aracılı oluşan pulmoner hücre hasarına karşı koruyucu olduğu gösterilmiştir. Klinik 

uygulama açısından düşünüldüğünde bu araştırma yeterli kanıt sağlamamaktadır, çünkü Rho 

kinaz inhibisyonunun hipotansiyon oluşturucu etkileri değerlendirilmemiş ve ayrıca Rho 

kinaz inhibitörü, endotoksin uygulamasından önce verilmiştir. Bir çok deneysel ve klinik 

araştırmada Rho kinaz inhibitorünün ağızdan veya intravenöz verilmesinin hipotansiyona yol 

açarken, inhalasyon yolu ile uygulamanın sistemik arteriyel kan basıncını etkilemediği 

gösterilmiştir (21-23). 

  Bu çalışmanın amacı, endotoksemi ile oluşturulan deneysel akut akciğer hasarı 

modelinde intranazal Rho kinaz inhibitörü Y-27632’nin pulmoner hücre apopitozisine etkisini 

değerlendirmektir.    
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2.GENEL BİLGİLER 

2.1.Sepsis 

   Sepsis, ciddi enfeksiyonla komplike olan ve sistemik inflamasyon ve yaygın doku 

hasarı ile karakterize bir klinik durumdur (24). Bakteriyemi ve mikroorganizmanın kendisi ya 

da toksik ürünlerinin neden olduğu belirti ve bulguların bütünü olup, enfeksiyona karşı 

geliştirilen sistemik inflamatuar bir cevaptır. Bir başka deyişle sepsis, patojenler ve konakçı 

savunma mekanizmaları arasındaki kompleks etkileşimden doğan bir sendromdur. Bu 

sendromda, inflamasyon asıl konakçı cevabı olmasına rağmen sepsisin başlangıcı ve 

progresyonu konusundaki güncel yaklaşımlar, normal cevabın düzenlenmesinde varolan 

sorunlara odaklanmaktadır. Bu durum, masif ve kontrolsuz proinflamatuvar mediatorler 

salarak yaygın doku hasarına yol açan olaylar zincirini başlatırlar (24). Ciddi sepsis 

vakalarının yaklaşık % 30’unda pulmoner disfonksiyon görülür (37). 

 

2.2. Akut Akciğer Hasarı (AAH)/ARDS Tanımı 

   ARDS(akut respiratuar distres sendromu) tanımı ilk kez, akciğer kaynaklı ya da 

akciğer dışı kaynaklı inflamatuar nedenlere  bağlı olarak gelişmiş  ciddi hipoksemi, azalmış 

akciğer kompliansı ve göğüs radyografisinde bilateral yeni infiltratlarla karakterize bir terim 

olarak Ashbaugh ve arkadaşları tarafından 1967 yılında yapılmıştır. AAH(akut akciğer hasarı) 

tanımı hemen hemen ARDS tanımı ile aynıdır. Tek farkı ARDS’de hipoksemi daha ağırdır. 

AAH/ARDS, akciğer kaynaklı ya da akciğer dışı kaynaklı inflamatuar bir sürece bağlı olarak 

gelişir. Çocukluk çağında, AAH/ARDS vakalarının % 34’ünde  sebep septik şoktur (39). 

 

 

2.2.1.ARDS Epidemiyolojisi 

    ARDS tanısı alan çocuklarda etiyolojinin üçte birini sepsisli hastalar oluşturur. 

Özellikle sepsis zemininde gelişen ARDS tablosunda mortalite daha yüksektir (6). Yoğun 

bakımda yatan çocuklarda yapılan ulusal bir çalışmada, 25 merkezde toplam 12018 hastadan 

7269 tanesinin ciddi hastalık belirtisi gösterdiği ve bunların %1,44’ünde (n:105) ARDS 

tablosunun geliştiği ve ARDS gelişen hasta grubunda da mortalitenin %61 olduğu 
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saptanmıştır. Bu hastalarda ARDS etyolojilerine bakıldığında %80’inde sepsis veya pnomoni 

olduğu görülmüştür (30). 

   Çocuk yoğun bakım ünitelerine kabul edilen hastaların yaklaşık % 40’ında mekanik 

ventilasyon ihtiyacı vardır, mekanik ventilasyon ihtiyacı gösteren çocukların % 9’unda akut 

akciğer hasarı gelişir ve bu grubun % 80’inde hipoksi ağırlaşırak ARDS’ye dönüşür. 

AAH’nın mortalitesi %18 ile %27 arasındadır. ARDS’ye ilerlemiş AAH’nın mortalitesi %29 

ve %50 arasında değişir (39).  

 

2.2.2.ARDS Patofizyolojisi 

   ARDS kontrolsüz bir sistemik inflamatuar yanıt sonucunda oluşur. Yapılan 

çalışmalarda inflamatuar hücrelerden salınan sitokinlerin ve hücresel mediyatörlerin ARDS 

patofizyolojisinde önemli rol oynadığı gösterilmiştir. ARDS’li hastalarda bronkoalveolar 

sıvıdaki hücrelerin %80’ini nötrofiller oluşturmaktadır. Akut inflamatuar sürecin oluşması    

sonrasında pulmoner epitelyal hücreler, vasküler endotelyal hücreler, nötrofiller ve stromal 

hücrelerden salınan sitokin ve hücresel moleküller ile nötrofiller aktive olur ve saatler 

içerisinde inflamasyon bölgesine ulaşır. Bu sitokin ve moleküllerden en önemlileri kemotaktik 

molekülleri, nötrofil aktivasyonunu ve anjiyogenezisi güçlü şekilde uyaran IL8, endotoksine 

yanıt olarak salgılanan, akciğerde nötrofil sekestrasyonunu, degranülasyonunu ve sitokin 

salınımını başlatan TNFα ve hem endotel adezyon moleküllerinin hem de nötrofiller ve 

monositler için kemotaktik faktörlerin sentezini arttıran IL1β’dır. Akciğere ulaşan aktive 

nötrofillerden salınan oksidatif metabolit ve proteolitik enzimler epitelyal ve endotelyal hasarı 

artırır. Bunun sonucunda bariyer fonksiyonu kaybolur, kapiller geçirgenlik artar, gaz değişimi 

bozulur (57,58).  

 

2.2.3.ARDS Patolojisi 

   Akut respiratuar distres sendromunda asıl patoloji alveolokapiller ünitedeki 

hasarlanmadır. Bu hasarlanma sonucu intravasküler sıvı damar dışına kaçar ve pulmoner 

ödem gelişir. Zaman ilerledikçe ödem yerini hücresel nekroz, epitelyal hiperplazi, 

inflamasyon ve fibroza bırakır. Alveolokapiller hasarlanma eksudatif, proliferatif ve fibrotik 

evre olarak 3 aşamada gerçekleşir (57,58). 
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2.2.3.1. Eksudatif Evre   

   Pulmoner arteriyolde fibrin, nötrofil ve platelet birikimi ve kapiller konjesyonla 

karakterize ilk 6 saatlik evredir. 12-24 saat içinde kapiller konjesyon ilerler ve periarteriyel-

interstisyel hemoraji olur. 72. saatte hiyalin membran gelişir. Endotelyal hücrelerde ve 

alveolar epitelyal hücrelerde hasarlanma vardır. Eksudatif faza özgü histolojik özellikler, 

alveoler duktuslarda daha belirgin olan hiyalin membranlardır. Genelde hiyalin membranlar 

alveoler septumun ucuna yapışırlar ve komşu alveolün ağzını kapatırlar. Hiyalin membranlar 

endotelyal epitelyal bariyerde oluşan hasarı izleyerek alveoler boşluğa sızan plazma 

proteinleri ve hücresel debrislerden oluşurlar (31,57,58). İmmunohistokimyasal ve 

immunfloresan boyamalarda immunoglobulin, fibrinojen, surfaktan ve daha az miktarda 

komplemanın hiyalin membranı oluşturduğu , fibronektinin membranın yüzeyini az miktarda 

kapladığı gösterilmiştir (57,58). 

 

   Hiyalin membranların alveol kanal boyunca depolanmasının ve bu bölgede daha fazla 

hasar oluşmasının nedeni açık değildir, ama alveoler kanaldaki fazla miktardaki oksijenin 

patogenetik rolü olabileceği düşünülmektedir. Yaygın alveoler hasarın eksudatif fazında, 

endotelyal hücrelerin sişmesi, endotel arası bağlantılarda genişleme ve pinositik veziküllerde 

artış gibi endotelyal hasarın ultrastrüktürel delilleri vardır (32). Ciddi endotelyal hasar 

bulguları, hücresel nekroz ve bozulma, kapiller bazal membranın soyulması ve intravasküler 

fibrin depolanmasıdır. Kapiller içi nötrofillerin fokal agregasyonu belirgindir. Alveoler 

septum intertisyel ödem, fibrin ve ekstravaze olan eritrositler nedeniyle genişlemistir. 

Alveoler epitelyumda tip 1 hücrelerinin aşırı nekrozu ve alveoler yüzeyden dökülmesi, çıplak 

bazal membran oluşumuna neden olur. Tip 2 hücrelerde de hasar ve nekroz söz konusudur. 

Alveoler epitelyal bariyerin kaybıyla, intertisyel sıvı alveol boşluğunun içine sızar. Eksudatif 

fazın ileri dönemindeki bu tipik  histopatolojik görüntüye ‘şok akciğeri’ adı verilir (37).  

 

2.2.3.2. Proliferatif Evre 

   Akciğer hasarlanmasının ikinci veya üçüncü haftasında, epitelyal hücre proliferasyonu 

ile karekterizedir. Yaygın alveol hasarının proliferatif fazında, akut fazda olusan alveol içi ve 

intertisyel eksudanın organizasyonu söz konusudur. Tip 2 hücrelerin alveoler septum boyunca 
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çoğalmaya başlaması ARDS‘nin klinik bulgularının başlamasından üç gün sonra olabilir ve 

onuncu günde fibrozis belirebilir. Akciğerin genişleyemeyen, son dönem organa hızla 

dönüşümü ARDS‘de yaşamı kısıtlayan faktördür (57,58).  

 

   Histolojik ve ultrastrüktürel olarak, epitelyal hücre yenilenmesi proliferatif fazın 

habercisidir, soyulmuş olan bazal membranı kaplamak için keratin içeren küboidal hücreler 

alveol duvarı boyunca uzanırlar. Bu hücrelerin çoğunda sitoplazmik lameller, cisimler ve 

yüzey mikrovillusları vardır ve immunohistokimyasal olarak bu bölgelerde surfaktan 

apoproteini boyanır ki bu tip 2 hücre dönüşümünün göstergesidir. Tip 2 hücrelerde tümör 

nekrozis faktör saptanabilir. Alveoler duvarda fibroblast ve miyofibroblastlar, çoğalarak 

alveoler bazal membranın hasarlanan yerlerinden fibrinöz alveol içi eksudaya geçerler. 

Fibroblastlar, eksudayı hücresel granulasyon dokusuna dönüştürürler ve kollajenin 

depolanmasıyla yoğun fibröz doku gelişir. Fibronektin proliferatif fazda eksudatif faza göre 

daha belirgin olarak fibrinöz eksudayı kaplar. Fibröz gelişim ARDS‘de akciğer yeniden 

yapılanmasının en önemli mekanizmasıdır (33). Bu yeniden şekillenme olayı klasik 

pnömonide gerçekleşenle aynıdır ve akciğerlerin hasarlanmaya karşı verdiği özgün olan 

yanıttır (57,58). 

 

    ARDS‘de fibröz yeniden şekillenmede iki ayrı morfogenetik mekanizma rol 

oynamaktadır. Alveoler duvarda fibroblastlar in situ olarak kollajen depolayarak alveol 

septumunun genişlemesine neden olur. Diğer mekanizma ise kollaps endurasyonu alveoler 

boşluğun ve duvarın fibroplazisi sonucu gelişir ve pulmoner interstisyel fibrozisin birçok 

formunda rol oynamaktadır. Alveolokapiller birimde gerçekleşen hasar sonucu alveoler 

duvarlar kısmen veya tamamen kollabe olur ve organize olan fibrin ve hiperplastik epitelyum 

ile kaplanır. Ultrastrüktürel olarak kollaps indurasyonu kalınlaşmış piramidal, alveoler 

duvarlarla karakterizedir. Özellikle alveol bazal membranı tutulur. Surfaktanın yapısal ve 

fonksiyonel bozuklukları ARDS‘de alveoler kollapsa katkıda bulunan faktördür (34). Kollaps 

endürasyonunun net sonucu az ve daha büyük alveoller ve genişlemis alveoler kanallardır. 

Travmatik ve septik şoka bağlı ARDS gelisen hastalarda yapılan ultrastrüktürel çalışmalar, 

akciğer yapısında ilerleyici bozulma göstermiştir (35). Akut eksudatif fazda intertisyel ödem 

nedeniyle interstisyel kompartmanın volümünde artış söz konusudur. Solunum yetersizliği 

başladıktan sonra alveoler epitelyum volüm yoğunluğunda azalma, hemen sonrasında 

epitelyal katta 2-3 kat artış gözlenmiştir. Tip 2 hücrelerin proliferasyon ve rejenerasyonu 

artar. Kapillerlerin hacmi eksudatif fazda azalır ve bu azalma proliferatif fazda devam eder. 
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Kantitatif olarak diğer hücre populasyonları incelendiginde erken fazda kapiller içi 

granulositler artarken, proliferatif fazda intertisyel fibroblastlar artar (57,58). 

 

2.2.3.3. Fibrotik Evre  

Bu evrede alveolar septa ve hava boşluklarının duvarları kalınlaşır, konnektif doku ile 

kaplanır. ARDS başlangıcından sonra 3-4 hafta ventilatöre bağlı yaşayan hastalarda, akciğer 

tamamen kollajen doku ile yeniden şekillenmiştir. Makroskopik olarak plevral yüzeyde 

kaldırım taşı manzarası vardır. iyileşmiş abseler ve kronik interstisyel amfizem ek bulgulardır. 

Periferal bronşlarda dilatasyon vardır ve bunlar viseral plevral yüzeye çok yakındır 

(Traksiyon bronşektazileri). Mikroskopik olarak fibrotik evrede alveoler septa ve hava boşluk 

duvarları kalınlaşmış, nadiren hücre içeren konnektif doku ile kaplanmıştır. Hava boşlukları 

düzensiz olarak genişler. On dört günden uzun yaşayan hastalarda total kollajen artar ve 

hastalık süresince kollajen miktarında progresif artış gözlenir (57,58). 

 

2.2.4. ARDS Patogenezinde Apopitozis  

Apopitozis programlı hücre ölüm sürecidir. Fizyolojik bir olaydır. Embriyo döneminden 

başlayarak tüm yaşam boyunca apopitotik mekanizma ve programlı hücre ölümü vardır. Bazı 

hücreler yıllarca yaşarken bir kısmı sadece birkaç saat yaşarlar. Deri, gastrointestinal sistem 

ve immün sistem gibi pek çok dokuda devamlılık apopitozis ve hücre yenilenmesine bağlıdır.  

Dört evrede gerçekleşir; Sinyal evresi, kontrol ve regülasyon evresi, ölüm evresi ve ölen 

hücrenin fagositozu (37). 

 

   Sinyal evresinde hipoksi, ultraviyole radyasyon, toksinler, serbest radikaller ve çeşitli 

ilaçlar gibi iç ve dış uyarılar hücre içi sinyal sistemini apopitozisi başlatmak üzere uyarır. 

Hücre içi protein yıkımı başlar. 

 

   Kontrol ve regülasyon fazında eğer hücre sinyal kaskadını durdurursa apopitozise 

uğramaz, fakat sinyal kaskadı devam ederse, aktive kaspazlar mitokondri membranı 

geçirgenliğini değiştirir ve deoksiribonükleik asit yıkımına yol açan sitokrom c serbestleşir. 

 

Ölüm fazında, kaspaz proteazlar nükleer DNA’yı yıkan enzimleri aktive eder. Kromatin 

kondansasyonu başlar, membran tomurcuklanması oluşur. Mitokondri gevşer, endoplazmik 

retikulum dilate olur. 
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   Ölen hücrenin fagositozu evresinde, apopitotik cisimler komşu hücreler ve makrofajlar 

tarafından fagosite edilir. Apopitozise uğrayan hücre inflamatuar cevabı uyarmaksızın immün 

sistem hücreleri tarafından ortadan kaldırılır. Apopitozisin anormal regülasyonu, astım, 

amfizem ve ARDS patogenezinde önemli rol oynar. Deneysel sepsis ve ARDS modellerinde 

de, apopitozis inhibisyonunun yaşam oranını anlamlı derecede arttırdığı gösterilmiştir (9-13). 

 

   Sepsis/septik şok, akut akciğer hasarı veya akut respiratuar distres sendromu açısından 

en önemli klinik risk faktörüdür. Gram negatif organizma endotoksini patogenetik olarak 

septik ARDS ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (5). Endotokseminin oluşturduğu akut akciğer 

hasarı patogenezinden artmış pulmoner hücre apopitozisi sorumlu tutulmaktadır. Yoğun 

bakım hastalarında yapılan çalışmalarda, akut akciğer hasarının artmış hücre ölümü ile ilişkili 

olduğu gösterilmiştir (6-8). 

 

   ARDS patogenezinde önemli rol oynayan hücre apopitozisi ile ilişkili iki ana hipotez 

ileri sürülmektedir ; 

Nötrofilik hipotez: Komplike olmamış pnömonili hastalarda akciğere olan nötrofil göçü 

akciğer hasarına yol açmaz. Bunun sebebi nötrofillerin aktive olmamasıdır. Normal bir 

inflamatuar süreçte akciğer dokusuna ulaşan ve aktive olan nötrofiller, patojen elimine 

edildikten sonra hızlıca apopitozise uğrayarak elimine olur. ARDS’li hastalarda, inflamatuar 

sürecin uzamasına bağlı olarak aktive nötrofillerin eliminasyonu gecikir. Antiapopitotik 

etkileri olan GM-CSF, IL8 ve IL2 bu gecikmede önemli rol oynar. Erken ARDS döneminde  

bu hücresel molekül ve sitokinlerin antiapopitotik etkisi en belirgindir. ARDS’nin ileri 

dönemlerinde bu antiapopitotik etki azalır. Apopitozisi inhibe eden hücresel moleküllerden 

GM-CSF’nin major rol oynadığı düşünülmektedir. ARDS’li hastalarda GM-CSF düzeyi 

yüksekliği konak savunmasını artırdığı ve pulmoner epitelyal hücreleri Fas-aracılı 

apopitozisten  koruduğu için iyi prognozla ilişkili olduğu düşünülmektedir. GM-CSF’nin 

nötrofil apopitozisini PI3-k ve ekstraselüler ERK yolunu aktive ederek uyarır. Aktive 

nötrofillerden salgılanan oksidan ürünler, proteazlar, lökotrienler ve PAF(Trombosit aktive 

edici faktör) gibi proinflamatuar moleküller  akciğer zedelenmesine neden olur. Alveolar 

boşlukta proteinden zengin eksuda, surfaktan inaktivasyonuna yol açar. Klinik ve deneysel 

çalışmalar, ARDS’li hastaların  pulmoner ödem sıvısı ve bronkoalveolar lavaj sıvısında  

nötrofil birikimi olduğunu göstermiştir. Bronkoalveolar sıvıdaki nötrofil sayısı, kötü prognoz 
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ile doğru orantılıdır. Erken dönem ARDS’li hastaların bronkoalveolar lavaj sıvılarından alınan 

örneklerin nötrofil apopitozisini geciktirdiği gösterilmiştir. Ayrıca bronkoalveolar lavaj 

sıvısında yüksek miktarda granülosit koloni stimüle edici faktör(GM-CSF) ve interlökin 8 

saptanmıştır. İnsan nötrofilleri bu sıvı ile inkübe edildiğinde apopitozisin suprese edildiği 

gösterilmiştir. Nötrofillerin akciğeri zedeleyen ürünleri salgılamalarının yanısıra salgıladıkları 

hepatosit büyüme faktörü ve keratinosit büyüme faktörü, tip 2 pnömositler için potent büyüme 

faktörleridir (36,59). 

 

Epitelyal hipotez: ARDS patogenezinde alveolokapiller bariyerin hasarlanması önemli 

bir faktördür. Bu hasarlanmada mekanik faktörler, lokal iskemi ve bakteriyel ajanlar rol 

oynar.  Alveolar epitelyal hücre apopitozisi de alveolokapiller bariyerin hasarlanmasında 

önemli bir etkendir. ARDS’nin erken döneminde tip 1 alveolar epitelyal hücrelerde, hücre 

boyutlarında azalma ve kromatin yoğunlaşması, DNA fragmantasyonu gözlenmiştir. Bu 

hücrelerde proapopitotik olan Bax ve Bcl-2 geni ürünlerinde önemli oranda artış saptanmıştır.  

ARDS nedeniyle ölen hastaların akciğer dokusunda, akciğer patolojisinden başka nedenle 

ölenlere oranla apopitozis göstergesi olan TUNEL, caspase-3, Bax ve p53 artmış olarak 

saptanmıştır. ARDS’li hastaların tip 2 alveolar epitelyal hücrelerinde apopitozisin FAS/FASL 

aktivasyonu ile indüklendiği bilinmektedir. FAS veya FASL spesifik inhibitörler ile Fas-FasL 

sisteminin bloke edilmesi ile apopitozisin inhibe edildiği gösterilmiştir (36,59).  Surfaktan 

protein A (SP-A)’nın tip II epitelyal hücre apopitozisini inhibe eder. O halde ARDS’li 

hastalarda surfaktan replasman tedavisi, apoptozis inhibisyonu yoluyla epitelyal hücre 

zedelenmesini azaltarak klinik olarak fayda sağlayabilir (36,59). Ayrıca TNF-α, anjiyostatin 

ve ASK-1 (apopitozis sinyal düzenleyici kinaz 1)’in endotelyal hücre zedelenmesi ve 

apopitozise neden olduğu bildirilmiştir (36,59). Bronkoalveolar lavaj sıvısının sitotoksik 

etkisinin, TNF-α ve anjiyostatin nötralizasyonu ile inhibe edildiği gösterilmiştir (36,59). 

 

2.2.4.1.TNF Aracılı Apopitozis  

   Apopitosis çeşitli intrensek ve ekstrensek uyaranlarla başlatılabilmektedir. Apopitozisi 

başlatan mekanizmalar arasında en iyi bilinen ve üzerinde en çok çalışılan TNF süper 

ailesidir. Bu süperailenin 20’den fazla üyesi tanımlanmıştır. TNF ligandı, esas olarak 

reseptörleri TNFR-1 veya TNFR-2 ile bağlandığında apopitozisi aktive eder. TNFR-1(p60) , 
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pek çok dokuda bu sinyalin aktivasyonundan ve iletiminden sorumlu iken TNFR-2(p80) , 

immün sistem hücrelerinde TNF bağımlı sinyalden sorumludur. TNF süper ailesinden 

LT(Lenfotoksin), FasL(Fibroblast-ilişkili ligand), TRAIL(TNF-bağımlı apoptosis indükleyici 

ligand) ve DR3L(Ölüm reseptörü 3 ligand) da apopitosisi başlatan uyarıyı iletebilmektedirler. 

TNF aracılı apopitosis, immünmodülasyon, otoimmünite, sepsis, artrit, inflamatuar bağırsak 

hastalıkları, kronik kalp yetmezliği, periodontal hastalıklar, allograft rejeksiyonu, 

neovaskülarizasyon, obezite ve tümör oluşumu gibi birçok hastalığın patogenezinde kritik rol 

oynadığı gözlemlenmiştir (40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1: Apoptozise yol açan TNF sinyal yolu (40). 

 

   TNF aracılı apopitoziste, TNF sinyalini iki farklı reseptör aracılığı ile iletir. Bu 

reseptörler p60 ve p80’dir. p60 reseptörü, bütün hücreleri tarafından eksprese edilir , p80 

reseptörü ise yalnızca immün sistem ve endotel hücrelerinde eksprese olur (40). 

 

   TNF, TNFR-1(p60) ile bağlandıktan sonra apopitotik sinyal iki ayrı yol üzerinden 

iletilir. Birinci yolda, TRADD, ölüm sinyalini caspase-8’e FADD/MORT1 üzerinden iletir. 

ikinci yolda ise TRADD, RIP(Reseptör aracılı protein) denilen ayrı bir protein üzerinden 



 11 

ölüm sinyalini iletir. RIP, bir serin treonin kinaz olup ölüm bölgeleri içermektedir ve 

TRADD’ye ölüm bölgeleri ile yaptığı etkileşim ile bağlanır. RIP eğer ortamda fazlaca 

bulunursa apopitozisi indükler. RIP’in ölüm bölgesi, ölüm sinyalinin iletilmesinden 

sorumludur. Her iki apopitotik yolun sonunda da kromozomal DNA yıkımı ile hücre ölümü 

meydana gelmektedir. TNFR-2’nin apopitozisteki işlevi yapılan laboratuar çalışmalarında 

TNFR-1’inki kadar açık anlaşılamamıştır (40). 

 

2.3.Rho/Rho kinaz Ailesi  

   Küçük G proteinleri, tüm ökaryot hücrelerde bulunan, moleküler kütleleri 20-40 kD 

arasında 100’den fazla üyesi olan  monomerik  proteinlerdir. G proteini ailesinin bugün için 

tanımlanmış en az beş alt ailesi vardır. Bunlar Ras, Rho, Rab, Sar1/Arf ve Ran’dır. Küçük G 

proteinleri, sentezlendikten sonra, palmitoil, farnesil ve geranil gibi lipid yapılarla 

posttranslasyonel değişikliğe uğrar. Bu lipid yapılar, hücre membranına ve düzenleyicilere 

bağlanma, alt efektörleri aktifleştirmek için gereklidir (41). 

   Rho, 21 kD molekül ağırlığında, küçük bir GTPaz’dır. Memelilerde Rho ailesine ait 

yaklaşık 21 protein tanımlanmıştır. Bunlar: Rho A,B,C,D,E ve G izoformları, Rac(1 ve 2 

izoformları), Cdc42, Chp(1,2) ve TC10’dur (41). Rho ve efektörü Rho kinaz düz kas 

kontraksiyonu, fagositoz, pinositoz, hücrelerarası bağlantıların düzenlenmesi, hücre adezyon 

ve migrasyonu, sitokinezis ve gen ekspresyonu gibi birçok  hücre fonksiyonunda önemli rol 

almaktadır. Rho/Rho kinaz yolağı birçok organ sisteminin fonksiyonlarının düzenlenmesinde 

önemli rol oynayan bir kalsiyum duyarlaştırıcı sistemdir (41). Bu ailenin üyelerinden Rho, 

Rac ve Cdc42 hücrede aktin iskeletinin düzenlenmesinde kilit rol oynarlar. 

   Rho kinaz bir serin-treonin protein kinazdır. Günümüzde ROCK-1 ve ROCK-2 olarak  

bilinen 2 izoformu tanımlanmıştır. ROCK-1 geni 18. kromozom üzerinde bulunur, kodladığı 

protein 1354 aminoasitten oluşur. ROCK-2 geni ise 12. kromozom üzerinde bulunur ve 

kodladığı  protein 1388 aminoasitten oluşur (42). Rho kinazın N-terminalinde kinaz bölgesi 

vardır. Orta bölüm kıvrılmış bölge olarak isimlendirilir, C-terminal bölgesinde de plekstrin 

homoloji bölgesi bulunur. Araşidonik asit, plekstrin homoloji bölgesine bağlanarak Rho-

kinazı aktive eder. Aktive olmuş Rho, kıvrılmış bölgenin  C-terminal kısmıyla etkileşerek 

Rho kinazın kinaz bölgesini aktive eder (43). Çok sayıda Rho kinaz substratı tanımlanmıştır. 

Bunlar, miyozin fosfatazın miyozin bağlayıcı alt ünitesi, miyozin hafif zinciri, addusin, 

intermediyer flamentler, ezrin-radiksin-moezin ve kofilindir. 
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2.3.1.Rho/Rho kinaz Yolunun Organ Sistemlerine Etkileri 

   Rho/Rho kinaz sinyal mekanizması başta kardiyovasküler sistem, solunum sistemi ve 

gastrointestinal sistem olmak üzere birçok organ sistemini etkilemektedir.  

   Rho/Rho kinaz yolağının, vasküler sistemin tonusunun düzenlenmesinde büyük rol 

oynamaktadır. ROCK inhibitörü fasudilin inflamatuar aterosklerotik lezyonların gelişmesini 

önlediği gösterilmiştir (45). Ayrıca Rho kinaz inhibitörü hidroksi fasudilin, köpek efor 

anjinasındaki miyokardiyal iskemiyi önlediği saptanmıştır (46). Bir başka ROCK inhibitörü 

Y-27632, aritmilere karşı miyokardı koruyucu etki yapmaktadır (47). Rho/Rho-kinaz yolağı, 

hipertansiyon, ateroskleroz, koroner arter hastalığı, aritmi, diyabetik komplikasyonlar ve 

hipertrofik kalp yetmezliği gibi kardiyovasküler hastalıklar için önemli bir terapötik hedeftir. 

 

 

Şekil 2 : Rho-aracılı endotel hücre iskeleti düzenlenmesi ve mikrotübül depolarizasyonu 
ile indüklenen bariyer fonksiyonu (44).  

 

   Rho/Rho kinaz yolağının, havayolu düz kas tonusunun düzenlenmesinde önemi 

bilinmektedir. Hayvan deneyleri bu yolağın hava yolu duyarlılık artışı durumlarında özellikle 
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aktive olduğunu göstermiştir. Rho kinazın selektif inhibitörü Y-27632 inhalasyonu, 

asetilkolin ve ovalbümin ile indüklenen solunum yolu rezistans artışını inhibe etmiştir (54). 

Ayrıca inhale ROCK inhibitörlerinin pulmoner hipertansiyonda oldukça etkili ve selektif 

vazodilatasyon yaptığı bildirilmektedir (21). Sonuçta ROCK inhibitörlerinin, havayolu 

rezistansının arttığı hastalıklarda ve pulmoner hipertansiyonda tedavi değeri olan yeni ajanlar 

gibi görünmektedirler. 

    Yapılan bir çalışmada kobay ileumunda Rho kinazın, agonistle indüklenen artmış 

miyozin fosforilasyon düzeylerinde düz kas kasılmasına aracılık ettiği gösterilmiştir (55). 

     Rho ve Rho kinaz proteinlerinin beyinde oldukça yoğun bir şekilde eksprese edildiği 

bilinmektedir. Fakat bu yolağın santral sinir sistemi fonksiyonlarına etkisini araştıran 

yeterince çalışma bulunmamaktadır. 

 

 2.3.2.Rho kinaz Ailesi ve TNF Aracılı Apopitozis 

   Rho kinaz, hücre içi miyozin hafif zincir fosforilasyonunu düzenleyen önemli bir 

sinyal efektörüdür. Miyozin hafif zincir fosforilasyonu, aktin-miyozin etkileşiminin 

gerçekleşebilmesi için anahtar olaydır. TNF ile indüklenmiş apopitoziste, Rho kinazın, 

miyozin hafif zincir fosforilasyonunda artış ve aktin miyozin etkileşiminde düzenleyici görevi 

ile önemli rolü vardır. Hücre içi iskeletini düzenleyerek, apopitozis sürecinde  membran 

tomurcuklanmasını sağlar. Rho A GTPaz aktivitesinin inhibisyonu TNF ile indüklenmiş hücre 

iskelet formasyonunu azaltır (19). Rho kinaz, miyozin hafif zinciri defosforile eden, miyozin 

hafif zincir fosfataz enzimini fosforile edip  inaktive ederek miyozin hafif zincirin fosforile 

kalmasını sağlar böylece hücre iskeletini düzenler (48). Aktin filamanı, mikrotübüller ve ara 

filamanlardan oluşan endotelyal hücre iskeletinin organizasyonu, hücre şeklinin oluşturulması 

ve vasküler geçirgenliğin düzenlenmesi gibi görevlerde rol alarak  astım, sepsis ve akut 

akciğer hasarı gibi birçok hastalığın patogenezinde önemli yeri vardır (44). Rho kinazın 

apopitotik yoldaki düzenleyici etkilerinin erken dönemde, caspase-8 aktivasyonu başlamadan 

önce gerçekleştiği gösterilmiştir (19). Yapılan bir araştırmada, intravenöz E. coli endotoksini 

ile oluşturulan akut akciğer hasarı modelinde, bir Rho kinaz inhibitörü olan Y-27632 

uygulamasının akciğer parankimi içine nötrofil migrasyonunu azalttığı saptanmıştır. Aynı 

araştırmanın in vitro deney kısmında Rho kinaz yolak inhibisyonunun TNF’nin neden olduğu 

endotelyal hücre hasarına karşı koruyucu olduğu gösterilmiştir (20).  
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   Bu çalışmada, endotoksemi ile oluşturulan deneysel akut akciğer hasarı modelinde 

intranazal Rho kinaz inhibitörü Y-27632’nin pulmoner hücre apopitozisine etkisinin 

değerlendirilmesi amaçlanmıştır.   
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3.YÖNTEM ve GEREÇLER 

    Araştırma, Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi (DEÜTF) Hayvan Deneyleri Etik 

Kurulu onayı alındıktan sonra başlatıldı. Araştırmamızda ağırlıkları 15-20g. arasında değişen 

ortalama 15-17 günlük toplam 42 adet Wistar albino sıçan kullanıldı. Sıçanlar DEÜTF Deney 

Hayvanları Laboratuarı’ndan temin edildi. Sıçanlara intranazal veya intraperitoneal olarak, 

Rho kinaz inhibitörü; Y-27632 (Sigma Chemical, St. Louis, MO), Escherichia coli LPS 

serotype 0111:B4 (Sigma Chemical, St. Louis, MO) ve % 0,9’luk NaCl uygulandı. 

   Bu çalışmada akut akciğer hasarı, Escherichia coli’ den elde edilen lipopolisakkarid 

(LPS) ile oluşturuldu. Bu amaçla liyofilize toz halindeki LPS 0111:B4 serotipi ticari olarak 

temin edilip, toz halindeki LPS, % 0.9 NaCl solüsyonu içinde çözündürülüp, sıçanlara 10 

mg/kg dozunda intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edildi. LPS sonrası gelişen tablo, doz ve 

tür bağımlı olarak değiştiği için 1-2 hayvanda ön çalışma yapıldı. 

   İntranazal yol ile Rho kinaz inhibitörü, Y-27632, % 0.9 NaCl içinde çözündürülerek 5 

mg/kg dozunda 26 GA kanül ile intranazal verildi. İntraperitoneal yol ile Rho kinaz 

inhibitörü, Y-27632, % 0.9 NaCl içinde çözündürülerek ve 5 mg/kg dozunda i.p. olarak 

enjekte edildi. Her iki tedavi uygulamaları, LPS enjeksiyonundan hemen sonra başlanarak ve 

8 saat ara ile 3 kez uyguladı. Dozlar mevcut literatürlere göre belirlendi (10, 20, 21). % 0.9 

NaCl; LPS ve Y-27632’in kontrolü olacak şekilde eşit hacim ve sürelerde uygulandı. LPS 

enjeksiyonundan 24 saat sonra sıçanlar sakrifiye edilerek akciğer dokusu örnekleri alındı. 

Araştırmada kullanılan hayvanların tümünün aynı yaş grubunda, aynı ağırlıkta sıçanlar 

olmasına, aynı laboratuvar, beslenme ve çevresel ortama sahip olmalarına dikkat edildi. 

Böylece çalışmanın çevresel şartlardan etkilenmesi en aza indirildi. 
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                     Resim 1:  İntraperitoneal ilaç uygulama yöntemi  

 

   

  

 

 

 

 

                               

                             

                     Resim 2: İntranazal ilaç uygulama yöntemi 
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  Deney grupları tedavi şekline göre iki ana gruba ayrıldı ve bu gruplar da 3 altgruptan 

oluşturuldu (her alt grupta hayvan sayısı (n = 7). 

 

İntranazal grubu (A grubu) 3 alt gruptan oluşmaktadır:  

A1 grubu: % 0.9 NaCl (i.p.) + % 0.9 NaCl  (Kontrol)  

A2 grubu: LPS (i.p.)  + % 0.9 NaCl (AAH) 

A3 grubu: LPS (i.p.) + Y-27632 (AAH+Tedavi) 

 

İntraperitoneal grubu (B grubu) 3 alt gruptan oluşmaktadır: 

B1 grubu: % 0.9 NaCl (i.p.) + % 0.9 NaCl (Kontrol) 

B2 grubu: LPS (i.p.) + % 0.9 NaCl   (AAH)  

B3 grubu: LPS (i.p.)  + Y-27632   (AAH+Tedavi)  

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 3: Sakrifikasyon sonrası çıkarılan akciğer dokusu örneği 
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3.1Histolojik İnceleme 

  3.1.1.Işık Mikroskobisi 

   Deney sonunda elde edilen akciğer doku örnekleri %10’luk formaldehit ile tespit 

edildi. Işık mikroskobik doku takibinin yapılabilmesi için fiksatifin uzaklaştırılmaları 

amacıyla 1 gece akarsu altında yıkandıktan sonra dehidratasyon amacıyla 20’şer dakika 

%70’den %95’e artan etil alkol serilerinden geçirildi. Ardından 20’şer dakika 4 değişim 

aseton solusyonlarından geçirildikten sonra 2 değişim 30’ar dakika ksilolde tutuldu. 60˚C’lik 

etüv içerisinde 2 değişim parafin uygulanıp 1’er saat  parafin ile immersiyonu sağlandıktan 

sonra dokular parafin bloklar içerisine gömüldü. Parafin bloklardan inceleme yapmak 

amacıyla mikrotom aracılığı ile 5µm’lik kesitler alındı. 

 

3.1.2.Hematoksilen-Eozin Boyama 

   Mikrotom (Leica, RM 2255) aracılığı ile alınan 5µ’luk parafin kesitler 

deparafinizasyon işlemi için 1 gece 60˚C’lik etüvde bırakıldıktan sonra, 20’ar dakika üç 

değişim ksilole tabi tutuldu. Ardından dehidratasyon işlemi için %95’den %70’e azalan alkol 

serilerinden geçirilen kesitler 10 dakika akarsu altında yıkandı. 10 dakika hematoksilen 

(Surgipath, 01562E, Bretton, Cambridgeshire) ile boyamanın ardından, boyanın fazlasının 

dokudan uzaklaştırılması için 10 dakika akarsuda yıkanan kesitler, 2 dakika eozin (Surgipath, 

01602, Canada) boyası ile boyandı. Ardından sırasıyla %80 ve %95’lik alkol serilerinden 

geçirilip havada kurutulan kesitler şeffaflaştırma amacıyla 30’ar dakika iki değişim ksilolde 

tutulduktan sonra entellan (Merck 1.07961.0100, Darmstadt, Almanya) ile kapatıldı. 

Görüntüler BH2 Olympus (JAPAN) ışık mikroskobu ile değerlendirildi, DP71 Olympus 

kamera yardımı ile fotoğraflandı. 

 

 3.1.3.TUNEL Yöntemi 

   Bu teknik için DeadEnd Colorimetric TUNEL system kiti (Roche, Cat. No:11 684 817 

910) kullanıldı. Kesitler boyama için bir gece 60°C’lik etüvde tutulduktan sonra, bir iki saat 

değişim ksilen ile şeffaflaştırma işlemi gerçekleştirildi. Ardından azalan derecede alkol 

serileri ile rehidratasyon sağlanarak distile suda 10 dakika bekletildi. Kesitler  10 dakika 

37°C’deTripsin (Roche, 10 109 819 001) ile inkübe edildikten sonra PBS ile 3X5 dakika 
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yıkandı. Ardından kesitler Tdt-Enzim solusyonu karışımı ile 37°C’de 1 saat inkübe edildi. 

Yıkama yapıldıktan sonra doku kesitlerini ışık mikroskobunda görünür hale getirmek 

amacıyla Converter-POD 30 dakika süreyle 37°C’de bekletildi. TUNEL reaksiyonunun 

görünürlüğünü saptamak amacıyla diaminobenzidine (DAB) ile boyandı. Distile su ile 

yıkandıktan sonra Harris hematoksilen ile artalan boyaması sağlanan kesitler %80 ve %95’lik 

alkollerde dehidratasyon ve 30 dk ksilen ile şeffaflaştırma işleminden sonra entellan ile 

kapatıldı ve ışık mikroskobunda incelendi.  

 

    3.1.4.İndirekt İmmunohistokimyasal Yöntem 

   Caspase-3 immunoreaktivitesinin gösterilmesi amacıyla caspase-3 (RB-1197, 

Neomarkers) antikoru kullanıldı. İmmunohistokimyasal inceleme için 60ºC lik etüvde 1 gece  

ve ksilolde 3 değişim 20’şer dakika deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde 

rehidrate edildikten sonra  10 dakika distile su ile yıkandı. Dokuya zarar vermeden kurulanıp 

dakopen (Dako, Glostrup, Denmark) ile çevreleri sınırlandı. 10mM sitrat buffer (15-M103, 

Bio optica), pH 6.0 da 5 dakika ısıtılan kesitlere, doku endojen peroksidazını inhibe etmek 

amacıyla 5 dk %3’lük Hidrojen peroksit uygulandı. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon 

solüsyonu ile yıkanan kesitler 1 saat oda ısısında bloklama solusyonu (İnvitrogen,  Histostain- 

Plus Broad Spectrum, 85-9043) ile enkübe edildi ve ardından yıkama yapılmadan Caspase-3 

antikoru ile bir saat +4oC’de enkübe edildi. Ardından fosfatlı tampon solüsyonu ile 3 defa 

yıkanan kesitler biyotinlenmiş sekonder antikor (İnvitrogen- Plus Broad Spectrum 85-9043) 

ile 30 dk enkübe edildi. PBS solusyonu ile yıkama yapıldıktan sonra enzimle işaretli 

(peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) (Histostain- Plus Broad Spectrum 85-

9043) 30 dakika uygulandı. Reaksiyonun görünür hale getirilmesi için Diaminobenzidin 

(DAB) (1718096, Roche) kullanıldı. Zemin boyaması Harris hematoksilen ile yapıldı. 

Dereceli alkollerde dehidratasyon işlemi gerçekleştirilen kesitler ksilol ile şeffaflaştırma 

işleminden sonra entellan ile kapatıldı ve ışık mikroskobunda incelendi. 

 

   3.1.5.Elektron  Mikroskobik Doku Takibi 

   Alınan doku örnekleri 1mm3 lük parçalara ayrıldı. %2.5 lik fosfat tamponlu 

gluteraldehitte 48 saat tespit edildi. Fosfat tamponları ile yıkandı. 1 saat boyunca 1 e 1 

oranında tampon solüsyonu ve OsO4 (osmiyum tetroksit) ile ikinci kez  tespit edildi ve 
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boyandı. Fosfat tamponları ile yıkandı. Dereceli alkol serilerinden geçirilerek dehidrate edildi. 

Propilen oksitten geçirilerek şeffaflandırıldı. Dereceli alkol serilerinden geçirilerek dehidrate 

edildi. Propilen oksitten geçirilerek şeffaflandırıldı. Araldit (E006 Araldıte CY212 RESIN, 

TAAB)  + DDSA (D025, Dodecenyl Succinic Anhydride, TAAB) ön gömme materyaline 

gömülerek bir gece bekletildi. Daha sonra Araldit +DDSA +BDMA (B008 Accelerator 

BDMA (benzyl dimethylamine, TAAB) karışımı olan gömme materyaline gömüldü. 

Ultramikrotom ile alınan yarı ince kesitler toluidin blue ile boyanarak ışık mikroskobik olarak 

incelendi ve işaretlendi. İşaretlenen yerlerden alınan ince kesitler uranylacetate-lead citrate 

boyaları ile boyanarak Carl Zeiss Libra 120 Elektron mikroskobunda incelenerek 

resimlendirildi. 

 

   3.1.6.Işık Mikroskobik Bulguları Değerlendirme Yöntemi  

   Histolojik değerlendirme pulmoner yapı, doku ödem formasyonu, infiltrasyon ve 

inflamatuvar hücrelerin varlığı göz önüne alınarak yapıldı. Bu değerler  ile aşağıdaki kriterleri 

içeren bir  histolojik skorlama yapıldı (49,50). 

   Her denekten alınan akciğer doku örneklerinde 5’er alan değerlendirildi ve ortalama 

ve standart sapma ve median değerleri alındı.  

Derece 1: Normal pulmoner histoloji  

Derece 2: Az miktarda lökosit infiltrasyonu 

Derece 3: Orta derecede lökosit infiltrasyonu, perivaskuler ödem formasyonu, akciğerin 

normal yapısının kısmen bozulması 

Derece 4: Nötrofil, lökosit infiltrasyonu, abse formasyonu ve pulmoner yapının 

tamamen bozulması 

 3.2.İstatistiksel Analiz 

   İstatistiksel analizler ‘SPSS for Windows, Version 15.0’ istatistik programı 

kullanılarak yapıldı. Değerler ortalama ± standart sapma olarak verildi. Gruplar arası 

istatistiksel karşılaştırmada Kruskal-Wallis varyans analizi onu izleyen post-hoc testler 

(Bonferroni düzeltmeli Mann-Whitney U testi) uygulandı. Anlamlılık düzeyi p<0.05 kabul 

edildi. 
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4.BULGULAR 

4.1.Genel Gözlemler 

   Kontrol grubundaki hayvanlarda, deney süresince beslenme alışkanlıklarında ve 

davranış paternlerinde herhangi bir değişiklik saptanmadı. İntraperitoneal enjeksiyon 

bölgelerinde lokal enfeksiyon bulgusu gözlenmedi. 

   AAH grubundaki hayvanlarda, LPS enjeksiyonundan, sakrifikasyona kadar olan 

süreçte, hayvanların ajitasyon gösterdiği ve beslenmelerinin azaldığı gözlemlendi. 

İntraperitoneal enjeksiyon bölgelerinde lokal enfeksiyon bulgusu gözlenmedi. 

   Tedavi grubundaki(AAH+Y-27632) hayvanlarda deney süresince beslenme 

alışkanlıklarında ve davranış paternlerinde değişiklik gözlemlenmedi. İntraperitoneal 

enjeksiyon bölgelerinde lokal enfeksiyon bulgusu görülmedi. Deneye katılan hayvan 

gruplarından hiçbirinde ölen hayvan olmadı. 

 

 4.1.1.Elektron Mikroskopi Sonuçları 

A1 grubunda, normal akciğer alveol yapısı gözlendi. Alveolar septum, alveolar kapiller 

normal görünümdeydi. Alveolar hücrelerde inklüzyon cisimcikleri ve vakuolizasyon 

saptanmadı. Alveolar boşlukta inflamatuar hücre gözlenmedi. 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 4: A1 grubu elektron mikroskopi görüntüsü. Beyaz okla gösterilen normal 

alveolar kapiller  
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A2 grubunda, alveolar septumun normal yapısının bozulmuş olduğu, inflamatuar hücre 

infiltrasyonu, alveolar hücrelerde sitoplazmik inklüzyon ve vakuoller gözlenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 5: A2 grubunu elektron mikroskopi görüntüsü. Beyaz okla apopitotik hücrelerin 

sitoplazmik inklüzyon ve vakuolleri görülmekte 

B1 grubunda, normal akciğer alveol yapısı gözlendi. Alveolar septum, alveolar kapiller 

normal görünümdeydi. Alveolar hücrelerde inklüzyon cisimcikleri ve vakuolizasyon 

saptanmadı. Alveolar boşlukta inflamatuar hücre gözlenmedi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 6: B1 grubu elektron mikroskopi görüntüsü. 
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B2 grubunda tip 1 alveolar hücrelerinde hücrelerinde sitoplazmik kondensasyon, 

inkluzyon ve vakuoller gözlendi. Alveolar septumda bağ doku artışı gözlendi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 7: B2 grubu elektron mikroskopi görüntüsü. Siyah ok apopitozise uğrayan 

hücrelerin sitoplazmik vakuollerini göstermekte 

 

Elektron mikroskopisi bulgularında, kontrol gruplarını AAH gruplarıyla 

karşılaştırdığımızda, lipopolisakkarid enjeksiyonu ile akut akciğer hasarı bulgularının 

oluştuğu ve pulmoner epitelyal hücrelerde apopitozis bulgusu olan sitoplazmik inklüzyonlar 

ve vakuollerin oluştuğu gözlendi. Sadece lipopolisakkarid uygulanan sıçanlarda akut akciğer 

hasarı bulgularının oluştuğu elektron mikroskopisi ile teyit edildi. 

 

4.2.Hematoksilen-Eozin Boyama Bulguları 

 A1 grubu normal akciğer histolojisi gösterdi ve A1 grubu, derece 1 histolojik 

değişiklikler olarak derecelendirildi.   

 A2 grubunda, akciğerin normal pulmoner histolojisinin bozulduğu gözlendi. Dokuda 

interstisyel ödem ve konjesyon ile birlikte alveolar septum, alveolar boşluk ve interstisyumda 

mononükleer hücre infiltrasyonu ve alveolar ödem gözlendi. Ayrı ayrı bakılan beş sahanın 

ortalama histolojik derecesi 2.68 olarak saptandı.  
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A3 grubunda normal akciğer histolojisine benzer görünüm saptandı. Histolojik olarak 

derece 1.34 olarak derecelendirildi.   

 

 

Grafik 1: A(intranazal) ve B(intraperitoneal) gruplarının histolojik dereceleri. Dikey 

sütun histolojik dereceyi göstermekte. 

 

B1 grubu normal pulmoner histoloji gösterdi. Akciğer yapısı bronşlar, bronşioller 

(terminal ve respiratör), alveolar kanal, alveolar kese ve alveollerden oluşmaktaydı. Alveoller 

Tip 1 pnömosit olarak adlandırılan tek katlı yassı alveolar hücreler ve sürfaktan salgılayan Tip 

2 (büyük alveolar hücreler) hücrelerinden oluşmaktaydı. B1 grubunun histolojik derecesi 1.05 

olarak belirlendi.    

B2 grubunda akciğerin normal pulmoner histolojisinin bozulduğu gözlendi. Dokuda 

interstisyel ödem ve konjesyon ile birlikte alveolar septum, alveolar boşluk ve interstisyumda 

mononükleer hücre infiltrasyonu ve alveolar ödem gözlendi. B2 grubunun histolojik derecesi 

ortalama 2.85 olarak saptandı.  

B3 grubunda kontrol grubuna benzer doku histolojisi gözlendi. Histolojik derece 1.17 

olarak saptandı.   
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Resim 8: Grupların histolojik görüntüsü, a:alveol, ad: alveol duvarı, Yatay ok eritrosit 

ekstravazasyonunu, dikey ok mononükleer hücre infiltrasyonunu göstermekte 

 

A1 

A2 

A3 

B1 

B2 

B3 
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Resim 9: Grupların TUNEL boyama görüntüsü, dikey ok TUNEL pozitif boyanan 

apopitotik hücreleri göstermekte 

 

A1 

A3 

A2 

B1 

B2 

B3 
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4.3.TUNEL Boyama Bulguları 

A1 grubunda bazı sahalarda nadiren TUNEL pozitif hücrelere rastlanmıştır. Mikroskop 

altında beş sahada ortalama 2.97 adet TUNEL pozitif hücre saptandı. 

A2 grubunda, beş farklı alanda sayılan ortalama TUNEL pozitif hücre sayısı 51.42 

olarak saptandı. 

A3 grubunda ortalama her sahada 12.62  TUNEL pozitif apoptotik hücre saptandı. 

 

Grafik 2: A(intranazal) ve B(intraperitoneal) gruplarının TUNEL boyama sonuçları. 

Dikey sütun TUNEL pozitif hücre sayısını göstermekte. 

 

B1 grubunda mikroskop altında her sahada ortalama TUNEL pozitif hücre sayısı 4.85 

saptandı. 

B2 grubunda ortalama her sahada TUNEL pozitif boyanan 55.80 hücre saptandı. 

B3 grubunda her alanda ortalama 15.2 TUNEL pozitif hücre saptandı. 
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Resim 10: Grupların caspase-3 boyama görüntüsü, sol sütun yukarıdan aşağıya doğru 

sırayla A1,A2 ve A3 grubu, sağ sütun yukarıdan aşağıya doğru sırayla B1, B2 ve B3 grubu 

A1 

A2 

A3 

B1 

B2 

B3 
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4.4.Caspase-3 Boyama Bulguları 

A1 grubu caspase-3 boyamasında mikroskop altında nadir  sayıda apopitotik hücre 

saptandı. Mikroskop altında beş ayrı alanda sayılan ortalama caspase-3 pozitif hücre sayısı 

3.77’dir. 

A2 grubunda caspase-3 pozitif boyanan hücreler belirgin derecede artmış saptandı. 

Toplam beş sahada sayılan ve bir sahaya düşen ortalama caspase-3 pozitif hücre sayısı 

22.11’dir. 

A3 grubunda her sahada ortalama 10.05 caspase-3 pozitif boyanan apopitotik hücre 

saptandı. 

 

Grafik 3: A(intranazal) ve B(intraperitoneal) grubunun caspase-3 boyanan hücre 

sayıları. 

 

B1 grubunda ortalama her sahada 3.94 caspase-3 pozitif hücre saptandı. 

B2 grubunda her sahada ortalama 24.22 caspase-3 pozitif hücre saptandı. 

B3 grubunda caspase-3 pozitif boyanan hücre sayısı her alanda ortalama 6.45’dir. 
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a :p=0.01 A1 grubu ile karşılaştırıldığında 

b :p=0.001 B1 grubu ile karşılaştırıldığında 

c :p=0.002 A3 grubu ile karşılaştırıldığında 

d :p=0.002 B3 grubu ile karşılaştırıldığında 

e :p=0.003 A3 grubu ile karşılaştırıldığında 

f :p=0.196 B3 grubu ile karşılaştırıldığında 

g :p=0.232 A3 grubu ile karşılaştırıldığında 
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a :p=0.002 A1 grubu ile karşılaştırıldığında  

b :p=0.002 B1 grubu ile karşılaştırıldığında 

c :p=0.002 A3 grubu ile karşılaştırıldığında 

d :p=0.002 B3 grubu ile karşılaştırıldığında 

e :p=0.002 A3 grubu ile karşılaştırıldığında 

f :p=0.002 B3 grubu ile karşılaştırıldığında 

g :p=0.063 A3 grubu ile karşılaştırıldığında 
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a :p=0.002 A1 grubu ile karşılaştırıldığında 

b :p=0.002 B1 grubu ile karşılaştırıldığında 

c :p=0.002 A3 grubu ile karşılaştırıldığında 

d :p=0.002 B3 grubu ile karşılaştırıldığında 

e :p=0.002 A3 grubu ile karşılaştırıldığında 

f :p=0.002 B3 grubu ile karşılaştırıldığında 

g :p=0.002 A3 grubu ile karşılaştırıldığında 
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5.SONUÇLAR 

 5.1.Kontrol Altgrupları ile AAH Altgruplarının Karşılaştırılması 

   İntranazal grupta, kontrol altgrubunun histolojik derecesi AAH altgrubuna göre daha 

düşüktür ve bu düşüklük istatiksel olarak anlamlıdır. (p=0.001) 

   İntranazal grupta, TUNEL pozitif  hücre sayısı, kontrol altgrubunda, AAH altgrubuna 

göre istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük saptandı. (p=0.002) 

İntranazal grupta, caspase-3 pozitif boyanan hücreler kontrol altgrubunda, AAH 

altgrubuna göre istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük saptandı. (p=0.002) 

   İntraperitoneal grupta, kontrol altgrubunun histolojik derecesi, AAH altgrubuna göre 

daha düşüktür ve bu düşüklük istatistiksel olarak anlamlıdır. (p=0.001) 

   İntraperitoneal grupta, apopitozis göstergesi olarak uygulanan TUNEL ile boyanan 

hücreler kontrol altgrubunda, AAH altgrubuna göre istatistiksel olarak anlamlı derecede 

düşük saptandı. (p=0.002)   

 İntraperitoneal grupta, apopitozis göstergesi olarak uygulanan caspase-3 boyası ile 

boyanan hücreler kontrol altgrubunda, AAH altgrubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

derecede düşük saptandı. (p=0.002) 

 

 5.2.Kontrol Grubu ile Tedavi Grubunun Karşılaştırılması 

   İntranazal grupta, kontrol altgrubunun histolojik derecesi LPS+Y-27632 verilenlere 

göre daha düşüktür ve bu düşüklük istatistiksel olarak anlamlıdır. (p=0.003) 

   İntranazal grupta, TUNEL ile boyanan hücreler kontrol altgrubunda, LPS+Y-27632 

verilenlere göre anlamlı derecede düşük saptandı. (p=0.002) 

İntranazal grupta, caspase-3 boyası ile boyanan hücre sayısı kontrol altgrubunda, 

LPS+Y-27632  verilen sıçanlara göre anlamlı derecede düşük saptandı. (p=0.002) 

   İntraperitoneal grupta, kontrol altgrubunun histolojik derecesi ile LPS+Y-27632 

verilenlerin histolojik derecesi arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık görülmedi. 

(p=0.196) 
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     İntraperitoneal grupta, TUNEL ile boyanan hücreler kontrol altgrubunda, LPS+Y-

27632 verilenlere göre anlamlı derecede düşük saptandı. (p=0.002) 

Apoptozis göstergesi olarak uygulanan caspase-3 boyası ile pozitif boyanan hücre 

sayısı kontrol altgrubunda, LPS+Y-27632 verilen sıçanlara göre anlamlı derecede düşük 

saptandı. (p=0.002) 

 

5.3.AAH Grubu ile Tedavi Grubunun Karşılaştırılması 

 İntranazal grupta, AAH altgrubunun histolojik derecesi, LPS+Y-27632 verilen 

sıçanlara göre istatiksel olarak anlamlı düzeyde yüksektir. (p=0.002) 

  TUNEL ile boyanan hücre sayısı, AAH altgrubunda, LPS+Y-27632 verilenlere göre 

anlamlı derecede yüksek saptandı. (p=0.002) 

Caspase-3 boyası ile boyanan hücre sayısı, AAH altgrubunda, LPS+Y-27632 

verilenlere göre anlamlı derecede yüksek saptandı. (p=0.002) 

İntraperitoneal grupta, AAH altgrubunun histolojik derecesi LPS+Y-27632 verilenlere 

göre istatiksel olarak anlamlı düzeyde yüksektir. (p=0.002) 

TUNEL ile pozitif boyanan hücre sayısı, AAH grubunda, LPS+Y-27632 verilen 

sıçanlara göre anlamlı derecede yüksek saptandı. (p=0.002) 

 Caspase-3 boyası ile boyanan hücre sayısı, AAH grubunda, LPS+Y-27632 verilenlere 

göre anlamlı derecede yüksek saptandı. (p=0.002) 

 

  5.4.İntranazal ve İntraperitoneal Grupların Karşılaştırılması  

    İntranazal ve intraperitoneal grupların kontrol grupları arasında, histolojik 

derecelendirme açısında istatistiksel olarak anlamlı fark yoktur. (p=0.141) 

  İntraperitoneal grubun kontrol altgrubundaki TUNEL pozitif hücre sayısı, intranazal 

grubun kontrol altgrubundaki TUNEL pozitif hücre sayısından fazladır. Bu fark istatistiksel 

olarak anlamlıdır. (p=0.002) 



 35 

    İntranazal ve intraperitoneal grupların kontrol altgrupları arasında, caspase-3 pozitif 

boyanan hücre sayıları açısında istatistiksel olarak anlamlı fark yoktur. (p=0.650) 

İntranazal ve intraperitoneal grupların AAH altgrupları arasında, histolojik 

derecelendirme açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmadı. (p=0.691) 

İntranazal ve intraperitoneal grupların AAH altgrupları arasında, TUNEL pozitif 

boyanmış hücre sayıları açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmadı. (p=0.096) 

İntraperitoneal grubun AAH altgrubunda caspase-3 pozitif boyanan hücre sayısı 

intranazal grubun AAH altgrubuna göre daha yüksektir, bu sonuç istatistiksel olarak 

anlamlıdır. (p=0.021) 

  İntranazal ve intraperitoneal grupların LPS+Y-27632 verilen altgrupları arasında, 

histolojik derecelendirme açısından istatiksel olarak anlamlı farklılık saptanmadı. (p=0.232) 

İntranazal ve intraperitoneal grupların LPS+Y-27632 verilen altgrupları arasında, 

TUNEL pozitif boyanmış hücre sayıları açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

saptanmadı. (p=0.063) 

İntraperitoneal grubun LPS+Y-27632 verilen altgrubunda caspase-3 pozitif boyanan 

hücre sayısı, intranazal grubun LPS+Y-27632 verilen altgrubuna göre daha düşüktür, bu 

sonuç istatistiksel olarak anlamlıdır. (p=0.002) 

 

   

 

 

 

 

 

 

 



 36 

6.TARTIŞMA 

   Çocukluk çağında akut respiratuar distres sendromu (ARDS) önemli bir hastalık ve 

ölüm nedenidir. Günümüzde geniş olanaklara sahip yoğun bakım ünitelerinin varlığına karşın 

ARDS’ye bağlı ölüm oranı % 40-60 olarak bildirilmektedir. ARDS’ye yol açan akut akciğer 

hasarı: bilateral pulmoner infiltrasyon, hipoksemi, nötrofil sekestrasyonu, pulmoner ödem, 

intravasküler koagülasyon ve endotelyal-epitelyal hücre apopitozisi ile karakterizedir (1-3). 

   Sepsis, akut akciğer hasarı veya ARDS açısından en önemli klinik risk faktörüdür (4). 

Gram negatif organizma endotoksininin patogenetik olarak septik ARDS ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (5). Çocuklarda da ARDS için en büyük risk faktörü sepsis olarak bildirilmiştir  

(39). ARDS gelişen hastaların %34’ünü sepsisli çocuklar oluşturmaktadır (39).  Yoğun bakım 

ünitelerinde yatan sepsisli hastaların en sık bulgularından birisi akciğer disfonksiyonudur. 

Sepsisli hastalarda akciğer disfonksiyonu gelişme riski %30 olarak bildirilmiştir (37).  

Deneysel akut akciğer hasarı modeli oluşturmak için mekanik ventilasyon, 

lipopolisakkarid uygulanması, canlı bakteri enjeksiyonu, hiperoksi, bleomisin verilmesi, oleik 

asit, çekal bağlama ve patlatma gibi yöntemler kullanılmaktadır (60). İntraperitoneal 

lipopolisakkarit enjeksiyonu akut akciğer hasarı oluşturulmasında en sık kullanılan 

yöntemlerden birisidir (60). Lipopolisakkarid, gram negatif bakterilerin dış membranında 

bulunan, lipid A ve tekrarlayan disakkarid dizilerinden oluşan glikolipid bir yapıdır. 

Lipopolisakkaridin biyolojik etkilerinin birçoğu lipid A’ya bağlıdır. Serumda 

lipopolisakkarid, lipopolisakkarid bağlayan proteine bağlanır. Bu kompleks, monosit, 

makrofaj ve diğer hücrelerde bulunan CD14/TLR4 reseptör kompleksini aktive eder ve 

inflamatuar mediatörlerin salınımını uyarır (61). Bu hücresel mediyatörler en sık akciğerde 

olmak üzere uç organ hasarının gelişmesine katkıda bulunurlar. Endotoksemi ile oluşturulan 

sepsis modelinde, akciğerlerdeki bulguların 2-4 saat gibi kısa bir sürede ortaya çıkmaya 

başladığı ve 18. saatte akut akciğer hasarının tipik bulguları olan nötrofil hücre infiltrasyonu, 

eritrosit ekstravazasyonu,  perivasküler ve alveolar ödemin gözlenebileceği bildirilmektedir 

(56,61). Bu araştırmada, sepsise bağlı ARDS modeli oluşturmak için yavru sıçanlara 10 

mg/kg intraperitoneal lipopolisakkarid enjeksiyonu uygulandı. Lipopolisakkarid 

enjeksiyonundan 24 saat sonra çıkarılan akciğer doku örneklerinde nötrofil infiltrasyonu, 

eritrosit ekstravazasyonu, perivasküler ve alveolar ödem formasyonu ve alveolar yapıda 

bozulmaların olduğunu saptandı. Bu bulgular, daha önce aynı uygulama yolu ve aynı 
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lipopolisakkrit dozu ile yapılan deneysel araştırmalar ile uyumlu olarak akut akciğer hasarını 

gösteren bulgulardır (56). 

Endotokseminin oluşturduğu akut akciğer hasarı patogenezinden artmış pulmoner hücre 

apopitozisi sorumlu tutulmaktadır. Yoğun bakım hastalarında yapılan çalışmalarda, akut 

akciğer hasarının artmış hücre ölümü ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (6-8). Deneysel sepsis 

ve ARDS modellerinde de, apopitosis inhibisyonunun yaşam oranını anlamlı derecede 

arttırdığı gösterilmiştir (9-13). Bu deneysel araştırmada da, endotoksemi ile oluşan akut 

akciğer hasarında apopitotik akciğer dokusu hücrelerinin akciğer hasarının derecesi ile orantılı 

olarak artmış olduğu saptandı.  

Laboratuar çalışmalarında apopitozisi saptamak için, Anneksin V, TUNEL, sitokeratin 

18 ve caspase-3 boyama gibi histokimyasal yöntemler kullanılmaktadır. TUNEL yöntemi 

hücre nükleusundaki DNA kırıklarını belirlemek için kullanılan bir yöntemdir (62-64). 

Apopitozisteki DNA kırıkları, nükleik asitin terminal ucunun TUNEL yöntemi ile 

işaretlenmesi ile saptanabilir. Fakat TUNEL yönteminin apopitozise özgüllüğü ile ilgili 

şüpheler vardır (64). Zira DNA kırıkları, apopitozisin dışında, nekrozda, mitoz bölünmedeki 

DNA rekombinasyonu, DNA replikasyonu, DNA tamiri, sıkışma ve gevşeme sırasında, doku 

elektrokoagülasyonunda, otolizde, dokuların laboratuarda fiksasyonu sırasında, H2O2 

uygulaması sonrasında, deterjan, proteinaz K ve mikrodalga maruziyetinde de 

görülebilmektedir (64). Apopitozis kaskatının son basamağı caspase-3’ün aktive olmasıdır. 

Aktive caspase-3, DNAaz aktivasyonu, mitokondriden proapopitotik proteinlerin salınması 

gibi hücredeki apopitozise bağlı oluşan morfolojik değişikliklerin enzimatik sürecinde rol 

oynar (65,66). Hücredeki caspase-3 varlığının gösterilmesi de apopitozis belirteci olarak 

kullanılan duyarlı bir yöntemdir. Her ne kadar literatürde caspase-3 ve TUNEL yönteminin 

özgüllüğü ve duyarlılığı net olarak belirtilmese de, yapılan çalışmalardaki bulgular TUNEL 

yönteminin caspase-3 ile karşılaştırıldığında duyarlılığının ve özgüllüğünün daha düşük 

olduğunu düşündürmektedir  (62-67). 

   Rho/Rho kinaz yolağı, son yıllarda üzerinde birçok inceleme ve araştırma yapılan ve 

birçok organ sistemini ilgilendiren birçok hastalığın patogenezinde önemli rol oynayan bir 

kalsiyum duyarlaştırıcı yolaktır. Rho küçük bir G proteinidir ve en önemli efektörü bir serin-

treonin protein kinaz olan Rho kinazdır. Rho’nun başlattığı bu kalsiyum duyarlaştırıcı sinyal 

mekanizmasının birçok fizyolojik ve patolojik süreçte önemli rolü vardır. Bu konuda 

çalışmalar, özellikle kardiyovasküler sistem ve solunum sistemi üzerinde yoğunlaşmış ve 
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yakın gelecekte yeni bir farmakolojik tedavi seçeneği olabilmesi açısından umut vaad 

etmektedir (21,45,46,47,54). 

Bu çalışmada, yavru sıçanlarda endotoksemi ile oluşturulan deneysel akut akciğer hasarı 

modelinde Rho kinaz inhibitörü Y-27632’nin hem intraperitoneal hem de intranazal yol ile 

uygulanması pulmoner hücre apopitozisini belirgin şekilde azalttığı saptandı. Rho kinaz sinyal 

yolağının Y-27632 ile inhibisyonunun üzerinde özellikle asetilkolin ve ovalbümin ile 

indüklenmiş deneysel astım modellerinde düz kas tonusunu azaltarak solunum yolu rezistans 

artışını inhibe ettiği gösterilmiştir (54). Ishizaki ve arkadaşlarının gerçekleştirdiği bir 

çalışmada Rho A ile aktive edilen Rho kinazın, hücre içinde stres fiberlerinin ve fokal 

adezyonların oluşumu ve düzenlenmesinde anahtar rolü olduğu gösterilmiştir (51). Bir başka 

güncel çalışmada oleik asitle oluşturulan ARDS modelinde Rho kinaz ekspresyonunun arttığı 

ve Y-27632 uygulanmasının akciğer hasarını önlemede etkili olduğu bulunmuştur. Aynı 

çalışmada Rho kinaz yolunun endotel aktivasyonu ve pulmoner bariyer disfonksiyonuna yol 

açarak ARDS’de akciğer ödeminin patogenezinde rol oynayabileceği belirtilmiştir. Bununla 

birlikte bu araştırmada Rho kinaz yolunun inhibisyonunun, pulmoner apopitozis üzerine etkisi 

incelenmemiştir (52). 

   Rho kinaz, hücre içi miyozin hafif zincir fosforilasyonunu düzenleyen önemli bir 

sinyal efektörüdür. Miyozin hafif zincir fosforilasyonu, aktin-miyozin etkileşiminin 

gerçekleşebilmesi için anahtar olaydır. Apopitozisin morfolojik aşamalarından membran 

tomurcuklanması, apopitotik hücre fragmantasyonu ve apopitotik hücre fagositozu miyozin 

hafif zincir fosforilasyonu ve aktomiyozin kontraksiyona bağımlı olaylardır (53). TNF ile 

indüklenmiş apoptosiste, Rho kinazın uyarılması, miyozin hafif zincir fosforilasyonunu 

arttırır, transselüler elektrik rezistansını azaltır, paraselüler gap proteini formasyonunu arttırır, 

stres fiberleri oluşumunu arttırır, tüm bunlar apopitozise uzanan olaylar dizisinin bir 

parçasıdır. Petrache ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada Rho kinaz yolunun hücre içi 

iskeletini düzenleyerek, apopitozis sürecinde membran tomurcuklanmasını sağladığı, Rho A 

GTPaz aktivitesinin inhibisyonunun TNF ile indüklenmiş hücre iskelet formasyonunu 

azalttığı saptanmıştır. Bu etki caspase-8 aktivasyonundan önceki basamakta gerçekleşmekte 

ve diğer mediyatörlerin aktivasyonunun engellenmesi ile sonuçlanmaktadır (19). Birukova ve 

arkadaşlarının gerçekleştirdiği bir başka çalışmada ise, aktin filamanı, mikrotübüller ve ara 

filamanlardan oluşan endotelyal hücre iskeletinin organizasyonunun, hücre şeklinin 

oluşturulması ve vasküler geçirgenliğin düzenlenmesi gibi görevlerde rol alarak astım, sepsis 

ve akut akciğer hasarı gibi birçok hastalığın patogenezinde önemli yeri olduğu ve Rho kinaz 
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yolunun bu hücre içi iskeletinin organizasyonu işlevinde önemli rol oynadığı gösterilmiştir 

(44). Diğer bir güncel araştırmada da, intravenöz E. coli endotoksini ile oluşturulan akut 

akciğer hasarı modelinde, bir Rho kinaz inhibitörü olan Y-27632 (10 mg/kg i.p.) 

uygulamasının akciğer parankimi içine nötrofil migrasyonunu azalttığı saptanmıştır (20).  

Bu çalışmada intraperitoneal ve intranazal Y-27632 uygulanan deney grupları kendi alt 

grupları içinde değerlendirildiğinde endotoksemi ile oluşan histolojik hasar ve apopitotik 

hücre artışını önlediği saptandı. Y-27632’nin uygulama yolu etkinliğinin değerlendirilmesi 

açısından intraperitoneal ve intranazal grupların tedavi altgrupları karşılaştırıldığında 

histolojik derece ve TUNEL boyama açısından iki alt grup arasında anlamlı fark saptanmadı. 

Fakat caspase-3 pozitif boyanan hücreler dikkate alındığında intraperitoneal uygulamanın 

apopitozisi inhibe edici etkisinin daha fazla olduğu görüldü. Yukarıda da belirtildiği gibi 

caspase-3 boyama yönteminin duyarlılığının daha fazla olduğu göz önüne alınırsa, 

endotoksemi ile oluşan akut akciğer hasarını ve pulmoner apoptozisi önlemede intraperitoneal 

Y-27632 uygulamasının daha etkili olduğu söylenebilir. Bununla birlikte, bu çalışmada 

sadece histopatolojik etkiler incelendi; sistemik yan etkiler değerlendirilmedi. 

  Literatürde bir Rho kinaz inhibitörü olan Y-27632’nin ağızdan, parenteral ve 

inhalasyon yolu ile uygulandığı çalışmalar bulunmaktadır. Parenteral uygulamanın, bazı 

çalışmalarda hipertansif sıçanlarda kan basıncını düşürdüğü, normotansif sıçanlarda  

hipotansiyona yol açmadığı belirtilmekte, bazı çalışmalarda ise normotansif sıçanlarda da kan 

basıncını düşürücü etkisi olduğu bildirilmektedir (69,70). Y-27632’nin düz kas hücresindeki 

hedefi sadece patolojik kasılma süreci olabileceği gibi normal düz kas kasılmasını da 

etkilediği yapılan çalışmalarda görülmüştür (23). Y-27632’nin ağızdan kullanılması sonucu 

da, uygulamadan 2-3 saat sonrasında hem ortalama pulmoner arteriyel kan basıncında hem de 

sistemik arteriyel kan basıncında ciddi oranda düşme gözlendiği bildirilmiştir (21). Y-

27632’nin suda çözünürlüğünün iyi olması, özellikle inhalasyon ile kullanımı açısından çok 

büyük bir avantajdır (23). İnhalasyon yöntemi ile daha az sistemik yan etki görüldüğü 

bildirilmiştir (23). Hedef doku akciğer olduğu takdirde inhalasyon yolu seçilebilecek en 

uygun yoldur. 

Biz araştırmamızda, literatürde üzerinde daha önce çalışılmamış bir konu olan, Y-

27632’nin yavru sıçanlarda endotoksemi ile oluşturulan akut akciğer hasarındaki apopitozis 

üzerine etkisinin intranazal ve intraperitoneal kullanımındaki farkını inceledik ve intranazal 

kullanımın da en az intraperitoneal kullanım kadar etkin olduğunu gördük. Bu bulgu konu ile 
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ilgilenen araştırmacılara daha yeni ve kapsamlı bir çalışma yapma konusunda yol gösterecek 

bir bulgudur. Konu ile ilgili daha geniş kapsamlı ve bizim ulaştığımız sonucu destekleyecek 

araştırmalara gereksinim vardır. 
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            7.SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

   Rho/Rho kinaz yolağı, insan vücudunda birçok fizyolojik ve patolojik süreçte rol 

oynayan önemli bir sinyal sistemidir.  

Literatürde Rho kinaz inhibitörleri özellikle kardiyovasküler sistem ve solunum 

sistemi hastalıklarında tedavi seçeneği olarak denenmiş ve çoğunda başarılı sonuçlar 

alınmıştır. 

 Bu araştırmada intranazal Rho kinaz inhibitörü Y-27632 uygulanmasının 

endotoksemi ile oluşturulan ARDS modelinde pulmoner apopitozis üzerine etkisinin, 

intraperitoneal kullanımı ile benzer olduğu saptandı. 

Bu, Rho kinaz inhibitörü Y27632’nin intranazal etkinliğinin, intraperitoneal etkinliği 

ile karşılaştırıldığı literatürdeki ilk araştırmadır ve bundan sonra bu konu ile ilgilenen 

araştırmacılara yol gösterecektir. 

  Yakın gelecekte Rho/Rho kinaz yolu inhibitörleri özellikle kardiyovasküler ve 

solunum yolu hastalıkları tedavisinde etkili bir farmakolojik ajan olarak kullanılacaktır. 

  İnhalasyon veya nebulizasyon yolu ile kullanım sistemik yan etkilerden korunmak ve 

kullanım kolaylığı açısından iyi bir seçenek olabilir.  
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