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OZET

AKCIGER KONTUZYONU OLU STURULAN RATLARDA
DEKSAMETAZON VE L-NAME’ iN AKUT AKC iGER HASARI UZER INE
OLAN ETK iLERI

Amag: Akciger kontuzyonlu hastalarda yapilmakta olan tedawilkatkida
bulunmak amaciyla pulmoner kontlizyon sonrasgasiiakcger doku hasarini azaltmak
icin potansiyel anti-enflamatuvar ajan olan dexamen ile bir NOS inhibitéri olan L-
NAME’'nin tedavide etki diizeyi agarilacak. Ayni zamanda CC-16 ve YKL-40'In
akciger kontizyonunda diagnostik ve prognostik bir patmen olarak yeri

degerlendirilecektir.

Materyal ve Metot: Arastirma kapsaminda 8 farklh deneysel rat grubu
olusturuldu. Her biri 10 adet 250-300 gr olan Spragwwvi2y cinsi ratlara
Raghavendran’in tanimlagiakciger kontiizyon modeli uygulandi. Kontlizyon sonrasi
verilen tedaviye bgli serumda; YKL-40, TNFe ve IL-10 dizeylerinin tayini ELISA
yontemi ile akagier dokusunda; iINOS ve CC16 analizi ise immunohistgksal olarak

gerceklatirildi.

Bulgular: Deksametazon ve L-NAME uygulamasi, kontliizyon gnuptia
INOS seviyesini azaltmaktadir. DXM, sham gruplaandKL-40 ve IL-10 sentezini
artirirken, kontiizyon olturulan gruplarda daha cok artgdtespit edildi. L-NAME,
akciger kontiizyonunda IL-10 agtiyapmaktadir.

Sonug: Steroidlerin akgier dokusunda, YKL-40 ve IL-10 ve CC-16 sentezini
artirmasinin akger kontizyonunda pnomoni, ALI/ARDS ve sepsis solasinin

onlenmesi bakimindan gerlidir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kontiizyon; CC-16; Deksametazon; iNOS; L-
NAME; YKL-40

Ahmet KOZAN, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Haziran-2015



ABSTRACT

THE EFFECTS OF DEXAMETHASONE and L-NAME ON ACUTE
LUNG INJURY IN RATS WITH LUNG CONTUS iON

Aim: Potential anti-inflammatory agent dexamethasorté e NOS inhibitor
L-NAME treatment effect level was investigated hesm contribute to the treatment
which is performed in patients with pulmonary caim. CC-16 ve YKL-40 were

evaluated as diagnostic ve prognostic parametdhgeifung contusions.

Material and Method: 8 different experimental rat groups each 10 number
were formed for research. Contusion model that Begihdran the defined was created
to sprague-dawley rats that each 250-300 gr weWKL-40, TNF-a ve IL-10 levels by
ELISA assay in serum; NOS and CC1l6 analysis wasfopeed by

immunohistochemistry in tissue.

Results: The level of iINOS is reduced by dexamethasone amMAME in
contusion groups. Synthesis YKL-40 and IL-10 are increased by Dexamethasone in
lung contusion groups more than sham groups. lislifcreased by L-NAME in lung

contusion.

Conclusion: YKL-40 and IL-10 and CC-16 synthesis are incredsgdteroids
in the lung tissue. Thus it can prevent developneémnomoni, ALI/ARDS and sepsis

after lung contusion.

Keywords: CC-16; Dexamethasone; iNOS; L-NAME; Lung Contusi¥iL-
40

Ahmet KOZAN, Ph. D. Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, June-2015



SIMGELER VE KISALTMALAR

ALl Acute Lung Injury (Akut Akcger Hasari)

AP-1 Activator Protein-1

NF-kB Nuclear Factor kappa B

ARDS Acute Respiratory Distress Syndrome

BAL Bronkoalveolar Lavaj

BASC Bronchioalveolar Stemcell

BH4 Tetrahidrobiopterin

BOOP Bronchiolitis Obliterans Organizing Pneumon
CaM Kalmodulin

CC-16 Clara Cell Protein-16

CHI3L1 Chitinase-3-Like-1

CINC-1 Cytokine-induced neutrophil chemoattractant
CSF Colony Stimulating Factor

CXCL10 Chemokine (C-X-C maotif) Ligand 10

DASC Distal Airway Stem Cell

ECM Ekstraseluler Matriks

ERK1/2 Extracellular Signal-Regulated Protein kses 1/2
ES Embryonic stem

GC Glukokortikoid

DAMP Damage-Associated Molecular Pattern

GR Glukokortikoid Reseptor

Vi



GRE Glucocorticoid Response Element

DXM Dexamethasone

ECM Ekstraseluler Matriks

ExMacs Exudative Macrophage

GFR Glomerdler Filtrasyon Hizi

GSH Glutatyon

HA HyaluraN

HE Hematoksilen-Eozin

HMGB1 High Mobility Group Box

HSP Heat-Shock Protein

ICAM-1 Intracellular Adhesion Molecule-1
IFN interferon

IL Interlokin

IP Intraperitoneal

IPF Idyopatik Pulmoner Fibrozis
KOAH Kronik Obstruktif Akcger Hastalgl
LC Akciger Kontlizyonu (Lung Contusion)
L-NAME N-Nitro, L-Arginin-Metil Ester

LPS Lipopolisakkarit

MAP Mitogen-Activated Protein Kinases
MIP-2 Macrophage Inflammatory Protein
MPO Myeloperoksidaz

Vil



MSC
M1

M2
NLR
NO
NOS
NR
PRR
PAMP
PGE2, PGI2
RANKL
ROS
RNS
SP-D
STAT3
TGFB
TLR
TNF-a
TNFR

vWi

Mesenchymal Stem cell

Inhibitor Tip Makrofaj

Iyilesme Tip Makrofaj

NOD-Like Receptor

Nitrik Oksit

Nitrik Oksit Sentaz

Nukleer reseptor

Pattern-Recognition Receptor
Pathogen-Associated Molecular Pattern
Prostaglandin E2/12

Receptor Activator of NF-kB Ligand
Reaktif Oksijen Turleri

Reaktif Nitrojen Tarleri

Surfaktan Protein D

Signal Transducer and Activator of Transtion 3

Transforming Growth Factop-

Toll-Like Receptor

Tumor Nekroz Faktor

TNFe Reseptorleri

von Willebrand factor
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1. GIRIS

Kint g&sis travmasl sonrasi aker kontlzyonunda sal inflamatuar
reaksiyon gelimesi ALI/ARDS, pndmoéni, multiple organ yetersglive olimle
sonuclanabilmektedir (Dewar ve ark., 2009). ALI/ARDgelsimine bali ylksek
morbidite ve mortaliteyi azaltmak i¢cin hayvan véenkt calismalar, akgger kontlizyonu
patogenezine katkida bulunan inflamatuvar mekanygmanlama Gzerinedir
(Raghavendran ve ark., 2009).

ALI hasar sonrasi, ilk 7 gunu takiben ekstdatifdiaz proliferatif faza gegi
olmakta, bunu fibrotik faz takip etmekle birlikteu bazlar i¢c ice gecrmgi durumdadir
(MacCallum ve Evans, 2005; Bhargava ve Wendt, 201P)oliferatif faz; travma,
akciger kontlizyon hasari, kronik aker hastaliklari ve ALI/ARDS'de 06nem
arzetmektedir. Post-kontlizyon 7. gunde; bryoller ¢cevresinde fibrozis vagi, insan
ARDS erken fibroproliferatif fazdaki patolojiyle Weamsal olarak ikkilidir
(Raghavendran ve ark., 2005; Matute-Bello ve @6038).

Akciger kontlizyonunda; kemokinler (CINC-1 ve MIP-2) vtolsnler (IL-6,
IL-1B) genel olarak 24 ve 48 saatte yuksek seviyede bkgiin inflamatuvar mediyator
konsantrasyonlari, 7. gunde temel dizeyine donrdeki@aghavendran ve ark., 2005;
Matute-Bello ve ark., 2008). ALI, inflamasyon 7.mgiiétrofil-dominant iken bu ginden
sonra lenfosit ve makrofaj-dominant inflamasyon solaya balamaktadir. 7. gin
kollajen miktari ve nitrik oksidatif stres pik yap& sabit diizeye ge¢cmektedir (Lee ve
ark., 2010). Akgter kontuzyonu, farkli kompartimandaki monosit vekméajlarin
immundisfonksiyonuna sebep olabilmektedir. Makdafajaki bu gecikmi bozukluk
ARDS ve pndmoni geimesine sebep olmaktadir (Perl ve ark., 2005). Méeksiytz
akciger hasar sonrasi, ExMacs 7. gun pik yapmaktadialitign (HA) fragmantlari ile
stimilasyon sonrasi anti-fibrotik kemokin (CXCL10)etmektedirler (Tighe ve ark.,
2011).

Akciger kontlzyonu, akger parankiminde hasar sonucu alveol duvarlarinin
bozulmasi ile karakterizedir. Bu hasar sonucu dérdaglukta 6dem ve kan toplanmasi
ile akciger yapi ve fonksiyon kaybi meydana gelir. Sonuctanig pulmoner vaskiler

rezistans, azalmakciger kompliyansi ve azalmgaz dgisimi olmaktadir.



Akut akciger hasari; pulmoner parankimde inflamatuvar cevdps aile
karakterizedir. Enflamatuvar cevapta; kan lokositia birikimi, doku makrofajlarinin
aktivasyonu, sitokin, kemokin, oksijen radikallesrgidonik asit metabolitlerinin seri

Uretimi s6zkonusudur.

Akciger kontlizyonu; pndmoni, akut ager hasari ve akut solunum sikintisi
sendromu (ALI/ARDS) gegimi icin onemli risk faktorii olup %10-25 arasi yiéks

mortaliteye sahiptir.

Yogun bakim unitelerinde travma hastalarinin énemliyizdesini olgturan
akciger konttizyonu, ALI/ARDS gejiminde o6nemli bir ylzdeye sahip olup bu
hastaliklarin tedavi maliyeti ¢ok yuksektir. Gerakortalitenin gerekse tedavi

maliyetinin azaltilmasi tlke ekonomisine ve ins@cigne katki sélayacaktir.

Akciger hasarini azaltmaya yonelik egabalar; (i) artmg inflamatuar
sitokin/kemokin dretiminin sinyal iletim yollariniyeniden dizenlenmesi (6zellikle
proinflamatuar sitokinlerin azaltilmasi, noétrofiifiltrasyonunun bloke edilmesi) ve (i)
oksidatif hicre hasarini sinirlamaya yonelik oksidatioksidan dengenin onarimi

olarak iki yonde odaklanrtir.

Bu iki perspektif Gzerinde temellendigiiniz calsmamiz da deneysel model
olarak akcger kontiizyonlu ratlarda, intraperitoneal yolla ulgnan bir anti-
enflamatuvar ajan dexametazon ile bir anti-oksidéan L-NAME'nin akut akcger

hasari Gzerine olan etkileri atauld1 ve tedavi edici etkingi degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Akciger

2.1.1. Akciger Hucre Yapisi

Fonksiyonel respiratuvar sistem; proksimal bolgdskea ve havayollari,
distalde brosgiyoller ve alveollerden okmustur (Rock ve Hogan, 2011). Akir;
vaskiler duz kas hcreleri, endotel hicreleri, ebydl hicreler, pnémosit, club cell,
noron, brogiyal diiz kas hicresi ve makrofajlar dahil pek cakre tipini icermektedir.

Brons epiteli; silier, goblet, bazal, néroendokrin veara cell hcrelerini
icermektedir (Fahy ve Dickey, 20103ekil 1). Silier hicreler; epitel ylizey ¢evresinin
korunmasini gdayan perisilier sivi tabakanin dizenlenmesini, izé&8nmesini
sgilayarak cevresel zararlilara kardogal immdinitede ilk adimi okiurur. Goblet
hlcreler; epitelin apikal yluzeyine mukus sekretenedrantler yapida hucrelerdir.
Distal havayollarinda club cell olarak ggmistir (Fahy ve Dickey, 2010). Clara cell
hiicreler; non-silier sekretuar hicreler olup cesfregararlardan havayollarinin
korunmasini sdar (Reynolds ve Malkinson, 2010).

Akciger rejenerasyonuna katki géayan hucreler; BASCs (bronchioalveolar
stemcells), DASCs (distal airway stem cells), ESnl{gyonic stem) ve MSC
(Mesenchymal stem cells) hicreleridir. Aker rejenerasyonunda ager “stem cell”
hiicrelerin katkisi, bu hicrelerin alveolar bélgeyEmesi ve gegieme mekanizmasi
ile olmaktadir (Weiss ve ark., 2011; Garcia ve ,@R12; Xian ve McKeon, 2012).

o Goblet Hiicre Clara cell
Silier
Kapiller

Hicre | | Tip II alveol hiicre
n TipI ‘
/Fibr‘oblas’r

i |
alveol
hijcr‘e\A

/ 6roendokrin
l Bazal Hiicre H Noron // Noroendok ‘ l

hicre
Brong Bronsiyol Alveol

Sekil 1: Respiratuvar sistem hcre tipleri

(Rock ve Hogan, 2011)’dan uyarlargtm)



Alveolar epitel; Tip | ve Tip Il alveolar epitelydlicrelerden (Tip | ve Tip Il
pndmosit olarak da adlandirilir) olup sirasiylaealvyiizeyinin % 96 ve % 4’Uniggal
eder. Tip Il hucreler, apikal mikrovili ve lamelletsimcik morfolojisi ile karakterize

alveolar k@ede lokalize kubik hicrelerdir (Mason, 2006).

2.1.2. Gaz Deisim Fonksiyonu

Alveolar bolge; insanin oksijen gereksinimi olannfjik 10-12 L hava
degisimini karsilamak icin kan ve hava arasindaskli kurmak tzere yapilansgtir.
Balon benzeri alveolar komponentler, olgun gkode 500 milyon civarinda olup
inspirasyon siiresince 150 iyiizey alani olgturmaktadir.

Lokal anatomik organizasyonda; kapillerler alveoll@yiran septalarin icine
akmakta, her kan damari iki alveol ile kontalglagarak her taraftan bir beslenme
sglamaktadir. Nefes gazinin difize ofdu hava-kan bariyer kaligh 1-pm
kalinhgindadir. Bu durum alveolar epitelyal hicrelerin fotmjik 6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir.

Alveolar yapi epitelyum tarafta kan-hava ara ylzagafindan uygulanan
yuzey gerilimi kollaps basing Uretir. Alveolar yyzegerginligi, pulmoner surfaktan
tarafindan dgirtlmektedir (Guillot ve ark., 2013). Surfaktan %®8id, %10 protein
kompleks kagimi havayoluna sekrete olana kadar Tip |1l hicrel&minar
cisimciklerde on-paketleme olmaktadir. Lipid suttakn major yapisi %75 fosfatidil
kolindir. Dort surfaktan protein tanimlangtr; SP-A, SP-B, SP-C, SP-D (Agassandian
ve Mallampalli, 2013). SP-A ve SP-D; hidrofilik lsayum-ba&imli lektinler olup dgal
immun sistemde major rol oynar (Chroneos ve afkl(32. SP-B ve SP-C ise hidrofobik

proteinler olup surfaktanin fiziksel yapisi icirasir (Perez-Gil, 2008).

2.1.3. Bariyer Fonksiyonu

Akciger epitelinin major rollerinden biri virts, alerjebakteri gibi ¢cevresel
toksinler ve mikroorganizmalara kardokuyu savunmak icin submukoza ve limen
arasinda fiziksel bariyer gérevi yapmaktir. Bu parin korunmasi; alveolar boiga
kan komponentlerinin infiltrasyonu ile alan ve bir basing gradiyenti ile regule edilen
¢ok ince bir tabaka olan alveolar yatak sivisi (Atdfrafindan sglanmaktadir §ekil 2).

Intersitisyum komponent ve alveolar shik arasinda molekiillerin

transepitelyal paraseluler ggidbariyer icindeki “tight junction” lar ile gdanmaktadir.



Pulmoner mikrosirkulasyon ve akeir intersitisyum icine alveolar kloktan
SIvl gegsi, cesitli kanallar ve pompalar tarafindan olmaktadirp Tive Tip Il alveolar
epitelyum hiicreleri; transepitelyal sodyum {Ngotasyum (K) ve kloriir'e (Cl) geck
izni veren transport proteinleri ile donanimhd&yni zamanda AQP (aquaporin)
proteinleri de lokalize olup su gerii salar (Toczylowska-Maminska ve Dolowy,
2012).

2.1.4. Immunmodiilatér Fonksiyon

Cssitli inhale cevresel materyaller ve patojenlere skamekanik bariyer
fonksiyonuna ek olarak alveolar epitelyal hicrelakcigerin inflamatuvar cevabini
aktive etmektedir. Alveolar epiteli gidi zararli durumlar altinda sayisiz molekdl

sentezlemektedir (Thorley ve ark., 2011).
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Sekil 2: Alveolar yapi

(Guillot ve ark., 2013)’dan uyarlangtir)

Akcigerler; surfaktan proteinlerin dretimi, IL-10 ve TgFsekresyonu ve
apoptotik hicrelerin fagositozunu iceren bir dinkdl islevler ile inflamasyonun

rezilasyonuna katilmaktadir (Takeda ve ark., 28@8i0 ve ark., 2012).

Havayolu epiteli, hiicre migrasyon ve proliferasyomaa iceren tamir sirecini
baslatmaktadir (Zahm ve ark., 1991).



2.2. Kint G6gus Travmasi

Acil travma hatalarinin %10’u kunt toraks hasarpoltravmatik olumlerin
%25’ ine de sebep olmaktadir (Locicero, 1989; Begk Agarwal, 1994).

Kint hasarlar; dimeler, motorlu ara¢ ya da motosiklet kazalari, Yyaiz
carpsmalari, patlamalar ve ger kint kuvvet mekanizmalari sonucundasolakta
(Wanek ve Mayberry, 2004; Miller ve Mansour, 20B&rnardin ve Troquet, 2012),
toraks beluguna kuvvet transferi ile kaburgalar, sternum, @éwaluk, intratorasik
havayollari ve akger parankimi hasaragtayabilmektedir. Bu hasarlar altta yatan
mekanizmaya k@ olarak kombine de olabilmektedir (Kiraly ve Seloer, 2010;
Bernardin ve Troquet, 2012). Ogtie plevral bgluktaki hasar sonucu; pnémotoraks,
hemotoraks gejebilmektedir.

Kint toraks hasar; intra-kraniyal, intra-abdominginal, ekstremite, pelvik
gibi ¢ssitli hasarlar ile kombine olabilen genel major trzadir.

Kint g&sis travmasi, uzamimekanik ventilasyon ve organ yetersimli
iceren %80 den fazla hastada respiratuvar komplddar (en dnemlisi ALI) gejmesi
gorulen bir durumdur (Miller ve ark., 2001). Hasanrasi pnémoni gglinesi mortalite
icin dnemli risk faktorudur (Battle ve ark., 201Razay takiben 2-3 gin icinde veya
sonraki gunlerde komplikasyon ggtesi siktir (Ahmad ve ark., 2010).

Kint gdsus hasarinin nispeten yaygin olmasi, morbidite wetatite oraninin
yuksek olmasindan dolayr komplikasyonlara katki glaygan  faktorlere
odaklaniimaktadir.

Klinik belirtilerin dogru tahmin edilememesi kiint gds hasarinda yam
kurtarilamamasi ile sonuclanmaktadir (Dubinsky, 74986derlund ve ark., 2014).
Pulmoner sistem hasarinin ilk gglendirmelerde tanimlanmasi acilsgen kurtarici
olmaktadir (Bernardin ve Troquet, 2012; Brasel ke, 2013).

Akciger kontiizyonu; kunt ggiis hasarinda sik gozikmektedir. Bu hasarlar;
akciger parankimi ve ggiis duvarina kompresyon veya hizli ygdaema kuvvetlerinden
kaynaklanmaktadir. Siklikla da arac kazalarindaatbadir (Bastos ve ark., 2008; Cohn
ve DuBose, 2010; Hamrick ve ark., 2010; Plurad, 1201



2.3. Akciger Konttizyonu

2.3.1. Epidemiyoloji

Akciger kontuzyonu (LC) ilk olarak 1761 de Morgagni'mapor etmesiyle
medikal literatlre girmgtir. Hastaneye kabul edilen akut travmalarin 1/Bint g@us
travmasi olgturmaktadir. Akgier kontiizyonu ALI/ARDS ve pndmoni ggiesinde
onemli bir riski faktéradir (Cohn, 1997; Miller vark., 2001).Yapilan bir cagmada
akciger konttizyonlu hastalarda ARDS insidansi %35, pnomidsidanst % 43
bulunmutur (Miller ve ark., 2001). Cger bir calsmada; akgier kontiizyonlu hastalarda
pndmoni gekme riski yuksek olup bu pupuilasyondaki insidansi0242’dir (Hudson
ve ark., 1995),sekil 3).

Mcl)(t;zrlaul:rrlag \ { ALVARDS
Carpismalar / Pnomoni

A . .
Akciger
\ Kontiizyonu
Dusmeler / Y \ Coklu Organ
/ \ Yetersizligi
Patlamalar y Oliim

Sekil 3: Akciger kontlizyonu sebep-sonughisi

Akciger parankimal hasar %20 @i tomografisine gore) tzerinde ise ARDS
gelisme riski %82'ye c¢ikmaktadir. Akger kontlizyonlu hastalarda sitokin
serbestlgmesi ARDS insidansi ile orantilidir. Agr kontlizyonunda sitokinlerin bu

roll terapotik uygulamalarda énemli olmaktadir (Btilve ark., 2001).

2.3.2.Kontlizyon Hasari Olusturan Etki

Kavlama etkisi (spalling effect); shearing kuveetltarafindan alveol ve
havayollarinin  bozulmasidir. Bu etki ile alveolawokd, &ir hiler yapilardan
soyulmaktadiricten patlama etki (implosion effect); darbe sontasing dalgasindan
alveol ve havayollarinda gazinsia genglemesine dokularin tepkisi olarak ifade
edilmektedir (CLEMEDSON ve PETTERSSON, 1953).



2.3.3. Patofizyoloji

Akciger kontlizyon patofizyolojisi; inflamasyon, argmialveolo-kapiler
permeabilite, pulmoner 6dem, ventilasyon/perflizgengesizigi, artms intrapulmoner
sant ve kompliyans kaybini icermektedir (Cohn vegZiE996), fekil 4).

Endojen ligandlar

Tip | hiicre
hasar

Fermeabilite
bozuklugu

Tip Il hiicre
e {
Sitokin, kernokirl hasarl e \

Shrfaktan %4
disfonksiy%nu

Alveolar makrofaj
aktivasyonu

Tip Il hilcre
apoptozisi

Fibroblast aktivasyonu

Sekil 4: Kontiizyon sonrasi alveoldeki ggiklikler

(Raghavendran ve ark., 2009)’dan uyarlagtmi

2.3.4. Histopatoloji

Akciger kontlzyonunda; intraalveolar hemoraji, alveatldmasi, hemoraji
gozlenmektedir. Postkontlizyondan 7 gin sonra iimradal fibroplastik plaklar ve
konjesyon odaklari organize edilmekte ve respiratiororiyoller etrafinda interstisyel
fibrozis go6zlenmektedir ki bu durum BOOP (bronchisl obliterans organizing
pneumonia) ile mikroskobik 0Ozellikleri bakimindaatarlidir. BOOP; havayolu ve
alveolar kanal icine granilasyon dokusunun prdifesimasi ile karakterize bir
durumdur (Epler, 2001).



2.3.5. Oksidatif Stres

Akciger kontiizyonunda hipoksemi ve vazokonstriksiyorogahezinde reaktif
oksijen ve nitrojen tdrleri (ROS/RNS) 06nemli rol ramaktadir. Akder
kontlizyonundan sonra superoksit ve peroksinitbi IOS/RNS artinin antioksidan

enzimler ile azaltiimasi kontraktiliteyi giirmekte ve vazorelaksiyonu ggirmektedir.

2.3.6. Akut inflamasyon

Akut akciger hasari; pulmoner parankimde gyo inflamatuvar cevap ile
karakterizedir. Direkt veya indirekt tetiklenmeyarylik olarak dgal inflamatuvar
cevap sonucu, sitokin, kemokin, oksijen radikajlesrgidonik asit metabolitleri,
komplement ve koagulasyon kaskadi komponentlegamen bir dizi farkli mediyatotrler
uretilmektedir (Ward, 2003; Piantadosi ve Schwa@04). LC-indukli travmatik doku
hasarinda pulmoner inflamasyon sonucu alveololapilinembran permeabilitesi
artmakta ve endotelyal ve epitelyal hiicreler boakmadir. Bu anormallikler alveolar
o0dem, surfaktan disfonksiyonu, ventilasyon-perfiizyioozukligu, azalmg akciger

kompliyansi, volumu ve hipoksiye yol agmaktadir gRavendran ve ark., 2009).

Notrofiller;

Notrofil ili skili LC hasar ary mekanizmasi tamamen aydinlatiimamimakla
birlikte alveolar epitelde nekrozis/apoptozis artizerinden olmaktadir (Ward, 2003).
Notrofil-indukli akcger hasari, siklikla oksidant aracilidir ve bozunalveolar sivi

transportu olgturmaktadir (McAuley ve ark., 2004).

Makrofajlar;

Alveolar ve interstisyel icine notrofil toplanmase alveolar makrofajlarin
aktivasyonu; proteinaz ve oksidantlarin serbgstési ile alveolar epitelyum yikimi ve
pulmoner vaskuler sizintiya sebep olur (Lienernke, 011; Seitz ve ark., 2011; Visser
ve ark., 2011). Alveolar makrofaj aktivasyonu; armflatuvar kaskad genlerini etkileyen
NF-kB ve AP-1 (activator protein-1) nukleer trardgeyonunu artirir (Guo ve ark.,
2002). Bu yola zit olarak STAT3 transkripsiyon faktinflamatuvar cevabin negatif
dizenleyicisi olarak ortaya cikar. I1L-10; anti-emflatuvar etkisini STAT3 yofa ile
yapmaktadir (Guo ve Ward, 2005; Tang ve ark., 2011)



2.3.7. Apoptozis

Ozellikle Tip Il pnoémositlerdeki apoptozisin LC las ¢ozilmesi veya
ilerlemesinde mekanik 6neme haizdir. Kinggé travmasindan sonra alveolar Tip I
hicreleri apoptozise guamaktadir. Apoptotik hicreler travmatize alveaker
birikmektedir (Seitz ve ark., 2008). Apoptotik hélarin c¢ikarilmasi makrofaj ve
dendritik hlcreler gibi fagositlerce olmaktadir fidsaka ve ark., 2003). Makrofajlar
apoptotik htcrelerle kadasinca IL-10 ve TGF-1 (transforming growth factorlipig
anti-enflamatuvar sitokinler serbestieek de iken TNFe veya IL-1B gibi
proinflamatuvar mediyatorler downregtle olmaktgdfioll ve ark., 1997).

2.3.8. Akciger Kontlzyonunda Toll-Like Reseptor

Alveolar epiteldeki TLR’ler cgtli sitokinler ve akut faz proteinlerin
aktivasyonunu gdar (Jiang ve ark., 2005). Pulmoner kontiizyondaebkle TLR2 ve
TLR4 aktive olmakta ve hasara inflamatuvar cevate! olmaktadir. Noninfeksiy6z
doku hasarina inflamatuvar cevapta TLR-aracili ainyolasl rol alir. Endojen
ligandlar, TLR2 aracigl ile akciger dokusuna nétrofil gegni induklenmektedir. TLR2
aktivasyonu ile kemokinlerin (CXCL1) ifadesi up-igg edilmektedir (Hoth ve ark.,
2007; Hoth ve ark., 2009). Non-infeksiy6z glan patogenezinde TLR’nin biyolojik
roli; konak savunmada (Inoue ve ark., 2000), &ldnpstaliklarda (Hayashi ve ark.,

2004) ve doku hasari ve tamiri (Pons ve ark., 2@0)larinda agaurilmakradir.

TLR ligandlart;

Infeksiydz ve noninfeksiy6z olarak iki gruba ayrgidgibi ekzojen ve endojen
olarak da siniflandiriimaktadirinfeksiyoz ligandlar; LPS, bakteri hiicre duvari
komponentleri icermektedir. Noninfeksiyoz ligandléiziksel akcger hasari ile aga
ctkmakta olup ekstraseluler matriks komponenentlegkrotik hicrelerdir (Kaisho ve
Akira, 2006; Noble ve Jiang, 2006).

Endojen TLR ligandlar; g#li inflamatuvar proteinler ve peptidler (Hsp60)
(Vabulas ve ark., 2001), High mobility group boxHMGB1) (Park ve ark., 2001),
bazi kolektin molekulleri (SP-A) (Guillot ve arkp02), memeli orjinli nukleik asitler
(Barrat ve ark., 2005), glikozaminoglikanlarin yrkitrtnleridir (hyaltran, HA)
(Termeer ve ark., 2002).
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Doku hasari suresince ekstraseltuler matriks (ECMhaver artmaktadir
(Laurent, 1998). Cozunebilir (soluble) HA makrofajl aktive ederek sitokin ve
kemokinlerin Uretimini stimile eder ve hasar bdiges inflamatuvar hicrelerin
birikmesini s&lar (Jiang ve ark., 2006).

IL-6, IL-1p ve kemokinler (MCP-1/CCL2, MIP-2, CINC-1/GRO/CXCL24
saatte pik yaparken post kontlizyon 7. gun basdimmektedir (Raghavendran ve ark.,
2005). 7. gun MCP-1 deki agtmortalite ile direkt ilgkilidir (Rosseau ve ark., 2000).
Bu durum akut ak@er hasari bdamasinda mekanik dnemdedir.

7. gun oksijenasyon (PaO2/FiO02), P-V mekanizmabijmin ve hicre sayisi
normalize olmaktadir. Akger volium azalmasi ve kompliyans 24. saatte maksimum
dizeyde olmaktadir. Bu mekaniksel bozukluk, sugaktdisfonksiyonu vagkini
gosterip havayollarina albimin ggcive alveolar 6dem okmasi birliktelik
gOstermektedir (Raghavendran ve ark., 2005). LCumdl ve hipoksi arasinda
korelasyon derecesine dair gklii raporlar vardir (Miller ve ark., 2001; Chrigtive
ark., 2003).

2.3.9. Tip Il hiicre ve surfaktan

Tip Il hiicreler surfaktan Uretimi ve metabolizmatkan sorumlu olup pulmoner
inflamasyon dizenlenmesinde ¢ok dnemdedir (Wrig8@4). Surfaktan kompozisyon,
yapl ve aktivitesindeki anormallikler ARDS/ALI hastrinda iyi tanimlanmakla birlikte

bu hastalarda ekzojen surfaktan verilmesi tedayader sglamaktadir.

2.3.10. Akciger Kontuzyon Modelleri

Ilk tanimlanan modellerden ultrasonik blast dalga iasar yapilarak
olusturulan model (Knoferl ve ark., 2003), silindirikgidik dusUrilerek sglanan
Raghavendran modeli (Raghavendran ve ark., 200§hd&¥@ndran ve ark., 2008), Hoth
ve arkadgarinin (2007) yayinlagh elektriksel kortikal darbe ile yapilan modeli (fHo
ve ark., 2007) icermektedir.
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2.4. ALI/ARDS

2.4.1. Epidemiyoloji ve Tanim

1967 yilinda Asbaugh ve arkatkrinca tanimlanan ARDS (Ashbaugh ve ark.,
1967), “American-European Consensus Conference Gueah tavsiyesi ile
ALI/ARDS Uzerinde isim birkgi saglandi.
icin PaO2/FiOZ300, ARDS icin PaO2/FiG200 ve pulmoner arter wedge basinci
(PAWPX18 olmasi tghis igin gereklidir (Bernard ve ark., 1994).

ARDS mortalite orani 1980’li yillarda % 64-70 ikson calgmalar bu oranin
%19-42'ye digtigiini  gostermekle birlikte strateji mortaliteyi sdiime Uzerine
kurulmwtur (Villar ve Slutsky, 1989; Zambon ve Vincent,&) Erickson ve ark.,
2009).

Akut akciger hasarli hastalarin go 7-10 gin icinde belirlenmektedir. Bu
zamana kadar hastalarin yarisi 6lmekte veya tekiesiimektedir (Brower ve ark.,
2000).

Uluslararasi konsensus tarafindan yapilan siniian@&RDS saptamada 7.
gunden 6nce akut Bangi¢ bulunmaktadir (Bernard ve ark., 1994).

Hastalgin olusmasini sglayan klinik faktorler; sepsis, pndmoni, travma,
pankreatitis, kan transfiizyonu, toksik gaz inhatasyur (Ware ve Matthay, 2000),
(sekil 5).

Travma \ 1 Alveolar kapiler membran hasari
Sepsis s /

— .
ALI/ARDS —{ Inflamasyon

infeksiyon // \

Diger Artmis permeabilite/pulmoner 6dem

Sekil 5: ALI/ARDS sebep-sonug¢ gkisi
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2.4.2. Histopatoloji

Erken akut akg@er hasari notrofilik alveolar infiltrasyon, hemoygprotein-
zengin pulmoner 6demin alwrdugu histopatoloji ile karakterizedir. Oksidan stres v
proteaz aktivitenin artmasiyla, surfaktan tretimidiismesinden dolay! atelaktazi cok
yaygindir. Elastaz, akger yapisinda alveolar-kapiler ve epitelyal-hicresana

olusturur.

2.4.3. Patofizyoloji

ALI; endotelyel ve epitelyal bariyerin @dmasina sebep olan akut
enflamasyon bozukluktur. Akut alggr hasari erken fazinda inflamatuvar seliler
infiltrasyon ve akagier icine ©6dem sivisi  birikimi, ventilasyon-perfinyo
uyumsuzlguna yol acmakta, sonugta hipoksemi tablosumbktadir. Akut akger
migrasyonunun artmasi gibi seltler 6zellikler ve-prflamatuvar sitokinlerin (IL-f,
TGFf), argidonik asit metabolitlerinin serbestteesi ile agia cikan soluble
komponentler ile karakterizedir (Matthay ve Zimmarm2005).

Mikrovaskuler endotel hasar argnikapiler permeabiliteye yol acar.
Permeabilite dgsikligi protein-zengin sivininin peribrgigovaskuler intersitisyum
icine efiizyonuna yol acar. Endotelyal hasar tesgiti vVWf (von Willebrand factor) ve
ICAM-1 (intracellular adhesion molecule-1) Gzerigaismalar mevcut (Flori ve ark.,
2007; Calfee ve ark., 2009). Transepitelyal néknafigrasyonu, inflamasyonun primer
faili olarak ALI'nin énemli bir 6zellgidir. No6trofiller hasar olgturan pro-apoptotik ve
pro-inflamatuvar mediyatorleri serbestiemektedir (Zemans ve ark., 2009). Notrofil
infiltrasyonu, akut inflamasyonun 6nemli belirtecid Notrofil Grinleri; elastaz,
kollojenaz, ROS ve sitokinler ARDS’li hastalardaiaryapmaktadir. Elestazlar ise
ekstraseliler matriks yikimini gercegtiemektedir (Dos Santos, 2008).

ALl ilerlemesinde o6nemli rol oynayan makrofajlar site mediyatorlerin
salinimini sglayarak dramatik proliferatif cevap glurmaktadir. Proinflamatuvar
mediyatorler (IL-PB, IL-4, IL-13) ve growth faktorler (TGR; TGF, epidermal
growth faktorler) sekrete etmektedir (Reynolds,200L-6, IL-8 ve TNFea'nin plazma
dizeyinin direncli yuksekdi, gticli mortalite tahmini okturmaktadir (Meduri ve ark.,
1995; Parsons ve ark., 2005) .
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Biri digerine tight junction ile bgi Tip | ve Tip Il hicreler epitelyal bariyeri
olusturur. Akciger hasarinin akut fazi boyunca membran permeaideki arts
protein-zengin sivinin alveolar foga gecmesine yol acar. Ayni zamanda bu
hiicrelerdeki hasar Nakanallari ve N§¥K* ATPaz pompasinda bozuk yol acar
(Ware ve Matthay, 2000). Epitelyal tamir strecirfidp Il hiicrelerin fonksiyon kaybi,
disorganizeye ve fibrozise yol agar (Bitterman, 299

Endotoksin, ozon maruziyeti, akut hipoksik asit iesgyonu, bleomisin
verilmesi ve dier desisikliklerin sebep oldgu ALI/ARDS deki endotelyal hasar ve
oksidatif stresten NO/INOS sorumlu ofgltna dair pek ¢ok c¢ama bulunmaktadir
(Kristof ve ark., 1998; Evgenov ve ark., 2000; laoe ark., 2000; Wang ve ark., 2002;
Agorreta ve ark., 2003; Razavi ve ark., 2004; Gesewe ark., 2005).

2.4.4. 1Inflamasyon

ARDS’de tanimlanan U¢ faz; inflamatuvar veya eksfidgroliferatif ve
fibrozisdir. Eksudatif faz; diftiz alveolar hasae ikarakterize, epitelyal ve endotelyal
hiicrelerden serbes§len fektorler hiicre 6lumu ve hasari gilumaktadir. Alveollerin
proteindz eksuda ile dolmasi sonucu gagigei bozulmaktadir. Proliferatif faz;
alveolar Tip Il ve fibroblastlardaki fenotipik g@miklikler ve proliferasyon ile
karakterizedir. Fibrotik faz; normal ak@r yapisinin kaybolmasi ve diftiz fibrozis ile
karakterizedir.

Fibroproliferatif fazi eksudatif fazdan ayiracak esgik bir 06zellik
bulunmamaktadir. Akut akgeér hasar tedavisinde fibroproliferatif faz (zerinde
odaklaniimgtir (Meduri ve ark., 1991; Meduri ve ark., 1994).

2.4.5. Tamir ve Remodelling

Son calmalar ALI/ARDS'da fibroproliferasyon gelmi Uzerine
odaklanmaktadir. Bu yiizden fibroproliferasyon geline katkida bulunan hicresel ve
soluble faktorler, matriks depozitleri, hicre o6limiliceren remodelling ve tamir
mekanizmasinin argdmasi 6nemlidir (Dos Santos, 2008). ARDSslaagicinda
alveolit fibrozis siireci 6nem arzetmektedir (Matsiva ark., 2000).inflamasyon ve
tamire katilan ALI genlerindeki transkripsiyonele@, hasar okumunda c¢ok erken ve
farkl ifade olmaktadir (Wesselkamper ve ark., 2005

14



Pek cok mediyator her iki sirecte de bulunur ki dauum hasar ve tamir
durumundaki cegkileri iyi ortaya koymamizi gerektirmektedir. Alvieo membran
soyulmanin oldgu difiiz alveolar hasar, ARDS icin karakteristiktir.

Tamir; dggal parankimal hiicrelerin yenilenmesi ve defektlditimoblast doku
ile doldurulmasi sdrecidir. Verimli alveolar epital tamir, fibrozis gekimini
disUrebilmelidir. Bozulmy veya gecikmi reepitelizasyon proliferatif kapasitenin
kaybi, dgismis apoptozis ya da inefektif alveolar hiicre difergasyon ve migrasyonu
ile sonuclanir.

Epitelyal tamir; alveolar Tip Il hucreleri ile mezddmal hicreleri de iceren
¢esitli hucreler arasindaki etkigem ve koordinasyonu gar. Endotelyal hicreler ve
ekstraselller matriks reepitelizasyon surecindeedér bgluga csaitli soluble
mediyatdrlerin birakilmasi ile koordinasyorgkamaktadir.

Inefektif tamir ve patojenik fibrozis; ciddi alveolanembran soyulmasindan
sonra apoptotik veya nekrotik 6lumden kaynaklarark$iyon kaybi ile olgmaktadir.

ARDS c¢o6zilmesinde ve tamirinde mezenkimal hiicnelapgoptozisi temeklev gorir.

2.5. Immiin Sistem

Inflamasyon; yabanci antijen veya patojen algilannaagizyolojik cevaptir.
Inflamatuvar stimulusa cevap olarak lokosit infétyanu ve vaskuler d@gikliklerde
sitokin, kemokin, adhezyon molekulleri, reseptoriee enzimlerin argt Kkritik
adimlardir (Newton ve Dixit, 2012).

Memelilerde immun sistem, @al ve kazanilmyimmun sistem olmak tzere iki
kisma ayrilmaktadir. Ol immun sistem doku hasari veya infeksiyona cevapitik
Onemdedir. PRRs (pattern-recognition receptoragribg ile dosal immin sistem;
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) R24&8Ps (damage-associated
molecular patterns) gibi korunmyapilarin algilanmasi ile derhal aktive olmaktadir
(Akira ve ark., 2006).

Kazanilmg immun sistem, immunolojik hafizanin yardimiylaigmt spesifik
B ve T hicrelerince spesifik patojenlerin noétralizelilmesini ifade eden ikincil

savunma hatti olarak hizmet gérir (Pancer ve CoQ086).
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2.5.1. Siniflandirma

1) Kazaniimg immun sistem; nispeten yaya ve antijen spesifiktir.

2) Dogal immin sistem; hizhidir, reseptérler ve molekiilmiin cevapta
onemlidir. D@al immuin sistem mekanizmasi; major travmadan scagdler icinde
inflamasyonun erken fazini fatir (Keel ve Trentz, 2005)nfeksiyoz patojenlere kgr
ilk savunma hattini okturmaktadir.

a. Humoral dgal immin cevap

i. Komplement ve
ii. Koagulasyon kaskad sistemi
b.  Seluler dgal immun cevap
i. Non-myeloid hucreler; cevresel etkiler ile indukden epitelyal
hicreler ve fibroblastlar
ii. Myeloid hat hicreleri; notrofil, eozinofil, bazaqfidendritik hticre,
platelet, monosit, makrofaj gibi farkli fonksiyonolan hicreleri

icermektedir (Koenderman ve ark., 2014).

2.5.2. Travma-indiikli Sinyal Molekiilleri

Travmatik hasarda akut inflamatuvar cevabi indigkelyr (Lippross ve ark.,
2012). Travma-indukli immdn cevap, lokale sinidalaldigi gibi multiple hasarli
hastalarda massive sistemik immun aktivasyon ilesaleuclanabilir (Stahel ve ark.,
2009). Son yillarda tanimlanan ve travmatik etkiimdiklenen “ilk vurg (first hit)”
olarakda adlandirilan DAMPs bir cephane gibi imrhiierelerin reseptdrleri tarafindan
taninan tehlikeli sinyaller stper ailesidir (Kotd006; Bianchi ve Manfredi, 2009).
DAMP’lar; PAMPs ve “alarmins’leri induklemektediB{anchi, 2007). “Alarmin”ler
doku hasarindan orjin alan non-patojen kaynakliikel sinyallerdir. Alarminlerin
klasik markirlari; HSPs (heat-shock proteins), amme defensins, S100 protein ve
HMGB1 (high mobility group box) proteindiimmiinolojik komponenetler; alarmin ve
DAMP lari kendi ylzeylerindeki reseptorler (TLR gille tanir (Zedler ve Faist, 2006;
McGhan ve Jaroszewski, 2012).

Doku travmasindan sonra erken safha; noétrofil aktonu, toplanmasi ve
kompleman aktivasyonunu iceren immun sistemin selié molekiler efektdrlerinin

aktivasyonu ile karakterizedir (Keel ve Trentz, 208tahel ve ark., 2007).
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2.5.3. Kompleman Sistem

Major enflamasyondan sonra erken fazdgalammuin sistemin 6nemli efektor
temsilcisi olarak kompleman sistem gézikmektedinmpleman sistem; fagositoz ile
patojenlerin kaldiriimasinda kritik rol oynar (Sehive Barnum, 2006; Griffiths ve ark.,
2010). Travma-indukli akger inflamasyonunun patofizyolojisinde kompleman
aktivasyon urunleri (C5a gibi) 6nemli rol alir (& ve ark., 2008).

2.5.4. Notrofiller

Notrofiller; erken posttravmatik immin cevabin “ater efektdr” hicresi
olarak kompleman aktivasyonu ile glurulan humoral immun cevaba hiicreselsker
olarak slev gormektedir (Neher ve ark., 2011). Notrofilleasardan sonra dakikalar
icinde ve birka¢ gun, hasarli dokunun temizlenm@sine immunolojik savunmada
onemli rol alir. Sitokin, kemokin, ROS ve MPO gildoku-toksik enzimlerin
serbestlgmesini sglar (Osterloh ve ark., 2009; Wink ve ark., 2011).

2.5.5. Monositler

Immin cevapta buyik miktarda sitokin Uretmektedidéaracgerde kuppfer,
akcigerde alveolar makrofajlar gibi géi dokularda spesifik makrofajlara diferansiye
olmaktadir (Terry ve Miller, 2014). Akut ve kronikflamasyon suresince monosit
popillasyonunda buyuik gigiklikler olmaktadir. Bu dgisiklikler, travma hastalarinda
inflamatuvar komplikasyonlarindan dolayr akut inflasyonda tani araci olarak
kullaniimaktadir (Hietbrink ve ark., 2011; Hietbkine ark., 2013).

2.5.6. Makrofajlar
Monosit orjinli ve kandan farkli dokulara go¢ edeiicrelerdir. Belirli doku
bdlgelerinde spesifik monositler, lokal sinyallecevap olarak doku makrofajlarini

olusturmaktadir. Sirkilasyonda iki benzersiz monogiutugu bulunmaktadir.

Temel monositler, akgerdeki denge durumu (steady-stagatlarinda dokuya

inflamasyonu strecinde CCR2gmli mekanizma ile aktif makrofajlari (ExMac)

olusturmaktadir (Geissmann ve ark., 2003).
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Makrofaj iyilesme-tip M2 ve inhibitoér-tip M1 olarak da adlandir{Wynn ve
ark., 2013; Mills ve Ley, 2014). M2 iyieneye cevapta ornitin ve blyumeyi uyarici
molekiller aracilik ederken (Munder, 2009), M1l/witbrde ise NO ve hicresel
oldirme aktivitelerinin tgvik edilmesi aracilik eder (Nathan, 1992%€f yara steril ise
makrofajlar NO dretimini durdurur, nétrofil migrasyu sonlanir. M2/ornitin veya
M1/NO vyara iyilamesinde ve konak savunmada o©nemli rol Ustlenen tdafek
molekdllerdir (Mills ve ark., 2014).

2.6. Steroid

2.6.1. Tanim

Kortikosteroidler, glukokortikosteroidler (GC) ya dasitce steroidler olarak
da adlandiriimaktadir. Hava yolu hastaliklariniflanasyon tedavisinde yaygin olarak
kullaniimaktadir (Barnes ve ark., 2006). GlukoKastdlerin anti-enflamatuvar etkisi
1940 yihinda tanimlanip gal veya sentetik anti-enflamatuvar olarak diinyaetjade
recete sinifina girdi (Clark ve Belvisi, 2012).

GC’ler lipofilik yapisi dolayisiyla plazma membradan serbestce diflize
olmakta, ligand-b@amli transkripsiyon faktorlerinin nikleer resep{®R) stper ailesi
dyesi glukokortikoid reseptériin (GR) aktivasyonel étkilerini gostermektedir (Evans,
1988).

2.6.2. Etki Mekanizmasi

Kortikosteroidler; antienflamatuvar ve immunsuptresiki mekanizmalari
icermektedir. Plazma ve mitokondriyal membran il&kileserek membran-kh
proteinlerin  aktivitelerini  dgistirir.  Sitozolik cGR bglanarak inflamatuvar
mediyatdrler tarafindan ojturulan membran-Itgh fosfolipidlerin serbestlgnesi inhibe
edilir. GC’ler, hemen hemen bittin immin sistem ai@min aktivasyon durumu veya
diferansiyasyonu etkileyebilmektedir. GC’ler spisihiicrelerde immuin sistem veya
sistemik infeksiyonun hiperaktivasyonu ile seluler transkripsiyonel diizeyde etki
eder.

Uzamg GC maruziyeti, makrofajlarda fagositik aktviterdegismesi ile anti-
enflamatuvar cevabin uyariimasi, doku tamiri vepapiik hicrelerin cikariimasi ile

inflamasyonun ¢6zilmesine katkida bulunur (Busi#oCidlowski, 2013).
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Inflamasyon fazi ggtli kimyasal yollari iceren aktif bir surectiinflamatuvar
bblgedeki notrofil  toplanmasinin  baskilanmasi, bktd lipidlerin  sekresyonu
rezilasyonda bazi anahtagarietlerdir. GC’ler seliler ve molekuler dizeydeki b
surecleri etkilemektedir (Serhan ve ark., 2007).iG@sir1 konsantrasyonlarinin ga
sisteme zararli olmasina graen fizyolojik dizeyi dokunun normal gghni icin
onemlidir (Henneicke ve ark., 2014).

GC, bazi dokularda reseptérlereglzammadan 6nce iki enzim ile etkjlen
gecirir. Bunlar, 1B-hidroksisteroid dehidrogenaz tip 1 (BHSD1) ve tip 2 (11-
BHSD2)dir. inaktive eden enzim (1AHSD2), bobrekte GR reseptorlerinin
aktivasyonunu Onlerken aktive eden enzigedicggu dokuda bulunmaz.

TLR1-10 (Toll-like receptors); PAMP etkjen ve algilanmasinda kritik rol
oynar. TLR; AP-1, NF-kB ve IRF, transkripsiyon fakerin aktivasyonunu gtayarak
sinyal kaskadini indikler. GC’ler, endojen inhibigiin (MKP-1) indiksiyonu veya
AP-1, NF-kB ve IRF inhibisyonu aragil ile TLR aracili sinyali stprese eder
(Chinenov ve Rogatsky, 2007). Proinflamatuvar miliekinin serbestlgnesi,
inflamasyon siresince sinyal kaskadinigldrasi ve AP-1 ve NF-kB transkripsiyon
faktdrlerinin aktivasyonu ile olmaktadir. GC’lerianti-enflamatuvar etkisiyle ilgili
arggtirmalarin ¢@u bu yolak tGizerine kurulmaktadyekil 6).

Sitokinler
\

" "~ _| Glukokortikoid
reseptor
MAPK |-

Fosfolipidler

}
| '
‘@ Arasidonik asit

Prostoglandin ~ Lokotrien

inflamasyon

Sitokinler

Sekil 6: inflamatuvar yolaklara glukokortikoidlerin etki makamasi

(Bush, 2012)’den uyarlangtir.
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Kromatinde GC-bgh reseptor kompleksini taniyan bodlge, GRE ve AP-1
(glucocorticoid response elements) ile eyalek transkripsiyonel fonksiyonunu
gosterir. TNFe iliskili genler down regule edilmektedir.

NLR (NOD-like receptors), PAMP ve DAMP’lerin herigine cevap olgturan
intraseliler PRR ailesinin bir 0Oyesidir. GC'ler, eflikle makrofajlarda NLRP3
ekspresyonunu dizenler (Busillo ve ark., 2012). y&&sek dizeyi RANKL (receptor
activator of NF-kB ligand) proteinlerinin tretimistimile etmektedir (Sivagurunathan
ve ark., 2005).

Hizli olan, non-genomik GC etkileri, son zamanlatdaimlanmakla birlikte
yolaklar1 az bilinmektedir. GC’lerin gen transkriypsnunun dizenlenmesindeki pozitif
veya negatif etkileri GC'e maruziyet ve konsanttasy b&l olarak gen
transkripsiyonu dinda farkli durumlari induklemektedir (Strehl vé&.a2011).

2.6.3. Deksametazon

Deksametazon glukokortikoid reseptorlere kortizold#aha etkin bdanir.
Geng bir yan etki spektrumuna sahip olmasingmman hala en guvenilir ilaclardan
biridir. 9-a-flor, 16-a-metil, 21 fosfat gruplari ile “A” halkasinda 1 2ekarbon atomlari
arasinda ekstra cift Baicermektedir. Deksametazon sodyum tuzu hidrofdiellik
sagilar (Urbanska J ve ark., 2014§gkil 7).

Sekil 7: Deksametazon 21-fosfat molekul yapisi
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2.6.4. Steroidler ve Akciger Hasar Tedavisi

Akut akciger hasarinin kortikosteroidler ile tedavisindgksdim yarari nadir
olmasina rgmen, gaz désimi ve hemodinamik stabilite acisindan bazi yararla
salayabilmektedir (Wheeler ve Bernard, 2007).

Septik sokun salik ettisi erken ARDS hastalarinda 7 gun sdk doz
kortikosteroid kullanimininin mortaliteyi diirdisti rapor edilmgtir (Annane ve ark.,
2006). ARDS'li hastalarin kortikosteroidler ile #adsinde inflamatuvar sitokinlerin
(IL-1B, TNF-a, IL-6, ve IL-8) duzeyi démektedir (Headley ve ark., 1997).

Akut akciger hasari riskli hastalarin tedavisinde glukokaritkkullaniminin
hastalik frekansini azaltmamasi (Luce ve ark., 1988 erken tedavinin karisiz
olmasina ramen direncli akut akger hasarli hastalarin kurtariimasinda kortikosteroi

kullanimi buydk ilgi cekmektedir.

2.7. CC16

2.7.1. ClaraCell

Akciger, organlara hava iletiminin ve gaz gdgém sisteminin oldgu bir
organdir. Hava iletimini ggayan havayollar kolumnar epitel ile gib olup siliar
hiicreler ve non-silier sekretuvar Clara cell higmniel icerir (Boers ve ark., 1998). Daha
cok distalde, terminal brgiyoller de epitelin yaklsk %22’si Clara cell tarafindan
désenmitir (Boers ve ark., 1999).

Clara cell hucreler, Clara cell sekretuar proteirnleetmektedir. Genel bir
adlandirma olarak CCSP kullaniimakla birlikte, CC1&€C10, sekretoglobin,
uteroglobin de kullaniimaktadir. Bu proteinler hgicylzey sivisi olarak cevresel
stimuluslara cevap olarak gorev yapar (Stripp ke, @002).

Clara cell hicreleri zararli inhale substantlareto#tsifiye edilmesini sdayan
stokrom P-450 enzim sisteminin kagndir (Stripp ve ark., 1996). Pulmoner epitelyal
bariyer, yaamin her guni gepbir pulmoner irritana maruz kalmasi dolayisiylaesili
tamir ve rejenerasyon gecirmektedir. Hlicre hasaniarn tamir kapasitesinismasi,

akciger hasari ile sonuglanir.
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2.7.2. CC16 Yap! ve Fonksiyonu

CC16; Clara cell’'den sekrete edilen disulfit kogrilomodimerik protein olup
hiicre ytzey markiri olarak ifade edilmektedir. Gémomozom 11q12.3-13.1'de
lokalizedir (Wang ve ark., 2003; Celli ve Owen, 3D1CC16; 16 kDa kucuk bir
protein, airi 1sI ve pH'a kayi stabil, proteazlara ksr rezistans gosteriricerdisi
hidrofobik cep lipofilik ligandlara hizmet eder (§ip ve ark., 1996).

CC16; normal durumlarda havayolu bakiminda, hasarasi ise tamir ve
yenilenme de 6nemli rol alir (Wong ve ark., 2008§. olarak renal yetersizli olan
hastalarin idrarinda tanimlanan CC16, daha soruigeaklavaj sivisinda purfiye edildi.
Prostat, bobrek endometriyum gibi ekstra pulmorekuthrda da uretilmesine gaen
akcigerden 20 kat djiilk dizeyde ifade edilmektedir.

2.7.3. CC16 ve Sirkilasyon

Serum CC16 adi; pulmonar epitel permeabilitedeki artiBAL sivisindan
seruma artmgi CC16 transportu, CC16 dretim artli renal klirens azalmasi ile
olusmaktadir (Lakind ve ark., 2007). Algar epiteli hasara gradginda epitelyal
bariyerin gecirgengiinin artmasiyla CC16 serum duzeyi artmaktadirgediyandan
Clara cell hucreleri iceren alveolar hasarda CCiigegli azalmaktadir (Reynolds ve
ark., 2004). D&k molekdler girlikli proteinlerin plazma klirensinden major sorlw
organ bobreklerdir. CC-16 vaskiler kompartiman kotmsyonunun GFR’dan
etkilendigi gortlmektedir (Hermans ve ark., 2003). CC16, prer epiteli kaplayan
sivida 100 mg/L, ekstrapulmoner sivida 15 pg/L(Biroeckaert ve ark., 2000).

2.7.4. Biyomarkir olarak CC16

Akciger hasarinin klinik monitorizasyonunda aiesi epiteline spesifik kiicik
proteinler, biyomarkir olarak kullaniimaktadir. Buniftaki proteinler; Tip Il epiteli
spesifik proteinleri (KL6, SPA ve SPD), Tip | epitenembran proteinleri (HI56) ve
Clara cell spesifik proteinleridir (CC16). Alveolkapiller bariyerin fizyolojik
kisitlamasi, 10-20 kDa makromolekulleri gecirir (R@ns ve Bernard, 1999). CC16,
yuksek derecede soluble olmasi ve sirkilasyonaykkla difiize olmasi Olcimunu
kolaylastirmaktadir. CC-16, zaman-panli ditrnal varyasyon gdsteggnden bu
durum, bir biyomarkir olarak kullanilirken g6z omi@n bulundurulmaldir. Epitelyal

hasarin derecesine gore a@ari spesifik proteinlerin gegiolmaktadir.
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ARDS de akgier hasari alveolar kapiller bariyerin boyut seleldaybini
indukler. ARDS bglangicinda serum CC16 yuksedli bobrek yetersizfii olmayan
hastalarda kotu klinik sonug gostergesidir (Lesaiaxk., 2006).

2.8. YKL-40

2.8.1. Memeli Kitinazlari ve Kitinaz-Like Proteinler

Bu proteinler, Glyco-18 domain icermektedirleseKil 8). Glikozil hidrolaz
ailesi 18 grubuna dabhildir ve kitin hidrolizini ladizler. Bir polisakkarit olan Kkitin,
mantarlardan bakterilere kadargdola ¢cok bulunmasinagaen memelilerde endojen
kitin bulunmaz.

Insanda glyco-18 domain igceren Gitg@rotein bulunmaktadir. YM1/YM2'de
arastinlimaktadir. Memelilerde bu proteinlerden yalrmazasidik memeli kitinaz
(AMCase) ve kitotriozidaz enzimatik aktivite gosteryKL-39, YKL-40, SI-CLP ve
YM1/YM2; tamamen Glyco-18 domain icerirken OviduMUC9; Glyco-18 domain
ve O-glikozilasyon bdlgesi icerir. YKL-39, YKL-40,SI-CLP, YM1/YM2 ve
oviductinin katalitik bolgedeki kritik aminoasitierenzimatik aktiviteyi kisitlamaktadir.
Kitotriozidazlarin katalitik merkezindeki glutamilasit, I0sin ile yer da&stirmistir.
Boylece kitin bg@lanmasi zorlgmaktadir. Memelilerde kitinaz ve kitinaz benzeri
proteinler makrofajlar, notrofil, epitel hicresi, odrosit, sinovyal hicrelerde

Uretilmektedir. Ekspresyonunusii sitokinler ve hormonlar yapmaktadir.

sioLp I Giko-18 domain
|:| Kitin baglayan domain
YKL-39 [ o-glikozillenme bolgesi
22 357 385
viiao e W/ Kataltic beige
YM1

136-140

\/

Kitotriozidaz
\/

AMCase ey |

Owiduktin  E==

Sekil 8: Gliko-18 domaini iceren insan kitinaz ve kitinakdiproteinler sinifi

(Kzhyshkowska ve ark., 2007)’dan uyarlanmistir.
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2.8.2. Tanim ve Yapi

YKL-40; human cartilage glycoprotein-39 (HC gp-39hitinase-3-like-1
(CHI3L1) olarak da adlandiriimaktadir. YKL-40; iblsteosarkom hicrelerinden sekrete
edilen 40 kDa protein olarak fedildi (Johansen ve ark., 1992). YKL-40; sinoviyal
hiicreleri, artikiler kondrositler, alveolar makitda notrofiller broiyal ve kolonik
epitelyum tarafindan sekrete edilmektedir (Kawadank., 2007).

Insan YKL geni CHI3L1 kromozom 1g31-g32’da lokaliz¢@lehli ve ark.,
2003). YKL-40'daki harfler; G¢ N-terminal aminoasgminden turemnstir (Y(tirozin),
K(Lizin), L(L&sin)).

Kitinazlarin yapisinda bulunan+p folding domain korunmgiur. YKL-40
katalitik reziduleri Asp117 ve Glull9 yerine Alal%€ Leull9 d@smesiyle katalitik
aktivitenin kaybolmasina yol acghtr. Bunula birlikte YKL-40, aromatik reziduler
korunmakla birlikte 9eker bg&layan altbirim ile kitin bglayabilmektedir (Fusetti ve
ark., 2003). Kitin bglayan domainin yiksek koruma altinda olmasi, k#ia&tivitesini

kisittamaktadir (Johansen ve ark., 2006).

2.8.3. Biyolojik Aktivitesi

Hucre proliferasyonu, adhezyonu, migrasyonu ve vaki{ionunun
dizenlenmesini icerir, boylelikle ekstraselller nkain dizenlenmesine katki @ar.
YKL-40 bag dokusu hicreleri (fibroblast, kondrosit, sinoviyalcre) icin bir growth
faktordur. Bg dokuda sinyal kaskadini gatarak hicre proliferasyonunu gbetir
(Recklies ve ark., 2002). YKL-40, hicre tipine dfpkshiicre migrasyonuna yardim
eder (vaskiler diz kas hicrelerinin migrasyonuuikierken fibroblastlari etkilemez)

YKL-40 agsin ifadesi; fibrozis ilerleme sirecinde akut ve ok
enflamasyonlarda gdzlenmektedir. Makrofaj aktivasgorumunu yansitmakla birlikte
notrofillerde sirkilasyondaki konsantrasyonuna ka#glar (Kzhyshkowska ve ark.,
2007).

YKL-40'In dogal kristal yapisinda oligosakkarid gladigi gosterilmitir.
Savunma sisteminde ligandin genmasi YKL-40'da buyidk konformasyonel
degisikli gi indiklemesi enzimatik olarak inaktif chitinas&di proteinlerin yeni sitokin
sinifina konulmasina katkida bulungtur (Houston ve ark., 2003). YKL-40; Tip |

kollojene ve heparine Banarak fibril olyumunu stimile eder (Bigg ve ark., 2006).
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2.8.4. YKL-40 Sinyal Yolagi

CHI3LY'in  heparin-bglayan rezidi icermesi, ERK1/2 fosforilasyon
mekanizmasini aktive ederek proliferasyon ve difeigasyona yol acar. Hyallran
baglayan motif icermesi, ECM’de substrat olarak hyahirtaninmasini ghar ve

membran reseptorleri ara@lile hiicre igine sinyal gegni salar (sekil 9).

YKL-40

1
() Heparan siilfat

Hiicre Zari @

________________________

EK/MAP kinaz ERK1/2

Hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu,
metastaz, anjiyogenezis

Sekil 9: YKL-40 sinyal yolgsl

(Prakash ve ark., 2013)’dan uyarlagtm

YKL-40; syndecan gibi hiicre ylzeyi spesifik reselgiine ba&lanmaktadir.
Syndecan reseptorlerinin dizenlenmesindekiabsizlik iyilsme ve enflamasyonda
patolojilerle birliktedir. Reseptorler, ektodomais zincirine sahipse YKL-40 yiksek
affinite gosterir.

CHI3L1 inhibisyonu, makrofajlardan kemokin (CXCL2jetimini baskilar
(Libreros ve ark., 2012). Pro-inflamatuvar TNF4n; kondrosit, kolonik epitel
hicreler, alveolar makrofajlar ve sgii kanser hucrelerinde CH13LY'i induklegi
gosterilmitir (Letuve ve ark., 2008).
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Mekanik stres altinda hicre kudltar sistemindeki nbiyal epitel hucreler
EGFR/MEK1/2-bg&mli yolak tzerinden CH13L1 gen ekspresyonunu velL¥YK
sekresyonu artmaktadir. Bu sekresyon mekanik dedsasilastirildiginda TNFe'ya
cevapta daha yayae daha zayif olmaktadir (Park ve ark., 2010).

2.8.5. YKL-40 ve Hastaliklar ile Tliskisi

YKL-40; kanser (Johansen ve ark., 2009), ostedgttuang ve Wu, 2009),
kardiyovaskuler hastaliklar (Mathiasen ve ark., ®0Joku remodelling ve fibrozis
iceren inflamatuar hastaliklarda (Mygind ve arkQ12) bir biyomarkir olarak
aragstirmalarda yorumlanmgtir (Coffman, 2008). YKL-40 yiksekldinin romatoid artritli
hastalarda eklem yikimiyla (Johansen ve ark., 1989ptik karacger hastaliklarinda
fibrozis siddeti ile (Nojgaard ve ark., 2003), kistik fibrglihastalarin erken doneminde
inflamasyonu yansitmasiyla (Fantino ve ark., 20&t}arkoidizde pulmoner fibrozisin
gelisimi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Kruit ve ark., 2007).

YKL-40'In infeksiydz ve non-infeksiy6z hastaliklaxrd bulunmasi, bir
enflamasyon markiri olarak kullaniimasinglea (Huang ve Wu, 2009; Mathiasen ve
ark., 2010). YKL-40'In akgierlerde uretilip kana gegi ya da sistemik infeksiyonun
yansimasi olarak kanda bulurgdubelirtiimistir (Hector ve ark., 2011; Kornblit ve ark.,
2013).

Astim hastalarinda ve idyopatik pulmoner fibrozastalarinda (IPF) YKL-40
yuksekligini, YKL-40'In akcigerde doku remodelling ve kronik inflamasyonu gdster
patolojik sartlarda art@iinin gostergesi kabul edilgtir (Chupp ve ark., 2007; Hartl ve
ark., 2009; Furuhashi ve ark., 2010)siflekronik enflamatuvar hastaliklarin glangic
ve ilerlemesinde YKL-40 yukseli gorulmektedir.

Proteinler ve karbohidratlar ile potansiyel etkiiei sayesinde hiicre ylzeyi ve
ekstraseliler matriks protein, polisakkarit ve pomfikanlarin YKL-40 ile temasini
sgilar (Prakash ve ark., 2013).

Astim ve KOAH hastalarinda YKL-40, hastakikideti ile orantili yikselmekle
birlikte bu iki hastalikta farkli hicre tiplerinifnétrofil, eozinofil gibi) havayolu
infiltrasyonu goztikmektedir. KOAH hastalarinda, edlar kompartmanda ve aker

dokusunda makrofaj sayisi yuksektir (Retamalegke 2001).
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2.9. IL-10

2.9.1. Tanimve Yapi

1989 da Mosmann ve arkatlrinca kegfedildi (Fiorentino ve ark., 1989).
Orijinal ismi CSIF (cytokine synthesis inhibitorgdtor).

IL-10 kaynaklari; yardimci T hicreler, monosit, maflj olmakla birlikte;
dendritik htcreler, B hucreler, sitotoksik T huemel NK htcreler, mast hicreleride
sentez kabiliyeti bulunmaktadir (Siewe ve ark., @0Blanco ve ark., 2008; Grant ve
ark., 2008). Bu hucrelerin hangisinin esas kaynmkigu; stimulus tipine, etkilenen
doku tipine ve baisikhik strecindeki zamana pladir (Couper ve ark., 2008).

Monosit ve makrofajlar @#li endojenlerin yani sira LPS gibi eksojen
mediyatdrler tarafindan TLR reseptorler argeyla NF-kB, TRAF3, p65/p50, ve ERK
kinase aktivasyon sonrasi IL-10 sekrete edilir @ge ve ark., 2006; Hacker ve ark.,
2006). IL-10; T hicre reseptdrlerinin aktivasyoraniasi ERK1 ve ERK2 MAP kinaz

aktivasyonu sonrasi sekrete edilir (Saraiva ve 2009).

2.9.2. IL-10 gen ve proteini

IL-10 geni; kromozom 1'de lokalizedir (Kim ve arkl1992). 178 aa
uzunlysunda bir protein, 18 aa sinyal peptiddinsan IL-10, 35 kDa homodimer (iki
monomer non-kovalent Bkar ile basl), homodimerler; bir domainin 4 heliksi veger
domainin 2 heliksinden ofan 2 V-oriyent domain icermektedir. Monomerler dgki
iki disdlfit kopra sitokin biyolojik aktivitesi ign esastir (Windsor ve ark., 1993eKil
10).

Sekil 10: IL-10 kristal yapisi. Heliksler silindirik olaralesmedildi.

(Ouyang ve ark., 2011)’dan uyarlargbm.
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2.9.3. Biyolojik etki

IL-10; cssitli I0kositleri hedefleyerek inflamasyon nedeniybdusan epitelyal
hasara kar korur, giri immun cevabi azaltir (Ouyang ve ark., 2011).

IL-10, monosit ve makrofajlarin  6nemli fonksiyonu law; immin
mediyatorlerin serbesgmesi, anjen sunumu ve fagositozu baskilamaktadlH10}
LPS- ve IFNy-indikli TNFwa , IL-1b, IL-6, IL-8, G-CSF ve GM-CSF gibi pro-
inflamatuvarlarin makrofaj/monositlerden sekresyaninhibe eder (Fiorentino ve ark.,
1991).

Notrofilik grantlositlere etki ederek gdi kemokinlerin sekresyonunu inhibe
eder (Kasama ve ark., 1994). Non-inhibitor fonksigo; NK hicrelerinin sitotoksik

aktivitesini stimtle eder. B hlcre apoptozisinigmiBurdin ve ark., 1997))

2.9.4. IL-10 aktivasyon yolagi

Monositik hucreler (makrofaj, dendritik htcreler)LR ailesi Uyelerinin
patojenleri tanimasiyla NF-kB ve gith MAP kinazlarin (p38, ERK, JNK) aktivasyon
yolagi tzerinden proinflamatuvar mediyatorleri Uretir(@asak ve Hoffmann, 2008).
Ayni zamanda makrofaj ve dendritik hicreler, PRatidalarin TLR aktivasyonu ile
IL-10 dretir (Boonstra ve ark., 2006).

IL-10; TLR-tetikli proinflamatuvar mediyatérlerin rétimini inhibe eder
(Grutz, 2005). Myeloid kokenli hiicrelerde 1L-10 aenflamatuvar etki, esasinda IL-10
reseptorleri tarafindan STAT3 aktivasyonu Uzerinddémaktadir (EI Kasmi ve ark.,
2006). IL-10; proinflamatuvar sitokinler Gzerindeldupresif etki, STAT3 eksik
makrofaj ve I6kositlerde tamamen kaldiriimaktadiaKeda ve ark., 1999).

IL-10’'un kolleteral hasarin sinirlandiriimasinda agiri immuadn cevabin
onlenmesinde fizyolojik 6nemi vardir. Antijen ileakilastiktan sonra basiklik

sisteminin “stpuarici” fonksiyonunu guclendirir (3abe ark., 2010).
2.10.TNF-a,

2.10.1. Tanim

“Cachectin” olarak da bilinen TNE- ilk 1975 yilinda Carwell ve
arkadalarinca tanimlandi. TNle- ligand stperfamily (TNFSF) olarak bilinen sitokin
grubuna dahildir (Wajant ve ark., 2003).
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2.10.2. TNF-a gen ve protein yapisi

Insan TNFe. geni; MHC (major histocompatibility) gen kiimesirtir kismi
olarak kromozom 6p21.32'de lokalizedir (Ruuls vel@eick, 1999).

TNF-a ; 17 kDa soluble form (sTNE} ve 26 kDa membran-ga form (tm
TNF-o ) olarak Uretilir (Kriegler ve ark., 1988; Luettige ark., 1989). Her bir
monomerip antiparaleB-iplik tarafindanp-jellyroll topolojisinde olgturulan 2 tabaka
(plate sheet) iceren homotrimer formdadir (Eck pea8g, 1989).

tmTNF-o; hicrenin ekstraselller yluzeyinde eksternal slegiataniyan bir
reseptdr olan ligand Bnan TNFR olarak hizmet gorir (Eissner ve arkQQ0TNF«
reseptorleri (TNFR); ekstraseliler domaininde 2e@ kekrarlamy sistein zengin motif
ile karakterize Tip | transmembran glikoproteini@idaismith ve ark., 1995). TNE&:
TNFR, sinyal transdiksiyon ile hicre 6lumu, apofoz pro-enflamatuvar genlerin

ekspresyonu olmak tzere iki ayri sinyal yora aktive eder.

2.10.3. TNF-a’'nin rold
Inflamasyon siiresince hiicre proliferasyonu, diféyasyonu, apoptozisinde
onemli bir rol oynayan gugclu bir proenflamatuvar@aud ve Karin, 2001).

TNF-a, COX-2 stimulasyonu ile prostanoidlerin (PGE2, R&GFve PGI2)
dretimin artirmaktadir. PGI2, en yiksek vazodilates aktivite sglar (Mark ve ark.,
2001). TNFe, damar duvarini d@yen endotel yapisini bozarak ddemswlasina
katkida bulunur (Zelova ve Hosek, 2013). ThtFP-selektin, E-selektin (endotel)
ekspresyonunu stimile ederek notrofil, monosit agbeunu kolaylstirir
(Chandrasekharan ve ark., 2007).

TNF-o ve diger sitokinler; endotel ve monositlerde TF (tissaetdr) ifadesini
indukleyerek koagulasyon kaskadinin aktivasyonuaglagSherwood ve Toliver-
Kinsky, 2004; Sherwood ve Toliver-Kinsky, 2004). F, stimilasyonundan sonra
endotel hicrelerince ROS uretimini MAPK aktivasyafels yapmaktadir (Li ve ark.,
2005).

TNf-a ve pro-inflamatuvar sitokinler; makrofajlarda viger bazi |okositlerde
INOS ekspresyonunu stimile eder (Sanders ve arkQ1)2 TNFe, eNOS

ekspresyonunu ise suprese etmektedir (Neumanrkye804).
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2.11.Nitrik Oksit Sentaz (NOS)

2.11.1. Nitrik Oksit (NO)

Akcigerde NO; endotelyum vazodilatasyonu, inhibitor doeaerjik sinir
terminallerinde bronkodilatasyon, makrofajlarda dsitpz, brogiyal epitelyum
hicrelerinde misin dretimine katkigga (Ermert ve ark., 2002; Coggins ve Bloch,
2007). NO’nun fizyolojik hedefi, soluble guanililikkazdir. Guanil siklazin Hem
kismindaki demire NO I@anmasi enzimi aktif hale getirir. NO'nun gorevi kgo
farkhdir; soluble guanilil siklazi stimile edip & Ureterek iyon kanallari, protein
fosfatazlar ya da siklik nikleotid fosfodiesteraelamodifiye eder. NO, reaktif nitrojen
turleri (RNS) sinyal yolaklari Uzerinden sgii proteinlerin aktivitesini nitrozilasyon
reaksiyonu ile dgstirir.

NO, slesmemg elektron icermesinden dolayl serbest radikal obggtli
oksidasyonlar ile nitroksil iyonu (NO-), NO serbasidikali (NOe), nitrozonyum
katyonu (NO), nitrit iyonu (NGQ") ve nitrat iyonu (N@) olusmaktadir. Hiicrelerdeki
reaksiyonlarda NO’nun ana hedefleri; metaller, kaeitiyoller, molekiler oksijen ve
reaktif oksijen turleridir (Gow ve IschiropoulosQ@1). En hizli reaksiyonu siperoksit
iyonlari (&) ile peroksinitrit (ONOO) olusmasidir. Peroksinitrit, protein ve lipidleri
nitrasyon ile modifiye eden gicli bir oksidandiryag 6mri 15 ms’dir.

Spesifik sistein rezidulerinin  S-nitrozasyonu ileogeinlerin  fonksiyonunu
reversibil etkiler.iyon kanallari, enzimler, transkripsiyon faktorle®, proteinleri, S-
nitrozasyona gramaktadir (Stamler ve ark., 2001). NO, hedef@ni¢r ile direkt etki
gostermeyip onlari  RNS lzerinden etkilemektedir. SR&F nitrozilasyon
reaksiyonlarinda gorev almaktadir (Berridge, 2008}, elektron alicisi olarak; gagi
metal iyonlari (M* (geck metali), F&, CuU"), glutatyon (GSH), sistein (Cys),
superoksit radikali (@) ile etkilesir.

1. NO + Q" —>ONOQO (peroksinitrit)

2. NO + M'+ -Mn" +-NO

3. NO + GSH->GS-NO

4. NO + Cys-»Cys-NO

S-nitrozilasyon reaksiyonu hedef proteinlerin paiptsistein tiol grubuna (R-

SH) RNS’lerden NO’nun transfer reaksiyonudur.
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1. R-SH + ONOO—R-SNO

2. R-SH + M +-NO—R-SNO

3. R-SH + GS-N&>R-SNO

4. R-SH + Cys-NG>R-SNO

Dokularda NO biyoyararlanimi; stiperoksit anyon korisasyonu ile SOD ve
katalaz gibi antioksidan enzim aktivitesi tarafindaelirlenir. Bu enzimler, stperoksit
temizleyici ve peroksinitrit olgumunu onleyici olarak siev gérmektedir. NO’nun
superoksit anyonlari ile Banmasi ve peroksinitrit ofturmasi hipoksemi ve pulmoner

vazokonstriksiyona katkida bulunmaktagekil 11).

L-NAME

Oksidant stres
kaynaklan V

SOD/katalaz
_/J Peroksmltnt sG|C

inflamatuvar

sitokinler
cGMP
inflama;syon Vazokonstriksiyon Vazodilatasyon

e

Hipoksemi

Sekil 11: Akciger kontlizyonunda pulmoner vazokonstriksiyon ve adasilar

(Lakshminrusimha ve ark., 2013)’dan uyarlagtmni

NO, hiicre membranini hizlica gecen bir haberci kittkir. Konmsu hicrenin
membranini diflizyonla gecerek parakrin etki gostedO sinyali; hicrenin redoks
durumuna bg olarak pek c¢ok sinyal yofani etkiler. NO faaliyetleri, tiyol
konsantrasyonu ve redoks durumunglbalarak NO’nun protektif ve zararli etkilerini

aciklamaktadir.
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NO’nun dual etkileri (koruyucu veya zararl), farldlreclerde dizenlenen
farkl nitrik oksit sentaz enzim izoformlarinin nklarina ya da hicrenin redoks
durumuna bglidir (Vallance ve Leiper, 2002). Erken safhadalamfatuvar yaniti
onlemek icin biayuk miktarda NO dretimi olurken, gaamada dgilk miktarda NO,
inflamatuvar yaniti daéstirerek 6lu hicrelerin temizlenmesini gamaktadir (Shibata
ve ark., 2006). NO; (i) erken zamanda adhezyon kidlkri ve proinflamatuvar
sitokinlerin ifadesini destekleyerek infeksiyon/aasbélgesine selller toplanmayi
kolaylastirmak ve patojenik zarari eradike etmek icin bwrielerin aktivasyonunu
saglarken, (i) ge¢ zamanlarda aktivasyonun hizli aonmtasini gdayarak hucreler
Uzerinde inhibitor etki gostermektedir. NO, bu ki NF-kB aktivitesinin
modulasyonu ile sgamaktadir (Connelly ve ark., 2001).

NO tarafindan NF-kB inhibisyonu; (i) Ik-B’yi indu&lerek NF-kB nikleer
lokalizasyonunun onlenmesi ile (Peng ve ark., 199%) NF-kB subdniti olan p50
sistein rezidisunu nitrosatlayarak DNA gtenma kapasitesinin diarilmesi ile
(Matthews ve ark., 1996) ve (iii) NF-kB aktivasyama onemli rol oynayan reaktif
oksijen turleri hizl etkilgme girerek NF-kB aktivasyonunun azalmasinglagarak
(Lander ve ark., 1997) gercekieektedir ¢ekil 12).

Reseptér eNOS

kB

Sekil 12: NF-kB aktivitesine Nitrik oksit etkisi

(Connelly ve ark., 2001)'dan uyarlargtr.
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NO tarafindan NF-kB aktivasyonu; pg2initrozasyonu ile olmaktadir. p23
oksidatif strese cevap olarak Ras aktivasyonu mprunlu olan redoks aktif sistein
rezidusu iceren intraseliler sinyal proteinidir ifidar ve ark., 1997).

ROS’larin  dguk konsantrasyonunda NO daha yiksek biyoyararlanim
salamaktadir. Airt NO, peroksinitrit Gzerinden anormal vaskileaktvite, pulmoner
vazokonstriksiyon ve hipoksiye yol agcmaktadir. (&ainrusimha ve ark., 2013,
Suresh ve ark., 2013).

NO ve reaktif oksijen turleri, inflamatuvar pulmaneastaliklarda énemli rol
ustlenir (Bove ve van der Vliet, 2006). KOAH ve iasthastalarinin nefeslerinde NO
duzeyi yukselmitir (Shaw ve ark., 2007).

2.11.2. Nitrik Oksit Sentaz Tanim

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin katalizlgdieaksiyonla L-arjininden
sentezlenir gekil 13). NOS’un hucrenin farkh kisimlarinda loiz olan ve birbirine
kismi ba&lh olan tg¢ farkh izoenzimi bulunur. Bunlar endgi@l NOS (eNOS, NOS3),
noronal NOS (nNOS, NOS1), indiiklenen veya inflamatuNOS (eNOS, NOS2)'dir.
Nitrik oksit sentaz, NADPH ve £Obasiml mekanizma ile L-arjininin NO ve sitriline

oksidasyonunu katalizler.

HQN\fNHZ HZN\fO

NH NH
+ NADPH, O, R . NO
NOS
N

L-Arjinin Sitrilin

Sekil 13: NO sentez reaksiyonu

(Vallance ve Leiper, 2002)'dan uyarlarytm.

2.11.3. NOS Yapisi
NOS, flavoenzim olup dimer yapidadir. Her bir momonkarboksi terminal
diflavin-rediktaz domain ve amino terminal oksijendomain icerir. Dimerizasyon,

enzimi aktive etmektedir, burada demir 6nemli fal. a
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Temel kofaktor tetrahidrobiopterin (BH4), arjiningsglanmak icin yuksek
afinite gosterir. Hem, oksijenaz domainden flawadiiktaz domaine elektron transferine
izin verir. Aktivite, kalmadulin bglanmasina h#idir. iINOS, kalmaduline sikica
baglanirken eNOS ve nNOS'un kalmadulin genmasi kalsiyum Gamhdir.
Kalmadulin b&lanmasi, oksijenaz domainden rediktaz domaine relekaksina
aracilik eder. NOS dimerinin koordinasyonunu Zanai sglar (Alderton ve ark.,
2001), ¢ekil 14). H4B, dimer ara yuzeylerinin ganmasini sglayarak aktif enzimin
kuaterner yapisini stabilize eder, ayni zamandgeokaktivasyonunda elektron donori

olarak NO serbestienesi icin elektron yakalayicisi olarak gorev yafhzaff, 2010).

| Rediktaz domain |

02
ArjiRiin | Oksidaz domain |
:C 2+/ Rediiktaz domain
a
..‘ /

Sitriilin’ NO

Sekil 14: Nitrik oksit sentaz yapi ve reaksiyon mekanizmasi

(Berridge, 2008)'den uyarlangtir.

Reduktaz domainin katalitik siklisii 3 adimda gelegkektedir. (1) NOS;
elektronlari 6nce ko-substrat NADPH’dan C-termirediiktaz domaindeki (2) FAD ve
(3) FMN’e, sonra N-terminal oksijenaz domaindekintle transfer eder. Oksijenaz
domain, kofaktdr olarak BH4; molekuler oksijen wabstrat olarak L-arjinin GQ#ar.
Hem varlginda NOS fonksiyonel dimer formdur, kar monomerin Hem’ine
flavinlerden elektron transferini gar. Her bir adimda CaM Banli mekanizma ile
enzim konformasyonu acik kapali meggenodeli dgisikli gi ile olmaktadir.
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iNOS, biitiin fizyolojik C& konsantrasyonlarinda CaM gtar, diger iki
izoform ise C&-bagimh diizenlenmektedir. eNOS, FMN domain icinde @rieal
rediktaza uzanan, otoinhibitér loop (Al) icerir, @8 ise hlicre proteinlerine
lokalizasyonu sglayan PDZ domain icerir. eNOS ve nNOS, intraseli@ef® artms
konsantrasyonda (200-400 nM) iken CaMlba (Foerstermann ve Sessa, 2012).

2.11.4. eNOS

Ik olarak endotelyal hiicrelerde tanimlanmakla kigi akcper epitelyal
hiicreleri, kardiyak myositler gibi ¢ok farkli hiteede de ifade edildi ispatlanmgtir.
Kan akimina bgll shear stress ya da asetilkolin ve bradikinini gigonistlerce Ca2+
yukselmesine kg olarak NO Uretir. Endotelyal hiicrelerden birakiNO komngu diger
hicrelere difize olarak kan basincini kontrol etimekokosit adhezyonu, platelet

agregasyonunu regule etmektedir.

2.11.5. nNOS
Ilk olarak noéronlarda tanimlanmakla birlikte iskekads hiicresi gibi der
hiicre tiplerinde de bulunmaktadir. N6ron ve kas 8N&1 plazma membranina PDZ

domain ile bghdir.

2.11.6. iINOS

Indiiklenebilir veya immunosit olarak da bilinen iNOSIk olarak
makrofajlarda tanimlandi. Esas kagnanakrofajlar olmakla birlikte vaskuler diuz kas
hicreleri, kardiyak hiicreler gibi gér hiicre tiplerinde de ifade edilir. Aktivasyoninic
Ca? gerekmez, kalmodulin fnmasi (CaM) aktivasyonu icin esastir. Primer
regulasyonu inflamatuvar reseptorlerinin interfegoffFN-y) veya LPS’ye cevap olarak
indiiklenmesi ile olmaktadiinflamasyon boélgesinde NO’nun biiyiik miktarda tretimi

komsu hucreleri etkileyerek yayllmaktadir.

2.11.7. NOS yerlesimi

Her hicre icinde her bir NOS izoformu, 6zel subselikompartmanlarda
bulunmaktadir. Bu durum NO spesifik hedeflerindkilegimini kolaylastirmaktadir
(Fernandez ve ark., 2006; Giulivi ve ark., 2006p3$8,3-adrenerjik reseptor ve L-Tip |
kalsiyum kanal yakinina lokalize iken NOS1, sarkaphik retikulum yakininda
lokalizedir (Barouch ve ark., 2002).
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Ayni zamanda NOS translokalize olmaktadigeENO suda diflize olsaydi
translokalize olmasina gerek kalmazdi. Patofizyldurumlarda her ti¢ NOS izoformu
hiicre cekirdginde gozlenmitir (Giordano ve ark., 2002; Gilchrist ve ark., 200
NOS3, oncelikle endotel hiicre caveol ve golgi appeda ifade edilmektedir. Bu
translokalizasyon, vazodilatasyon ileskilidir (GarciaCardena ve ark., 1996). NOS
izoform translokasyonu, ¢#li stimuluslara cevap olarak géi yollar ile hicreleri
etkileyebilmektedir. Bu vyollar, sinyal yagienin aktivasyon/inhibisyonu, gen
transkripsiyon dizenlenmesinin glgmesi ve protein-protein etkieni ile enzimatik
aktivitenin dizenlenmesini icermektedir (Zimmermasnark., 2002; Schilling ve ark.,
2006).

Hastalik tipine gore (astim veya KOAH gibi) farkhicre-spesifik NOS
izoform ifadesi olmaktadir (Grasemann ve ark., 2080S izoformlarin klinik strecin
farkh safhalarindaki etkisi de agiklanmalidir. €im endotoksiksokta erken safhada
pulmoner kan a1 artirilarak hayati organlara oksijenli kan akiikseltiimektedir. Geg
safhada dilatasyonun artmasi ile sistemik kan véhiim buyuk kisminin pulmoner
damarlarda olmasi durumunda&el organlarin oksijen ihtiyacindan ddun veriimekted
(Ayuse ve ark., 1995).

2.11.8. NOS inhibisyonu

Potansiyel terapotik ajan olarak kullanilan NOS ibitbrleri, pulmoner
damarlar ve braggiyal diz kas hicrelerinde eNOS ve nNOS ekspresyaineasi ile
pulmoner hipertansiyon ve bronkokonstriksiyona wagmaktadir. NOS aktivitesini
azaltirken bu dokularda eNOS ve nNOSdiilmesi, vaskiler diz kas kontraktilesinde
artis  yapabilmektedir (Abe ve ark., 2006)insan ve hayvan camalarinda
inflamasyondaki NOS inhibisyon sonuglari belirsizdOrn; NOS inhibisyonunun
sepsiste myokardiyal fonksiyonu duzejitgosterilmekle birlikte hipertansiyona sebep
oldugu ve IFy ve IL-2 ifadesini artirdil gosterilmgtir (Kelly ve ark., 1995); (Gabbai ve
ark., 1997). Akgter kontiizyonunda, nitrit kaynakh oksidatif stragaltici ceitli tedavi
secenekleri agairimaktadir. SOD mimetikler (mnTBAP) NO ile re@sna girmeden
once superoksit anyonlarini elimine ederek perdakgimlusumunu azaltarak akger
kontlizyonundan sonra akut enflamasyon vegadnasarina kar koruyucu olmaktadir
(Suresh ve ark., 2013).
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2.11.9. L-NAME
Arjinin metil ester analoglari, L-NAME (N-Nitro, Arginin-Metil Ester),
NOS inhibisyonunu substrat benzgriiizerinden yapmaktadigekil 15).

L-Arjinin L-NAME
- ; ¥ ;
1 I
. C CH2 CH:2 C —0O—CHs
/c\ /CHz\ /CHz\ _C—OH S~ TN~ CH/
NH2 NH CH2 C|H /NH NH CHz |
NHZ NOZ NHZ

Sekil 15: L-Arjinin ve L-NAME yapisal formuli

LPS (endotoksin) verilmesi ile olan endotelyal hasar, plazma nitrit/nitrat,
INOS, TNF«, IL-B artsi gibi desisiklikler; L-NAME, aminoguanidin, DXM gibi
INOS inhibitorleri tarafindan kaldiriingtir (Wang ve ark., 1999). L-NAME’nin non-
vazoaktif inhibisyon ile oksidatif hasari baskiladaayararli etkileri varken, gucli
vazoaktif inhibisyon ile rat kalbindeki iskemi-refizyon hasari artirmakta olgu
(Kobara ve ark., 2003) ve zaman icinde perfuzyomsiiatta azalma yagh rapor
edilmistir (Nosratabadi ve ark., 2003).

Orta diizey pankreatitte tedavi icin verilen L-NAMii etkinligi DXM ile
karsilastirildiginda daha guclu iken, ciddi pankreatitlerde dahetkin olmasi L-NAME
ve DXM etkilerinin hastaliksiddetine bgli olarak farkli yollardan farkl patojenik
faktorler ile sg@landgini gostermektedir. L-NAME'nin non selektif NOS ibftord,
DXM'nin selektif INOS inhibitdérii olmasi, yapisal viediiklenebilir NOS’lar tzerine
dikkati cekmektedir (Sugiyama ve ark., 2005). L-NEMiygulamasinin P-selektin
ekspresyonunda, l6kosit migrasyonu ve toplamasiadg yapts tespit edilmgtir
(Davenpeck ve ark., 1994).

NOS inhibitorlerinin terapotik etkisi; doz, zamar Wastafiin kategori ve
siddetine bglidir. L-NAME'nin dual etkileri, konsantrasyon Pk olarak olymaktadir.
L-NAME, inflamatuvar cevabi duzeltmedeki optimalzdobilinmemektedir (Hsiao ve
ark., 2012). NO’nun kompleks fonksiyonunu anlamakygun tedavi stratejisi

gelistiriimesini sa&layabilir (Villanueva ve Giulivi, 2010).

37



3. MATERYAL METOD

3.1. Kontlizyon Modeli

Calismamizda kontiizyon modeli olarak silindirigidik dusurtlerek sglanan
Raghavendran modeli kullanildi (Raghavendran ve, @005; Raghavendran ve ark.,
sabitleyen “lexon platform”, platformda masa ayaklgibi islev gdren ve enerji
transferini kontrol ve minimize eden “teflon cubakl platform altinda platformun
gOgus ile temasini azaltan, ayni zamanda kontluzyonkkbi koruyan “plastik
kalkan”dan ibarettirgekil 16).

DusUralen &irhgin impakt enerjisi E(joule, Jsagidaki formulden hesaplandi;

E=mgh, m; aliminyum @rlik(gram, g), g; yercekimi ivmesi (9.8mJs h;
agirhigin birakildgl yerden platforma yuksekii (metre, m). A&irligin potansiyel
enerjisi hayvana transfer edildi.

IACUC (Institutional Animal Care ve Use Committe@)i belirledgi subletal
gOgus impakt enerji mortalite orani %15 olup impakegn2.7J de mortalite orani bu
limiti asmaktadir. 1.8-2.45j hasarda hayvanlarin gross mesgpede her iki akgerinde
kontlizyondan etkilendi, gogus grafisinde kaburga kg olmadgi, kalp kas doku
harabiyetinin fazla olmagi gézlenmektedir.

=
.‘Lﬂ[ 3

Sekil 16: Kontlizyon model cagmasi
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Bu modele gore; ratlar celik ytzey platform ile islglyici platform arasina
yerlestiriimektedir. Bu pozisyondaki kontrol grubu har#0 rata 50 cm yukaridan
olacak sekilde vertikal celik silindirik bir ttp icerisinae0.4 kg'lik bir metal girlik
serbest dime ile sabit bir hizda §a hemitoraks Uzerine birakilmaktadir.
Raghavvendran modeline gore maksimal subletal ie2&%J ve eksternal kint gis
travmasi olgturan subletal enerji 1.8-2,45J olarak tespit ediMbdelimizde 1.8J enerji
olusturuldu. Ayni zamanda Raghavvendran modelinde kakditravma minimize

edilmektedir.

3.2. YOntem

Arastirma kapsaminda 8 farkli deneysel rat grubutaluldu planlandi. Her
biri 10 adet 250-300gr olan Sprague-Dawley cingara standart sedasyon ve analjezi
uygulandiktan sonra, Krishnan Raghavendran’in teEdg kontlizyon modeli
olusturuldu.

Grup 1 (llagsiz sham grup)(n=10): Kontiizyon modeli stlmulmadi ve
herhangi bir tedavi verilmedi.

Grup 2 (ilagsiz kontiizyon grup)(n=10): Kontiizyon modeli stlmulduktan
sonra herhangi bir tedavi verilmedi.

Grup 3(DXM sham grup)(n=10): Kontiizyon modeli sturulmayan kontrol
grubuna intraperitoneal (IP)15 mg/kg deksametazwitdy.

Grup 4 (DXM kontizyon grup)(n=10): Kontlizyon modeli sturulduktan
sonra intraperitoneal 15 mg/kg deksametazon verildi

Grup 5 (L-NAME sham grup)(n=10): Kontlizyon modeli sturulmayan
kontrol grubuna 60mg/kg dozunda L-NAME intrapergaholarak uygulandi.

Grup 6(L-NAME kontiizyon grup)(n=10): Kontlizyon modeliugturulduktan
sonra intraperitoneal 60mg/kg L-NAME verildi.

Grup 7 (DXM ve L-NAME kombine, sham grup)(n=10): Kontlzyanodeli
olusturulmayan kontrol grubuna 15mg/kg deksametazo®Oveng/kg L-NAME her gin
IP olarak uygulandi.

Grup 8 (DXM ve L-NAME kombine, kontlizyon grup)(n=10): Ktizyon
modeli olyturulduktan sonra 15 mg/kg deksametazon ve 60 mig/KBAME her gin
IP olarak uygulandi.
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Calsma slresince hayvanlarin vicugirdgl, vicut 1sist ve lokomotor
aktiviteleri deggerlendirildi. 7. giinin sonunda havyanlara 100 mdg&tamine ve 0,75
mg/kg klorpromazin intraperitoneal verilerek anesteygulandi.

Intrakardiyak ponksiyon ile kan ornekleri alinaraksantrifiij edildikten sonra
serum ayrilarak analiz giniine kadar “4D saklandi. Daha sonra her bir rat serum
fizyolojik (%0.9 NacCl) ile reperflizyon uygulamasiniardindan dekapite edilerek
akciger dokulari alindi.

Intraperitoneal ilag uygulamasinaghaolarak serumda; YKL-40, TNk- ve
IL-10 diizeylerinin tayini OMU Tip Fakiiltesi Tibbii@kimya AD laboratuarinda,
histopatolojisi ve immunohistokimya (iNOS) incelesneOMU Veteriner Fakiiltesi

Patoloji AD laboratuvarinda gercekieildi.
3.3. Kullanilan Malzemeler ve Hazirlanmasi

3.3.1.1laglar

L-NAME; ticari kit ismi, N-Omega-Nitro-L-Arginine Mthyl Ester 5g (Sigma,
CA, USA, Kat No: N5751). 600 mg/40ml olacakkilde gunlik hazirlandi ve ilag
uygulamasi bitene kadar@ zincirde tutuldu.

DXM,; ticari kit ismi, Dexamethazone 21-P, 500 m@ui& Cruz, CA, USA).
Birinci giin 50 mg/40mL, gier gunler ise 1 mg/40mL olarak hazirlandi.

3.3.2.Kitler
CC-16; ticari kit ismi; CC-16 antibody, (Antibodig3nline Inc., GA, USA,
Kat. No: ABIN687262), immunpeoxidase kihyitrogen)

INOS; ticari kit ismi, INOS antibody (Santa Cru3c-8310, CA, USA),
immunpeoxidase kitivitrogen)

IL-10; ticari kit ismi, Rat IL-10 Platinum ELISA &oscience Inc., CA, USA,
BMS629)

TNF-q; ticari kit ismi, Rat TNFe Platinum ELISA (eBioscience Inc., CA, USA,
BMS622)

YKL-40; ticari kit ismi, Rat chitinase-3-like prate 1(CHI3L1) ELISA
(MyBioSource Inc., CA, USA, MBS914441)
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3.4. Calisma
3.4.1. IL-10

Numune hazirlama;
Kan numuneleri alindiktan sonra pihgrfza sonrasi santriftj edildi. Numuneler

aliguatlandiktan sonra -80 de saklandi.

Reaktif hazirlama;

. Wash Buffer (1x); 1000 mL dereceli silindire 50 reklendikten sonra
distile su ile 1000 mL’ye tamamlanarak 20 kat diigkldi.

. Assay Buffer (1x); 100 mL dereceli silindire 5 mklendikten sonra
distile su ile 100 mL ye tamamlanarak 20 kat dédddi.

. Biotin-Conjugate; dilisyondan sonra 30 dk iginddldwlmak Uzere
hazirlandi. Temiz plastik tipe 0,06 mL eklendiksanra 5,94 mL assay buffer (1x)
eklenerek 6 mL ye tamamlanarak 100 kat dilie edildi

. Streptavidin-HRP; dilisyondan sonra 30 dk icinddlakulmak Uzere
hazirlandi. Temiz plastik tipe 0,12 mL eklendiksmmra 11,88 mL assay buffer (1x)
eklenerek 12 mL ye tamamlanarak 100 kat diltie edild

. Rat IL-10 Standard; distile su eklenerek ¢6zuld®-30 dk arasi
beklendi. 2000 pg/mL stok soliisyonu elde edildi.

. Isaretli 7 tip (S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7) hazirlater bir tipe 225
sample diluent eklendi. Stok solisyondan 2P%@linarak 1. tipe, dilisyonlu 2. tipten
225 ul alinarak 3. ttipe eklendi. Boylece bir 6ncekindénsonrakine ekleme yapilarak

standartlar hazirlandi. “Kor” sadece sample dillieaitdi.

Tup S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 BLANK

pg/ml 1000 500 250 125 62,5 31,3 15,6 0

Test Protokolu;
1. Microwell stripler 40@ Wash Buffer ile 2 kez yikandi, kuyucuklar

kurutulmadi.

2.  Standartlardan 100 standart kuyucuklarina eklendi.
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3. 100ul sample dilient blank kuyuguna eklendi.

4. 50 ul sample dilient numune kuyucuklarina eklendi.
5. Numunelerden 5@l numune kuyucuklarina eklendi.
6. Biotin-Conjugate hazirlandi.

7. 50yl Biotin-Conjugate butin kuyucuklara eklendi.

8. Plate Uzeri adheziv film ile kapatilarak oda sigakida (18-28C) shaker

Uzerinde 400 rpm de 2 saat inktbe edildi.
9. Streptavidin-HRP hazirlandi.
10. Wash Buffer ile 4 kez yikama yapildi.
11. Dilte Streptavidin-HRP den butin kuyucuklara l0@klendi.

12. Plate tizeri adheziv film ile kapatilarak oda sigakida (18-25C) shaker

Uzerinde 400 rpm’de 1 saat inkiibe edildi.
13. Wash Buffer ile 4 kez yikama yapildi.
14. Butun kuyucuklara 101 TMB Substrate Solution pipetlendi.

15. Mikrowell stripler oda sicakfinda (18-28C) 10dk inkiibe edildi.siktan

korundu.

16. Her bir kuyucga cabucak 1Q0 Stop Solution eklendi ve derhal

okumaya gecildi.

17. Her bir microwell absorbansi 450nm’de spektro-fodtmik olarak

okuyucuda okundu.

18. Excel programinda her bir standardin absorbans masdntrasyonu
ordinatlara yerlgtirilerek grafik cizimi yapildi (5-parameter curvelde edilen grafik

formulinden numune konsantrasyonlari hesaplandi.
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19. Protokole goére 2 kat dilisyon yapgchdan ¢ikan numune sonuglar 2 ile
carpildi.

3.4.2. TNF-a

Numune hazirlama;
Kan numuneleri alindiktan sonra pihgrfza sonrasi santriftj edildi. Numuneler

aliquatlandiktan sonra -80C’de saklandi.

Reaktif hazirlama;

. Wash Buffer (1x); 1000mL dereceli silindire 50mLIleskdikten sonra
distile su ile 2000 mL ye tamamlanarak 20 kat dédédi.

. Assay Buffer (1x); 100 mL dereceli silindire 5mL |lekdikten sonra
distile su ile 200mL ye tamamlanarak 20 kat diltdéde.

. Biotin-Conjugate; dilisyondan sonra 30 dk iginddldwlmak Uzere
hazirlandi. Temiz plastik tipe 0,06 mL eklendiksanra 5,94 mL assay buffer (1x)
eklenerek 6mL ye tamamlanarak 100 kat dilte edildi.

. Streptavidin-HRP; dilisyondan sonra 30dk icindeldtulmak Uzere
hazirlandi. Temiz plastik tipe 0,12 mL eklendiksamra 11,88mL assay buffer (1x)
eklenerek 12 mL ye tamamlanarak 100 kat diltie edild

. Rat TNFe Standard; distile su eklenerek c¢ozildiu, 10-30 d&sia
beklendi. 5Sng/mL stok sollisyonu elde edildi.

. Isaretli 7 tip (S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7) hazirlater bir tipe 225l
sample diluent eklendi. Stok solisyondan zZP&alinarak 1. tipe, dilisyonlu 2. tipten
225 ul alinarak 3. ttipe eklendi. Boylece bir 6ncekindénsonrakine ekleme yapilarak

standartlar hazirlandi. Kor sadece sample diligartli.

Tup S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 BLANK

pg/ml 5000 2500 625 312 156 78,1 39,1 0
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Test Protokold;
1. Microwell stripler 400ul Wash Buffer ile 2 kez yikandi, kuyucuklar

kurutulmadi.
2.  Standartlardan 100 standart kuyucuklarina eklendi.
3. 100ul sample dilient blank kuyuguna eklendi.
4. 50 ul sample dilient numune kuyucuklarina eklendi.
5. Numunelerden 501 numune kuyucuklarina eklendi.
6. Biotin-Conjugate hazirlandi.
7. 50yl Biotin-Conjugate buttun kuyucuklara eklendi.

8. Plate Uzeri adheziv film ile kapatilarak oda sigakida (18-28C) shaker
Uzerinde 400 rpm’de 2 saat inktibe edildi

9. Streptavidin-HRP hazirlandi.
10. Wash Buffer ile 4 kez yikama yapildi.
11. Dilte Streptavidin-HRP den butin kuyucuklara l0@klendi.

12. Plate tizeri adheziv film ile kapatilarak oda sigakida (18-25C) shaker
Uzerinde 400 rpm’de 1 saat inktbe edildi.

13. Wash Buffer ile 4 kez yikama yapildi.
14. Butun kuyucuklara 1001 TMB Substrate Solution pipetlendi.

15. Mikrowell stripler oda sicakiinda (18-28C) 10 dk inkiibe edildi.
Istktan korundu.

16. Her bir kuyucga cabucak 1Q0 Stop Solution eklendi ve derhal
okumaya gegildi.

17. Her bir microwell absorbansi 450 nm’de spektroioédrik olarak
okuyucuda okundu.
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18. Excel programinda her bir standardin absorbans mesdatrasyonu
ordinatlara yerlgtirilerek grafik cizimi yapildi (5-parameter curvelde edilen grafik

formulinden numune konsantrasyonlari hesaplandi.

19. Protokole goére 2 kat dilisyon yapgthdan cikan numune sonuglar 2 ile

carpildi.
3.4.3. YKL-40

Serum hazirlama,;

Serum ayirma tuplerindeki kan numunesi piktikian sonra 100Xg’'de 15 dk
santrifitij edildi. Serum ayrildiktan sonra °80de saklandi. Caima gunu cozulerek
oda sicakiiina getirilen numuneler sample dilient ile 1/5 ei&dildi.

Reaktif hazirlama;

. Reaktifler kullanmadan 30dk 6nce oda sigakka (18-25C) getirildi.

. Biotin-antibody (1X) ; acilmadan 6nce santriflj lddi 10 pul Biotin-
antibody ile 99Qul Biotin-antibody Diluent kastirilarak 100 kat diltie edildi.

. HRP-avidin (1X); acilmadan dnce santriftj edild2 gl HRP-avidin ile
990 ul HRP-avidin Diluent kastirilarak 100 kat dilie edildi.

. Wash Buffer (1X); 20 mL Wash Buffer distile su 00 mL ye
tamamlanarak 25 kat dilue edildi

. Standart; 6000 rpm de 30s santrifij edildi. 1 mlmpk dilient
eklenerek 15 dk ¢ozulmesi igin beklendi. Elde ed##ok solisyon 25ng/mL. Sample
dilient'ten her bir tipe (S0-S6) 250 eklendi. Stok soliisyondandan itibaren 280
alinip bir sonraki tipe eklenerek standartlar 2 didiie edildi. Zero standart sadece

sample diluent icerdi.

Tup S7 S6 S5 S4 S3 S2 S1 SO

ng/mL 25 12,5 6,25 3,12 1,56 1,78 0,39 0

Olgum prosediiri;
1. Standart ve numunelerden 1@&uyucuklara eklendi. Uzerleri adheziv

strip ile kapatilarak 37C’de 2 saat inktbe edildi.
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2. Batun kuyucuklardaki sivi zaltildi, yikama yapiimadi.

3. Her bir kuyuciga 10Qul Biotin-antibody (1X) eklendi. Uzerleri yeni bir
adheziv strip ile kapatilarak 32’de 1 saat inkiibe edildi.

4.  Her kuyucuk Wash Buffer (20f) ile otomatik yikama ile 3 kez yikandi.
Yikama aralarinda 2 dk beklendi.

5. Her bir kuyucga 100ul HRP-avidin (1X) eklendi. Uzerleri adheziv strip
ile kapatilarak 37C’de 1 saat inkiibe edildi.

6. Her kuyucuk Wash Buffer (20@l) ile autowasher 5 kez yikandi.

Yikama aralarinda 2 dk beklendi.

7. Her bir kuyucga 90ul TMB Substrate eklendi. 3Z’de 15-30 dk inkiibe
edildi. Isiktan korundu.

8.  Her bir kuyucga 5Qul Stop Solution eklendi.

9. 450nm’ de mikroplate readerda 5 dk icinde okumalglap
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3.4.4. Hematoksilen-eozin

Doku ornekleri %10’luk tamponlu formalin solusyomlan 24 saat tespit
edildikten sonra alkol ve Kksilol serilerinden gdenek, parafinde bloklanrgiir.
Mikrotom ile 5 mikron kalinlginda APES kapli lamlara alinan kesitler, rutin
histopatolojik dgerlendirmeler i¢cin hematoksilen-eozin ile boyagtmi Histopatolojik
degerlendirme skorlamasindgagidaki tabloya gore derlendirildi (Takil A ve ark.,
2003) (tablo 2) .

Tablo 1: Histopatolojik skorlama tablosu

0 1 2 3
_Perlbromyal i, Ge_rm_lnal me_rkezlen Lenfoid folliktller Sinirlar belirsiz
inflamatuvar hiicre Yok belirgin lenfoid i )
o . 53 arasinda infiltrasyon bandseklinde
infiltrasyonu folliktller
AI\_/eolar septal Yok Minimal Orta Agir, Iume_z_ne dgru
infiltrasyon uzanim gosteren
Alveoler 6dem Yok Fokal B'rde’? _fazlg_ Ya¥g|n,
alveoli icerisinde lobuller olwturan
Alveoler eksuda Yok Fokal B|rder_1 _fazlg_ Belirgin, yaygin
alveoli icerisinde
Alveolar histiyosit azvalveolde a!yeolar belukta alveolar bglugu
dagiimig kimeleame doldurma
Interstisyel fibrozis Yok Fokal, minimal FOk.al’ belirgin Yaygln, belirgin
fibroz kalinlgma fibroz kalinlama
Fokal, birkag Multifokal, :
Nekroz Yok nekrotik hiicre kiicuk alanlar Geng alanlar

3.4.5. Immunohistokimya (iNOS ve CC16)

Immunohistokimya boyamalar icin streptavidin-perdisgi immunohistokimya
teknigi uygulandi. Deparafinize kesitler testin hgamasi sonrasi 2 kez, 10 dakika tris-
buffer (pH 7.4) ile yikandi. Kesitler dncelikle foaldehitin dokudaki antijenik yapiyi
maskeleyici etkisini gidermek igin sitrat tampordatijen retrieval solisyonunda 20
dakika kaynatildi. Yikamaleminden sonra, metanolde hazirlag®43’lik H,O; ile 5
dakika inkibe edilerek, dokudaki endojen peroksiddtivitesi giderildi. Spesifik
olmayan antijenik blanmalari engellemek icin %5’lik normal keci serumda tutulan
kesitler daha sonra tgan poliklonal iINOS (1/250 Santa Cruz Biotechnologg)ccl6
(1/100 Bioss) primer antikorlari ile oda i1sisindsaht sire ile inktibe edildi.
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Daha sonra sirasiyla biotinlearetli sekonder antiserum ve streptavidin
peroksidase enzimi ile 10’ar dakika oda isisindkldbéen kesitler, son olarak 3-
Amino-9-Ethylcarbazole (AEC) ile mikroskop altindentrolli olarak 15 dakika
sureyle tutuldu. Gill's hematoxylin ile kat boyamalari yapilarak, su bazli immun
yapstirici ile kapatildi. Kesitlerinden en az 10 farklandan alinan dijital gorintuler
goruntd analiz programi ile gerlendirildi (BAB software, BsPro200 yazilimi, Arrka
Tarkiye). Hucrelerin boyanma yganlugu dikkate alinmaksizin boyanan her hicre
pozitif kabul edilerek toplam 1000 hiicre sayilampézitif hicreler ylzde olarak

degerlendirildi.

3.5. lstatiksel Analiz

Istatiksel analizde; OMU’ye ait lisansh SPSS 2isfatiksel analiz paket
programi kullanildi.

YKL, TNF-a ve IL-10 biyokimyasal parametreler, iINOS ve CC16
immunohistokimyasal parametreler ve histopatolofleserlendirmenin istatiksel
analizinde; Levene testi ile homojenlikg&anamadil gosterildginden Kruskal Wallis
testi ve Mann-Whitney U testi kullanildi.

Gruplar arasi korelasyon incelenmesinde ise Speatkoeelasyon testinden

yararlanildi.
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4. SONUCLAR

Calsmamizda DXM ve L-NAME'’in kombine veril@g hem kontrol hem de
kontlizyon gruplarinda ratlarin 6lmesi dolayisiyla ki grup deerlendirme du
birakildi.

Gruplarin TNFe dizeyleri (medyan, min-max) olarak ifade edil@ruplarin
TNF-o duzeyleri, bazal seviye olarak referans @ldiz ilagsiz (sham) grup ile istatiksel
olarak benzerlik géstermektedir (p>0,05), (tablp(@kil 17).

Tablo 2: Gruplarin TNFe dizeyi

TNF-a (pg/mL) medyan (min-max)

Sham Kontiizyon P
flagsiz 15,3 (11.0-34,7) 12,1 (9,20-54,7) 0,944
DXM 14,2 (10,0-36,2) 14,4 (10,3-52,8)
L-NAME 17,4 (10,9-19,6) 17,2 (10,0-34,7)
60
507
2 40-
) —
8 —_ —_
$ 307
=
[
20
I d
107 o L -+ = .

ilaqs1|z[s] ilaq:s:z[k] DXI\:‘I[s] Dxn.lﬂ[k] L-NAIL"IE[s] L-NAI':.HE[I:]

Sekil 17: Gruplarin TNFe. duzeylerinin “Error Bar” grafii

Medyan ve % 95 giiven argliile ifade edildi.s: shamk: kontlizyon
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Gruplarinin IL-10 duzeyleri (medyan, min-max) olardade edildi. DXM
(sham) grubu IL-10 dizeyinin, L-NAME (sham) grubugére yuksek seyrefii
gorulmektedir (p<0,05). L-NAME (kontlizyon) grubu-II0 dizeyi, L-NAME (sham)
grubuna gore yuksek dizeyde seyretimi(p<0,05). DXM (konttizyon) grubu IL-10;
ilagsiz (kontlizyon) grubuna gore istatiksel olasMamli derecede yuksek ofglu
belirlendi (p<0,05), (tablo 3)s€kil 18).

Tablo 3: Gruplarin IL-10 diizeyleri

IL-10 (pg/ml), medyan (min-max)

Sham Kontiizyon
flagsiz 40.8 (14.6-74.4) 42.5 (14-204)
DXM 115 (33.4-560Y 392 (58.9-1578y
L-NAME 25.2 (3.93-58.0) 68.7 (12.9-362)

p<0.05 istatiksel anlamlililkq: ilagsiz (sham) ve L-NAME (sham) grubuna gdsejlacsiz (kontiizyon),
DXM (sham) ve L-NAME (kontlizyon) grubuna goe,L-NAME (sham) grubuna goére

IL10 (pg/mL), medyan

100

ilat;sllz (s) ilaq:sllz (k) DXI\:‘I (s) DXI\.:'I (k) L-NAI'IU'IE (s) L-NAIIVIE(k]

Sekil 18: Gruplarin IL-10 duzeylerinin sttun grafi

s: shamk: konttizyon
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YKL-40; DXM (sham) ve DXM (konttizyon) gruplarindadpit edildi (Tablo
4). Diger gruplarda deteksiyon limitinin altinda olmasiajesiyla bu gruplar istatiksel
degerlendirmeye alinmadi. DXM (kontlizyon) grubunun YHKQ dizeyi DXM (sham)
grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecedegikilseyretmektedir (p<0,05),
(sekil 19), (Tablo 4).

Tablo 4: Gruplarin YKL-40 dizeyleri

YKL-40 (ng/mL) medyan (min-max)

Sham Konttizyon P
ilagsiz ND ND
DXM 16,8 (10,1-81,8) 97,4 (62,3-129) 0,003
L-NAME ND ND

ND: Tespit edilemedi

140+

120+

100

YKL (ng/mL)

A0

DXM (sham)

DXM (kontiizyon)

Sekil 19: Gruplarin YKL-40 dizeylerinin sttun grgfi
Medyan ve % 95 given argliile ifade edildi
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DXM (sham) ve DXM (kontiizyon) gruplarinda YKL diZew ile ayni
gruplarin IL-10 dizeyleri arasinda orta derecedatiykorelasyon saptandi (p<0,05),

(tablo 5), gekil 20).

Tablo 5: IL-10 ile YKL-40 arasindaki korelasyon gerleri

IL10&YKL-40
Spearmon rho katsayisi 0,727
p 0,003

900

600

IL10 (pg/mL)

300

0 T T T T T
0 25 50 75 100 125

YKL (ng/mL)

Sekil 20: DXM (sham) ve DXM (kontlizyon) gruplarinda YKL ile-10 dizeyleri arasindaki sagilim

grafigi
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Gruplarin immunohistokimyasal olarak iINOS % poz#iéni ve semi-kantitatif
degerlendirilmesi yapildi (tablo 6),sé€kil 21). DXM ve L-NAME, sham gruplarinda
INOS artsl yapmaktadir (p<0,05). Kontlizyon eturulan gruplarda iNOS dizeyi, sham
gruplarina gore yiksek dizeyde iken kontlizyon gmupa DXM veya L-NAME
uygulanmasi doku iNOS seviyesini azaltmaktadir (PP

Tablo 6: Gruplarin iNOS immunohistokimyasal glhmi

iINOS Gorintd analiz % pozitif alan (semi-kantitpatif
Sham Konttizyon

flagsiz 0 (0) 8,7 (%

DXM 1,19 (19 4,81 (2% "

L-NAME 0,71 (1)© 3,41 (2f°

p<0.01,a: sham gruplarina gorb; ilagsiz kontlizyon grubuna goéee,ilagsiz (sham) grubuna gére

Sekil 21: Gruplarin iINOS immiuinohistokimyasal gésterimi

a: Yogun immunopozitif reaksiyon ila¢ uygulanmggkontiizyon) grutb: DXM (kontiizyon) grubunda
iINOS immunopozitif hicrelerc: L-NAME (kontlizyon) grubu daha az §onlukta iINOS pozitif

immunohistokimyasal reaksiyormmunoperoksidaz tekgi AEC kromojen, 20x objektif.
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Gruplarin immunohistokimyasal olarak CC-16 % pdzatani ve semi-kantitatif
degerlendirmesi yapildi (tablo %ekil 22). DXM uygulanan gruplarda CC-16 yuksek
duzeyde tespit edildi. Ayrica L-NAME (sham) gruban@C-16 dizeyinin, L-NAME
(kontlizyon) grubuna gore yuksek diizeyde pldsaptandi.

Tablo 7: Gruplarin CC-16 immunohistokimyasalgilami

CC-16 Gorinti analiz % pozitif alan (Semi-kantiati
Sham Konttizyon

llagsiz 1,49 (1) 1,96 (1)

DXM 5,41 (3 5,51 (3> ©

L-NAME 1,80 (1) 1,41 (1)

P<0.01 anlamlilika: ilagsiz (sham) grubu ile kalastirildiginda
b: ilagsiz (kontlizyon) grubuma goe,L-NAME (konttizyon) grubu ile karlastirildiginda,

Sekil 22: Gruplarin CC-16 immiinohistokimyasal gosterimi
a: Tlagsiz (sham) grubip; flagsiz (kontiizyon) grubug: Deksametazon (sham) grulola, Deksametazon

(konttizyon) grubuimmunoperoksidaz tekgii AEC kromojen, 20x objektif.

54



Kontlzyon uygulanan gruplarin aker doku histopatolojik incelemesinde;
alveolar 6dem, alveolar eksudat, alveolar makrofdgrstisyel fibrozis, granuloma ve
nekrozis tespit edildi. Akger kontlizyonu sonrasi yiuksek doz DXM veya L-NAME
ilac uygulamasi; alveolar eksudat, granuloma verom& de tamamen dizelme
saglarken, peribrogiyal hicre infiltrasyonu, alveolar septal infiltyes), alveolar
histiyosit ve interstisyel fibrozis fokal minimaé@yeye dgmektedir. DXM, alveolar
0demi ortadan kaldiriken, L-NAME tedavisi 6demi a&ayida alveol dizeyine
indirmektedir (tablo 1, 8)s€kil 23).

Tablo 8: Gruplarin histopatolojik deerlendirilmesi

Sham Gruplar ilagsiz (k) DXM (k) L-NAME (k)

Peribrogial yangisal hiicre

0 3 42 (@)
infiltrasyonu
Alveolar septal infiltrasyon 0 3 Gl 1@
Alveolar 6dem 0 3 ® 2@
Alveolar eksudat 0 3 ® 0@
Alveolar histiyosit 0 3 @ 1@
Interstisyel fibrozis 0 3 ) 1@
Granuloma 0 3 @ o@
Nekrozis 0 3 [5) o@

P<0,01 anlamhhika: ila¢siz (kontlizyon) grubu ile kiyaslagchda

k: konttizyon
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Sekil 23: Gruplarin Hematoksilen&Eozin gosterimi

a: Peribrogial hucre infiltrasyonu (oklar) ve fibrozis (ok g ilagsiz (kontlizyon) grubup: ilagsiz
(kontlizyon) grubunda nekroz (yildiz) ve garnulasyiokusu (oklar)c: Alveol limanlerinde ddem
(yildiz) ve makrofaj infiltrasyonu (oklar) ilagsikontiizyon) grubud: Peribrogial ve inter-alveoler
septal dokuda hiicre infiltrasyonu Deksametazont(kayon) grubug: inter-alveoler septal dokuda hiicre
infiltrasyonu ve hafif kalinlsgma (kalin ok), alveoler makrofajlar (ok ¢bar1), alveol limenlerinde fibrin
ve 6dem (oklar) L-NAME (kontiizyon) grubit, L-NAME (kontiizyon) grubunddnter-alveoler septal
dokuda hucre infiltrasyonu ve hafif kaligtaa (ok balari), peribrogial hiicre infiltarsyonu (oklar) ve
fibrozis (yildiz),g: ilagsiz (sham) grubunda akerin normal histolojik gériinimi. Hematoksilen Eozin

boyama, 4x objektif.

56



5. TARTI SMA

Akciger kontlzyonu; d§meler, motorlu ara¢ veya motosiklet kazalari,
yaya/ara¢ carpmalari, patlamalar gibi kint kuvvet mekanizmalaynigcu olgmakta
olup ALI/ARDS, pnémoni, sepsis, ¢coklu organ yetnmgzgibi komplikasyonlara yol
acabilmektedir (Miller ve Mansour, 2007; BernardenTroquet, 2012).

Akciger kontlizyonu patofizyolojisinde; inflamasyon, agtnalveolo-kapiler
permeabilite, pulmoner 6édem tablosu gozikmektedowhfi ve DuBose, 2010). Ayni
zamanda akger kontiizyonunda hipoksemi ve vazokonstriksiyonoganezinde,
reaktif oksijen ve nitrojen tdrlerinin ggumunda NOS o6nemli rol almaktadir
(Lakshminrusimha ve ark., 2013). Gahamizda, akg@er kontiizyonunda doku
hasarinin azaltilmasi igin gugli bir antienflamatuwlan Deksametazon ve NOS
inhibitord olan L-NAME kullanildi.

Gerek akgater konttizyonu bgangicinda ilk 7-10 gin, pndmoni, ALI/ARDS ve
sepsis gesiminde 6nemli olmasi gerekse ager kontlizyonundan bir hafta sonra nitrik
oksit kaynakli metabolitlerin yilksek dizeyde olmaerine calkmamizda tedavi
protokolu ilk 7 gun olarak belirlendi. Akger kontlizyonunda, eksudatif fazdan
proliferatif faza gegi veya 6dem rezolisyonunda TNF4L-10, INOS, CC-16 ve YKL-
40 biyomarkirlarinin dizeyi tayin edilerek ve hatolojik inceleme yapilarak
patogeneze katki gandi. Bu parametrelerin analizi ile ager kontlizyon tedavisinde
DXM ve L-NAME kullaniimasinin tedavideki etkigine dair bilgiler edinildi.

Yapilan calgmalara paralel olarak c@tnamizda hasaragtams akciger doku
histopatolojik incelemesinde; alveolar 6dem, alaeokksudat, alveolar makrofaj,
interstisyel fibrozis, granuloma ve nekrozis tesaildi (Raghavendran ve ark., 2005;
Raghavendran ve ark., 200®erimli alveolar epitelyal tamir, fibrozis gelisimini
diisiirebilmelidir. inefektif tamir ve patojenik fibrozis; ciddi alveolar membran
soyulmasindan sonra nekrotik oOlimle sonuclanan fonksiyon kaybi1 ile
olusmaktadir (Dos Santos, 2008). Akur akciger hasari olusumunda, interstisyel
inflamasyon ve interstisyel fibrozis ortalama 3. giin artmaya baslamakta ve 7. giin

pik yapmaktadir (Bhargava ve Wendt, 2012).
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Akciger kontlzyonu sonrasi DXM veya L-NAME ila¢ uygulamnaalveolar
eksudat, granuloma ve nekrozis de tamamen diuzedlarleen, peribrogiyal hicre
infiltrasyonu, alveolar septal infiltrasyon, alvaphistiyosit ve interstisyel fibrozis fokal
minimal seviyeye dimektedir. DXM tedavisi alveolar 6édemi ortadan kal#ten, L-
NAME tedavisi 6demi az sayida alveol dizeyine imaiktedir. Akcger kontlizyonu
uygulanan hayvan modellerinde kortikosteroid veyatioksidan kullaniminin
duzelmeyi desteklegh birka¢ calsma bulunmasi bu verileri 6Gnemli kilmaktadir (Turut
ve ark., 2009).

Akciger kontlizyonunda; kemokinler (CINC-1 ve MIP-2) vmlgnler (TNF-,
IL-6, IL-1B) genel olarak 24 ve 48 saatte yuksek seviyede Tkgtinde temel diizeyine
donmektedir (Raghavendran ve ark., 2005; MatutéeBed ark., 2008). Calmamizda
ila¢c uygulanmayan kontiizyon grubunda 7. gtin, Td\H--10 ve CC-16 bazal seviyede,
INOS yilksek duzeyde tespit edilirken YKL-40 isepiegdilemedi.

CC16; hayvan ve insan c¢ghalarinda pulmoner epitelyal fonksiyonun sensitif
bir biyomarkiri oldgu icin (Helleday ve ark., 2006) cginamizda ak@er doku hasar
ve tedavisini dgerlendirmek icin biyomarkir olarak CC-16 kullanildCC-16’nin en
onemli gorevi, respiratuvar sistemi inflamasyon elesidatif stresten korumaktadir
(Broeckaert ve ark., 20000C16 azalmasi, alveolar hasar, 6dem ve diisiik akciger
tamirinden olusmaktadir (Reynolds ve ark., 2004). Calsmamizda kontlizyon sonrasi
7.gun inflamasyonun rezoltisyonu ile doku CC-16 giibazal seviyede tespit edildi.
DXM verilen kontrol ve konttizyon gruplarinda CC-&éntezinin artmasi, steroidlerin
fizyolojik ve patolojik sartlarda da CC-16 sentezini uyanin gostergesidir. CC-16
sentez arfi, respiratuvar sistem distal kisminda kontiizyogaglithasarin onarimina
katki sglamaktadir. ARDS'de CC-16 dukligt g6z ontnde bulundurulursa, CC-16
daki bu artg, ARDS tablosu olgmasinin dnlenmesinde 6énem arzetmektedir. Pnédmoni
gelisiminde seruma CC-16 sizintisi dolayisiyla gkcikontiizyonunda doku CC-16
artisinin sglanmasi olasi pnédmaoni tablosunaskdoruyucu olabilir (Alacam H ve ark.,
2013). Yapilan bir cagmada da GC’lerin akgerde CC16 sentezini regile giti
bildirilmi stir (Hagen ve ark., 1990). Ber yandan L-NAME’nin kontrol ve kontiizyon
gruplarinda CC-16 dizeyine etki etmgdespit edildi.
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YKL-40; inflamasyon, remodeling ve hicre 6liumunionkol edilmesi, anti-
patojen rolu ile kritik Gnemdedir (Chuan Hua Heark., 2013). YKL-40; TNF-a ve IL-
1 tarafindan indiklenen MMP'1 baskilayarakgbdokusunu inflamatuvar sirecte
katabolik ve degradatif etkiden korumaktadir (Lingg Recklies, 2004). Yeni
inflamatuvar markir olan YKL-40"in fonksiyonu tamilibmemekle birlikte, oksidan-
indukli akut akgier hasarini inhibe egii ve alveolar tip Il hicreleri ile immun
hiicrelerde apoptozisi onleiligosterilmitir (Sohn MH ve ark., 2010)Kint gd&sus
travmasindan sonra alveolar tip Il hicreler apaptagramaktadir ve apoptotik
hiicreler travmatize alveollerde birikmektedir (8eie ark., 2008). Yiksek doz inhale
veya oral kortikosteroid kullanan hastalarda YKL-ds1 olmaktadir (Chupp ve ark.,
2007; Hartl ve ark., 2009). Bizim caamizda serum YKL-40; DXM verilen
gruplarda tespit edilirken, DXM verilmeyen gruplartespit edilemeginden akcger
dokusunda steroidlerin YKL-40 ifadesini artgdi sonucuna ukaldi. Bu artgin
kontlizyon olgturulan grupta daha yiksek dizeyde olmasi, stenondlakcger
kontlizyon tedavisinde oksidan kaynakli hasari amst ve bg dokusunu degradatif
etkiden korumasi bakimindanggelidir. Ayni zamanda anti-patojen 6zgitie belirtilen
YKL-40 daki bu artg sayesinde, akger kontlizyonu sonrasi pnomoni ghasinin
onlenmesine katki giayaca disunulmektedir.

Akciger kontlizyonu uygulanan hayvan modellerinde, NO’nmuuimoner
vaskiler reaktivite icin 6nemli bir belirte¢ olglu rapor edilmektedir (Villamor ve ark.,
2003; Lakshminrusimha ve ark., 2007). Yapilan sahsmalarda ALlI'ya yol acan
etkenlerin; TNFe, IL-1B, ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin yikseg ile
birlikte nitrat/nitrit artgl oldugu belirtiimektedir (Lin ve ark., 2006; Su ve ark(12).
Akciger kontlzyonlu hastalarin akeir dokusunda nitrotirozin ve ditirozin dizeyinin
yaklasik 2 kat arttgl rapor edilmektedir (Suresh ve ark., 2013). Akcierde L-NAME;
pro-oksidant bir ajan olan vitamin A’'nin oksidatié nitrozatif etkilerini peroksinitrit
olusumunu Onleyerek azaltmaktadir (de Bittencourt Pasqwe ark., 2012).
Calismamizda, ak@er kontiizyonunda iINOS sentezinin aittgortlirken tedavi igin
kullanilan DXM ve L-NAME’nin artan iINOS dizeyini dardigt goraldu. Boylelikle
bu ilaglarin kullanimi, nitrit kaynakli oksidatifresten akger dokusunun korunmasina
katki sglamaktadir.
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Yuksek doz L-NAME uygulamasinin normotansif rate@rdnaksimum bir kan
basinci artindan sonra kompensatuvar mekanizmalarin devresgigigi ve NOS
sentezini induklengi gosterilmektedir (Yamada ve ark., 1996; Chou rke,d.998; Qiu
ve Baylis, 2000). Cajmamizda, DXM ve L-NAME'nin sham gruplarinda,
kompensatuar mekanizmalar ile INOS diizeyinde gaptsi gorulda.

Kint g@sis travmasini takiben makrofajlar tarafindan IL-1i@etiminin
hipoksemi ile azalgn gosterilmitir (Knéferl MW ve ark., 2000). Akger kontlizyonu;
dalak, akcgier gibi farkh kompartimanlardaki monosit ve malajdrin
immundisfonksiyonuna sebep olabilmektedir. Bu durlbislO gibi antienflamatuvar
sitokinlerin azalmasina yol acmaktadir. Dolayisiylaakrofajlardaki bu gecikmgi
bozukluk ARDS, pnomoéni gelnesine sebep olmaktadir (Perl ve ark., 2005).
Calismamizda DXM veya L-NAME uygulanan kontlizyon gruptda TNFe dizeyi
bazal seviyede iken IL-10 dizeyinin argmalmasi, inflamasyonun ¢éztlmesine katki
salamaktadir.

IL-10, M2 makrofajlarda STAT3 uzerinden Ym1 (kitmxélke protein) up-
regulasyonu sgamaktadir (Fernando ve ark., 2014). glalhmizda YKL-40 ile IL-10
arasinda orta dizey bir korelasyon @duespit edildi. Bu durum DXM’nin her iki
markirin sentezini benzer yolaklar Gizerinden gdesékdigini gostermektedir.

NO tarafindan IL-10 dretiminin diizenlenmesine digaératirde kagit sonuclar
bulunmaktadir. LPS-indukli hasarda NOS inhibitosléxre alveolar makrofajlarinda
IL-10 GUretimini artirirken (Qiu ve ark., 1999), sbral iskemili ratlarda kronik L-
NAME tedavisi, IL-10 dizeyini diurmektedir (Clarkson ve ark., 2007). L-NAME;
akut tedavide renal dokuda TN#-L-6 gibi pro-inflamatuvar sitokinleri artirirkem.-
10 duzeyini dgirmektedir (Singh ve ark., 2012; Singh ve ark.,80Kronik L-NAME
tedavili ratlarda ise hem proinflamatuvar sitokmtem de IL-10 ar§1 gézlenmektedir
(Miguel-Carrasco ve ark., 2008). Gahamizda, L-NAME uygulamasinin sham
grubuna gore konttizyon grubunda IL-10 dizeyinrdutl saptandi.

Akciger kontlizyonunda ve kontrol grubunda deksametazo@@-16, YKL-
40 ve IL-10 gibi sitokinlerin sentezini artirmasiastalik ve fizyolojiksartlara bgh

kalmaksizin bu sitokinlerin sentezini artgdkanisina varildi.
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Yuksek doz L-NAME veya steroidler ile NO Uretiminyogun bir sekilde
inhibisyonu parasempatikte azalma, sempatetik \@zstkiktor tonusda 6nemli agti
sgilamaktadir (Sander ve ark., 1995; Scrogin ve d@98). L-NAME (10 mg/kg) ve
DXM (5ug/gun) kombine kullanimi, yalniz L-NAME kalhimina gore kan basincinda
ortalama 10 mmHg astisgslamakta ve malign hipertansiyon elurmaktadir (Qiu ve
Baylis, 2000). Cadmamizda DXM (15 mg/kg) ve L-NAME (60 mg/kg)
kombinasyonunun hem kontrol hem de kontlizyon grupdaki ratlarda toksik etki
gostererek 6lime yol acmasi bu iki ilacin yiksek #ombine kullanimindgtphe
olusturmaktadir. Bu ilaglarin yiksek doz kombine kullamdaki toksik etki

mekanizmasi asairiimalidir.

Sonug olarak; (i) akger konttizyonunda steroidlerin veya NOS inhibitargr
kullanimi; alveolar eksudat, granuloma ve nekrai@stamamen dizelme garken,
peribronsiyal hicre infiltrasyonu, alveolar septal infiltyes, alveolar histiyosit ve
interstisyel fibrozis fokal minimal seviyeye giektedir. (i) Steroidler akger
dokusunda, YKL-40 ve IL-10 gibi sitokinler ve CC-Bgntezini artirmasinin aker
kontlizyonunda, pnémoni, ALI/ARDS ve sepsis sabasinin dnlenmesi bakimindan
degerlidir. (iii) Yuksek doz steroid ve NOS inhibit@rinin kombine kullanimi ratlarda

olime yol agcmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

. Akciger kontlzyonu sonrasi 7. gun inflamatuvar sitokiGleNF-o ve 1L-10) ile
CC-16 bazal seviyeye donerken iNOS seviyesi ylukiseleyde kald1.

YKL-40 ise tespit edilemedi.

. DXM, kontrol ve kontizyon gruplarinda CC-16 sentezirtirdi.

3. DXM’nin, YKL-40 ve IL-10 sentezini kontlizyon ofturulan gruplarda sham

gruplarindakine gore daha ¢ok artgndeespit edildi.
. L-NAME, akciger konttizyonunda IL-10 agtiyapti.

5. ilag verilmeyen kontiizyon grubunda IL-10, TNFve YKL-40''n bazal

seviyeye gelmesi, ila¢ uygulanan gruplar ile skagtirmada cekki
olusturdusundan akgier konttizyonu olgturulan gruplarda, deksametazon ve L-
NAME tedavi etkinlginin zamana bgli degisiminin gosterilmesi igin 4, 24, 72.
saat biyokimyasal markir analizi yapiimasi dnerkieelir.

. DXM uygulamasi ile sentezi artan YKL-40 ve IL-10aamda orta derecede
korelasyon bulunmasi dolayisiyla steroidlerin YKQ-4ve IL-10 sentez
yolaklarinin benzerdi molekiler dizeyde agariimalidir.

. YlUksek doz DXM ve L-NAME kombine kullaniminin rattka 6lime yol agmasi
nedeniyle; (i) kombine kullaniminda ilaglarin et&im mekanizmasinin
molekiler dizeyde incelenmesi, (ii) kalp ritmi, klbasinci gibi parametrelerin
Olcilmesi, (iii) rat olumi gercekyaginde postmortem histopatolojik
incelemenin yapilmasi 6nerilmektedir.

. ALI/ARDS teshisi konmy hastalarda, steroid tedavisinin etknlicin YKL-40
ve CC-16 bakilmasi dnerilmektedir.

. Akciger kontlzyonu subakut donemde yapilacak IL-10 vea=-&Nestlerinin

ELISA calsmasinda dilisyon yapiimamalidir.
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