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1. GIRIS ve AMAC:

Sepsis her yil milyonlarca hastanin maruz kaldigi yiikksek morbidite, mortalite oranlari ile
iliskili bir hastalik tablosudur ve modern medikal uygulamalara ve tedavilere ragmen 6nemli
bir sorun olmaya devam etmektedir(1). Sepsis mikroorganizma ve toksinlerine karsi konagin
gelistirdigi sistemik inflamatuar yanit olarak tanimlanabilir ve altta yatan neden olarak
bakteriyel enfeksiyonlardan bahsedilir(2). Yabanci mikroorganizmalar veya endotoksinleri
konak¢min hiicresel savunma mekanizmalarini tetikler; Timor nekrozis faktor (TNF),
interlokin-1(IL1), interl6kin-6 (IL6) gibi erken yanit sitokinleri ile birlikte bir¢ok inflamatuar
yanit sistemini devreye sokarak bir¢ok inflamatuar mediatorii aktive ettikleri saptanmustir.
Akut Respiratuar Distres Sendromu (ARDS) ise ¢ogunlukla sepsise bagli olarak abartili
bagisiklik sistemi yanit sonucunda alveolo-kapiller gegirgenlikte artmaya bagl olarak ortaya
cikan bir durumdur. ARDS fizyopatolojisi iizerine bir¢ok deneysel ve klinik ¢alisma yapilmis
olmasina ragmen; sagaltimi i¢in mekanik ventilasyon stratejileri ve nedene yonelik tedaviler
disinda kesin bir tedavi yontemi bulunamamistir. Bu nedenle koruyucu yontemlerin
incelenmesi, risk faktorlerinin azaltilmasi, immiinomodiilatér ajanlarin kullanimi hala
iizerinde calisilan konulardir. Bu diisiinceden yola ¢ikarak immunomodiilatér oldugu

diistintilen D vitaminin ARDS iizerindeki etkisini arastirmak istedik.

Deneysel calismamiz birbirinden farkli D vitamini (VD) diizeylerinde olan ratlarda
Lipopolisakkarit ile indiiklenen akciger hasar1 diizeyleri incelemekte; VD hipovitaminozunda
akciger hasarmin siddetinin artip artmadigini goézlemlemektir. Yabanci bir uyaran ile
karsilagildiginda olusan bagisiklik yanitinin karmasik iliski yumagi i¢inde, nétrofiller asir1 ve
kontrolsiiz sekilde aktiflesmekte, kompleman sistemi, trombosit agregasyonu, arasidonik asit
metabolizmas1 uyarilmakta ve sonug¢ olarak mikrovaskiiler endotel hasar1 olugmaktadir.
Endotel hasar1 ise doku perfiizyonunda azalma birden fazla organin fonksiyonlarinda
bozulmaya neden olur. Yapilan klinik ve deneysel c¢alismalarda alveoler kapillerde yogun
notrofil sekestrasyonu gosterilmistir. Calismada yabanci mikroorganizmanin neden oldugu

bagisiklik yanit1 incelenmek istendi. (3, 4).



2. GENEL BILGILER:
2.1. Sepsis ve Tanimlamalari:

Yunanca “sepo” (mikroorganizma varliginda organik maddenin bozulmasi)
kelimesinden tiireyen bir tanimdir. Hippocrates M.O. 400 yilinda viicutta olusan tehlikeli,

biyolojik bir ¢lirimeden bahsetmistir (5).

1914 yilinda, Schottmueller’in patojenin kan dolagiminda bulunmasinin sepsiste
gozlenen sistemik belirtilerin nedeni oldugunu ileri siirmesi, gliniimiiz anlaminda sepsis

tanimi i¢in ilk kilometre tagidir.

Laboratuar imkanlarinin artmasi, bilimsel gelismeler sepsisi daha iyi anlamamiza
neden olsa da sepsis fizyopatolojisindeki gelismelere ragmen terminolojideki karmaganin
sirdiigli goz ardi edilemez bir gergektir. 1991 ve 1992 yillarinda Yogun Bakim Tibbi
Dernegi (Society of Critical Care Medicine-SCCM)ve Amerikan Gogiis Hastaliklar
Uzmanlar1 Dernegi (American College of Chest Physicians-ACCP) bir araya gelerek sepsis

ve iligkili tanimlar1 yayinlamislardir (6, 7)(Sekil 1).

BAKTERIYEL
_ FUNGAL ENF
ENFEKSIYON  paARAZIT SEPSIS

ViRAL

Sekil 1. SIRS ve Sepsis arasindaki iligki
Delinger ve ark. tarafindan 2004 yilinda bu tanimlar gézden gegirilmis ve yeniden

yazilarak ortak bir terminoloji gayreti gosterilmistir (8). Buna gore;

SIRS; Systemic Inflammatory Response Syndrome (Sistemik Inflamatuar Yamt

Sendromu ; SiYS)asagidakilerden iki veya daha fazlasinin varligi olarak tanimlanmistir:

1. Viicut sicakligi > 38 °C veya < 36°C



2. Kalp Hiz1 >90/dk.
3. Solunum Sayis1 >20/dk

4. Lokosit sayis1 >12.000/mm? veya < 4000/mmAya da immatiir hiicre oran1 >%10.

Sepsis: SIYS ile pozitif kiiltiir sonucu olan bir enfeksiyonun birlikteligi olarak
tanimlanmaktadir. Kiiltiir negatif ise tani i¢in klinisyenin enfeksiyon varligin1 dngdérmesi
ve/veya asagidaki kriterlerden birinin varligr gerekmektedir.

1. Belirgin 6dem veya pozitif s1vi dengesi (20 ml/kg/20saat)

2. Hiperglisemi: Glukoz > 120 mg/dL. (Hastada 6ncesinde tan1 almis bir Diyabetes Mellitus

olmadig1 halde goriilen hiperglisemi varligi)

3. Inflamasyon belirtegleri: C-reaktif protein (CRP) ve prokalsitonin gibi akut faz reaktanlar:

artisinin 2 standart sapma iizerinde olmasi

4. Mix venoz kanda oksijen saturasyon (SvO2) >%70
5. Kardiyak Indeks: KI >3.5L/dk/m2

Agir Sepsis: Sepsis ile birlikte hipotansiyon ve organ hipoperfiizyon bulgularinin
bulunmasidir

Hipoperfiizyon bulgulart:

1. Arteryel hipoksemi (PaO2/FiO2 < 300mmHg),

2. Akut oligoiiri (en az iki saat boyunca idrar ¢ikis1 < 0,5 ml/kg/saat veya 45mmol/L),

3. Kreatinin > 2mg/dL, koagiilasyon bozukluklari: INR > 1,5 veya aPTT > 60sn,
Trombositopeni: Plt < 100000/mm?,

4.  Hiperbiliriibinemi: Total Bilirubin > 2 mg/dl veya 35mmol/L,

5. Hiperlaktatemi: Laktat > 2mmol/L,

6.  Sistolik arter basinci (SAB) < 90 mmHg, ortalama arter basinct (OAB) < 70 mmHg
veya SAB’da hastanin rutin degerlerine gore 40 mmHg’dan fazla disiis.

Septik Sok: Yeterli sivi resiisitasyonuna ragmen diizeltilemeyen sepsis kaynakli
hipotansiyon ve hipoperfiizyon bulgularinin varligi seklinde tanimlanmustir.

MODS (Multiple Organ Dysfunction Syndrome; Coklu Organ Yetersizligi
Sendromu, COY): Akut kritik hastada birden fazla organin etkilendigi ve homeostazisin
miidahale olmadan (mekanik ventilasyon, hemodiyaliz gibi) saglanamadigr durum olarak
tanimlanmistir, buna ragmen sepsis ve iliskili tablolarin tanis1 klinisyenlere sorun teskil

etmeye devam etmektedir.



QSOFA (Quick Sequential Organ Failure Assessment Score -Hizh Ardisik
Organ yetmezligi skoru):Bu eski tanimlarin yani sira JAMA nin yaptig1 tanimi da goz
Oniine alacak olursak SIRS kavraminin giincelligini kaybettigini, agir sepsis, ciddi Sepsis
taniminin da kulanimdan kalktigin1 gérmekteyiz. Burada SIRS yerine quick SOFA kavrami
kullanilmustir.
1.  Hipotansiyon varlig: (Sistolik TA<100mmHg),
2.  Biling bozuklugu (GKS<13),
3.  Takipne (>22/dk) durumlari1 goz oniine alinmistir.
Buna gore qSOFA’da herbirine 1 puan verilerek mortalite hakkinda 6ngorii hedeflenmistir.
Yapilan ¢alismada qSOFA >2 olan hastalarda mortalite oranlarinin daha yiiksek oldugu
gozlenmistir.

Tablo 1: Sepsiste eski ve yeni tanimlamalar (9)

Eski Yeni
Sepsis SIRS+enfeksiyon siiphesi Stipheli/Tanil1 enfeksiyon
+2 veya 3 qSOFA kriteri
Ciddi (Agir) | Sepsist
Sepsis KB < 90mmHg veya
MAP<65mmHg

Laktat <2 mmol/L
INR>1,5 veya aPTT>60s
Bilirubin <34 ymol /L
Idrar ¢1kis1 <0,5 ml/kg/saat
Kr>177ymol/L

Trombosit Say1s1<100/mL

Sp02<%90

Septik Sok Sepsis + Sivi resiisitasuyonuna | SepPSIStMAP>65 mmHg i¢in
ragmen devam eden | Vazopressor  ihtiyaci+Laktat>
hipotansiyon 2mmol/L




2.1.1. Epidemiyoloji ve Etiyoloji
Sepsis epidemiyolojisi konusunda yapilan ¢alismalar yontem olarak belirgin farkliliklar

gostermektedir. Bu ¢aligsmalar kullanilan yontemlere gore 3 grupta ele alinabilir:

. Hastane ¢ikis verilerine dayanan ¢aligmalar,
. Yogun bakim {initesine yatis verilerine dayanan ¢alismalar,
o Hastaneye basvuru verilerine dayanan ¢aligsmalardir.

1995 yilinda hastane c¢ikis verilerine dayanilarak Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’nde yapilan bir calismaya gore sepsis tanili yillik 751.000 olgunun olabilecegi
hesaplanmistir. Yapilan geriye doniik ¢alismada agir sepsis insidansi 3/1000 kisi ve mortalite
de % 28.60larak bulunmustur.1979-2000 yillar1 arasindaki verilere gore yapilan bir diger
caligmada ise hastaneye yatan hastalarin % 1,3 de sepsis izlendigi ve 22 yilda insidansta artig
oldugu gosterilmistir. 100.000 niifus i¢in 1979 yilinda 82,7 olan olgu sayisinin 2000 yilinda
240,4 olarak bulunmustur. (10).

Etiyolojik agidan bakildiginda dnceki yillarda gram (-) bakteriler yiiksek oranda iken,
daha sonraki yillarda gram (+) bakterilerin sepsis etkeni olarak goriilme sikliginin arttigi
saptanmistir. 20 yillik siire i¢inde mantar enfeksiyonlarinda ise % 207°lik bir artis
gozlemlenmistir (11).2002 yilinda 24 Avrupa tlkesinde yapilan, 198 yogun bakim iinitesini
kapsayan bir ¢calismada, 2001 uzlas1 konferansi kriterleri kullanilarak sepsis insidans1 %37
olarak bulunmustur. En sik enfeksiyon odagi olarak % 68 akciger, % 22 batin, % 20 kan ve
% 14 {iriner sistem bulunmustur. Hastane mortalitesinin % 24,1 olarak bulundugu bu

caligmada, septik sokta mortalite % 54,1 olarak saptanmustir (12).

2.1.2. Sepsisin Fizyopatolojisi:

Sepsis ve septik sokta fizyopatolojik olaylar kaskatinin temelinde viicuttaki
mikroorganizmalar ve bilesenlerinin konagin dogal immiin sistemini harekete gecirmesi
yatmaktadir. Mikroorganizmalarin  kendilerine has antijenik yapilar1 ve toksinleri

inflamasyonu baslatir (3, 13) (Tablo2).



Tablo 2. Septik sok fizyopatogenezinde etken bakteriler ve bakteriyel yapilar (3, 13)

Mikroorganizma

Etken bakteriyel yap1

Ornek

Biitiin gram (-) bakteriler

Endotoksin (LPS, Lipid A)

E.Coli sepsisi
Meningokoksemi

Biitin gram  (+)

bakteriler

Peptidoglikan
Lipoteikoik asit

Staphylococcus Aureus
Streptococcus Pyogenes

Escherichia Coli

Ekzotoksinler

A-hemolizin
Streptolizin-o

Escherichia

Staphylococcus Aureus

Toksik sok sendromu toksini

Stiperantijenler
Streptococcus Pyogenes Enterotoksin
Pirojenik ekzotoksin
Streptococcus Enzimler IL-1b konvertaz

PyogenesClostridium

Fosfolipaz

Mikroorganizmalarin yapisinda bulunan antijen ve toksinler, dolasimdaki mono

niikleer fagositleri, endotel hiicrelerini ve diger farkli bagisiklik hiicrelerini uyararak

mediyatorlerin salinimina neden olur. Monositlerden tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a),

interlokin-1 (IL-1), IL-6, IL-8 ve trombositleri aktive eden faktor (PAF) salinir. IL-1 ve

IL-6; T hiicrelerini aktive ederek y-interferon, IL-2, IL-4, graniilosit monosit koloni

stimulan faktorlerin salgilanmasini saglarlar (Sekil 2). Mediyatorlerin saliniminin hemen

ard1 sira koagiilasyon sistemi, kompleman sistemi, fibrinolizis ve kinin sistemi aktive olur.

Bu sirada endotel ilizerinde adezyon molekiillerinin ekspresyonunu da arttirarak, nitrik

oksit (NO) iiretimiyle vazodilatasyonu tetiklemekte ve pihtilagma sistemini de aktive

etmektedir

(2,14).
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Sekil 2. Sepsis fizyopatolojisi (2)

Bagisiklik yanitinin mikroorganizmalari yok etmede basarisiz olmasi halinde sistem
uyarilmaya devam eder; organ hasar1 olusturabilecek diizeyde inflamasyon meydana
gelebilir. Bu durum kalp hiicrelerinde artmig NO {iretimi ve TNF varlig1 kalp islevlerini
bozarak kollapsa neden olabilir. Tromboz ve antifibrinolizis sistemik bir hal alir ve protein
C gibi antitrombotik faktorler tiiketilerek diizeyleri diiser. Meydana gelen yaygin tromboz
pihtilasma faktorlerini de tiikettigi i¢in kanamalar goriilmeye baslar (4, 15).

Bu anlatilan hiicresel degisiklikler sonucunda hastalarda degisen derecelerde;
» Artmus vaskiiler / kapiller gegirgenlik,
« Patolojik vazokonstriksiyon vevazodilatasyon,
« Intravaskiiler koagiilasyon ve fibrinolizis bozuklugu,

» Miyokard disfonksiyonu ortaya ¢ikmaktadir

2.1.3. Sepsiste Organ YetmezIligi Gelisimi:
Sepsiste hasar1 baglatan mediyatorlerin ana hedefi damar endotelidir. Endotel
permeabilitesini arttirmada endotoksin, TNF-a, IL-1, PAF, lokotrienler, tromboksan A2 ve

nitrik oksit (NO) rol oynarlar. Kompleman sisteminin aktivasyonu da endotel hasarina yol



acar, damar permeabilitesini direkt veya noétrofilleri aktive ederek indirekt yolla bozar. Bunun
yani sira notrofillerden degraniilasyonla agiga c¢ikan toksik oksijen radikalleri ve lizozomal
enzimler endotel permeabilitesini artisa neden olur. Bu olay permeabilite artisi, endotel hasari,
ekstravazasyon ve mikrotrombiis olusumuna neden olur. Bu siire¢ kendini organ

perflizyonunun bozulmasi ve organ yetersizligi ile nihayete erdirir(2, 14, 16).
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Sekil 3.Sepsiste organ yetersizligi gelisimi (DIK; Dissemine Intravaskiiler Koagiilasyon) (2,

14,16)

2.2. Akut Respiratuar Distres Sendromu
2.2.1. Epidemiyoloji ve Etiyoloji:

Sepsis enfeksiyon kaynagi olan organ disinda birgok sistemi etkilemektedir. Sepsis
yogun bakim iinitelerinde sik rastlanan bir sendromdur. Sepsis ve septik sok durumu birgok
organ sistemini etkileyen her y1l milyonlarca kisinin etkilendigi hastaliklar biitlintidiir. Organ
yetmezlikleri ile giden bu sendromda yangi odaginin akciger olup olmadigina bakilmaksizin
cogunlukla ilk yetmezlige giren organ akcigerlerdir. Bu durum mortaliteyi énemli olduk¢a
oranda arttirmaktadir(17, 18,19). Sepsis ile iliskili olarak uyarilan abartili immiin yanitin bir

diger komplikasyonu da Akut Respiratuar Distres Sendromu (ARDS) dur. Sendrom olarak



anilmasinin nedeni belirli bir nedenden ziyade birgok nedene bagli gelismesindendir. Akut
solunum sikintis1 sendromu (ARDS) ‘nu tanimlanirken, hipoksemik solunum yetmezligi ile
seyreden, permeabilite artisina bagli olusan kardiyak kokenli olmayan pulmoner 6dem
karakterize bir hastalik tablosu olarak ifade edilebilir. Laboratuarda kendini diffiiz radyolojik
infiltrasyonlar ve oksijen tedavisine direngli arteryel hipoksemi ile gosterir.

Tarihsel olarak bakildiginda Rene T. H. Laennec (1781-1826), XIX. ylizyilin ilk
yarisinda kardiyak kokeni olmayan bir akciger 6deminden bahsetmis ve bu siireci
tamimlamustir (7).

ARDS, tarihsel silire¢ icerisinde travmatik 1slak akciger, konjestif atelektazi, sok
akcigeri, Da Nang akcigeri gibi isimler almis ise de ARDS adin1 1967 yilinda Ashbaugh ve
arkadaslari tarafindan yapilan tanimlama ile almistir (20).

Ashbaugh, takip ettigi 12 hastasinda ortak 6zellikler oldugunu gérmiis akut baglangicli
dispne, hipoksemi, diffiiz akciger infiltrasyonlari, azalmis solunum sistemi kompliyansi
oldugunu ve konjestif kalp yetmezligi bulgulart olmadigini gérmiis ve bu tanimlamayi
yapmistir(21).

1988 yilinda, Murray ve arkadaslari tarafindan PaO./FiO., total respiratuar
kompliyans, PEEP diizeyi ve radyolojik infiltrasyonlarin yaygmhigi olmak iizere dort
komponentten olusan LIS (Lung Injury Score =Akciger Hasarlanma skoru) skorunu
tanimladilar. Her bir komponente 0, 1, 2, 3, 4 puan verilir ve toplam puan dorde boliinerek
elde edilen puan, 0,1-2,5 = hafif-orta akciger hasarim1 ve > 2,5 ise agir akciger hasarini
(ARDS) gosterir.

1992 yilinda, "American European Consensus Conference (AECC)", ALI ve ARDS
tanimlarini yapmustir (22). (Tablo 2)

Tablo 3.Amerika Avrupa Uzlas1 Konferansi 1992 (22)

Klinik Akut Akciger Hasari ARDS

Baslangi¢ Akut Akut

Hipoksemi Pa02/FiO2< 300 (40kPa) PaO2/FiO2< 200 (27kPa)

Radyoloji Pulmoner o&dem ile uyumlu | Pulmoner 6dem ile uyumlu
bilateral infiltratif goriiniim bilateral infiltratif goriiniim

Nonkardiyak Sol atriyal hipertansiyonunun | Sol atriyal hipertansiyonunun

Neden klinik bulgusu olmamasi veya | klinik bulgusu olmamasi veya
Pulmoner kapiller kama basimeci | Pulmoner kapiller kama
<18mmHg basinci<18mmHg




AECC’ nin tanimlamasi sonrasinda bazi sorunlar su yiiziine ¢ikmistir. Bu tanimlanin
kat1 smurlar ile kabul edilmesi halinde AECCnin yaptigt ARDS tanimlamasinin duyarliligi
%383, ozgiilliigli %51 olarak sonug verir (8). Burada ki temel problemler kardiyak patolojileri
ile birlikte akut akciger 6demi mevcut hastalarin bu taniya dahil edilememesi, plevral eflizyon
gibi patolojileri hem gaz degisimini bozmasi hem de radyografik olarak benzer gdriiniime
sahip olmasidir. Yine ek Kronik Obstriiktiif Akciger Hastaligi (KOAH) gibi ek ko morbidite
nedeni hastaliklarin PaO2/FiO2 oranlarmin disiikliigli nedeniyle yanlis pozitif sonuglar
vermesi sorun teskil eder.

1998 yilinda AECC ARDS ig¢in yeni bir uzlasma toplantis1 yapmistir. Kisaca GOCA
(Gas exchanges, Organ failure, Cause, Associated disease) diye bilinen smiflama sisteminin
kullanim1 Onerilmistir. Bu smiflama gaz degisimi bozuklugunun orani, organ hasari
mevcudiyeti, ARDS’ nin sebebi ve iligkili hastalik kullanilarak yapilmistir. Bu sistemle
yapilan ¢alismalarda hastaligin prognozu ve mortalitesiyle korelasyonun zayif oldugu tespit
edilmistir. GOCA sisteminin kullanimi yayginlagsmadan terk edilmistir (27).

2011 yili Kasim ayma kadar giincel bir tanimlama yapilamamistir. Bu tarihte
Berlin/Almanya’da " Avrupa Yogun Bakim Tibbi Dernegi(ESICM)" 24. Kongresi
gerceklestirilmistir. ARDS’ nin yeni tanimi sunulmustur (17). Onerilen yeni Berlin ARDS
tanimi sunlardir (Tablo4).

Tablo 4. ARDS’ de Berlin Uzlagis1 2011 (12)

Kriter Hafif Orta Agir
Baslangic Bir hafta icinde baslayan klinik bulgular ve/veya yeni gelisen
Zamanlamas1 | solunum semptomlari

Pa02/Fi02=201-300 | PaO2/Fi0,<200 Pa02/Fi0.<100
Hipoksemi PEEP/ CPAP>5 PEEP>5 PEEP>10

Kalp yetmezligi ve/veya sivi yiiklenmesi ile aciklanamayan

Odem Nedeni |solunum yetmezligi

Radyolojik Bilateral Bilateral En az ¢ kadram
Goriiniim opasiteler* opasiteler* kapsayan opasiteler*
Ek Fizyolojik CRS< 40mL/cmH20
Problemler ; _ VEcorr>10 L/dk

* Efiizyon, nodiil, kitle veya lober/akciger kollapsi ile agiklanmayan opasiteler

CRS: Istirahat sirasinda akciger kompliyansi

VEcorr= VExPaCO2/400 (viicut ylizey alani ile diizeltilmis dakika ventilasyonu)
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Vilar ve ark. yaptig1 bir yayinda ARDS insidans1 2001 yilinda 82.4/100.000, 2008
yilinda 38.9/100.000 ve en son olarak 2011 yilinda 7.2/100.000 olarak bulunmustur (1).
Insidansindaki bu azalmanm, genel olarak hastalarin &zellikle yogun bakimda yatanlarin
tedavi, takip ve destek tedavilerindeki ilerleme ve mekanik ventilasyon stratejilerindeki
gelismelere bagli oldugu diisiiniilmektedir.

1960’11 yillarda hastaligin tanimlanma siirecinde mortalitesi %90 olarak bildirilmekteydi.
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)' nde yapilan bir ¢alismada, 2005 yilinda yilda yaklasik
200.000 ALI ve ARDS hastast oldugu ve hastaligin mortalitesinin yaklasik %40 oldugu

ongorilmiistir (6).

ARDS etiyolojisinde pulmoner veya ekstrapulmoner nedenler yer almaktadir. ARDS siklik
sirastyla; primer pndmoni, sepsis, gastrik aspirasyon, major travma sonrasi sok ve hemoraji

gibi nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Tablo 5.ARDS Etiyolojisinde Rol Oynayan Hastaliklar ve Risk Faktorleri (6)

Pulmoner Ekstrapulmoner
Aspirasyon Pndmonisi Sepsis

Enfeksiy6z Pnomoni Septik Sok

Suda Bogulma Bakteriyemi
Pulmoner Kontiizyon Akut Pankreatit
Toksik Inhalasyon Yanik

Kan Transfiizyonu Coklu Travma

Yag Embolisi Reperfiizyon Hasar1
Septik Emboli Kafa Travmasi
Amniyotik Stvi Embolisi

2.2.2. Sepsis ve Akut Respiratuar Distres Sendromu

Yapilan g¢aligmalarda her yil hastaneye bagvuran sepsis ve septik sok tanisi alan
hastalarin ARDS insidans1 %6-7 oraninda tespit edilmistir(22,24). Sepsis ve septik sok
sonrasi olusan sistemik inflamatuar sitokinler kan dolagimina gecerek sistemik inflamatuar

cevaba yol agmaktadirlar. Bu sistemik cevabin en onemli bulgularindan birisi akut akciger
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hasar1 olup mortaliteyi 6nemli oranda arttirmaktadir (6, 7, 20, 23). Sepsis ve septik
olgularinda akciger hasarinin derecesi belirgin olarak artmakta olup mortalite oranlar
inhalasyon hasarinin siddetine bagl olarak %45-78 arasinda bildirilmektedir (25).

Sepsis ve ARDS birlikteliginde; akut organ yetmezligi, komorbid hastalik ve yasi
iceren skorlama sistemi olan, hastaligin ciddiyet ve siddetini gésteren APACHE II (Acute
Physiology And Chronic Healt Evaluation Il Score), SAPS2 (Simplified Acute Physiology 6
Score), SOFA (Sequential Organ Failure Assessment Score) skoru gibi skorlama
sistemlerininde isaret ettigi iizere mortalite oranlari, mekanik ventilator tedavisi ihtiyaci siiresi
ve yogun bakimda kalis siiresinin artar.

2.2.3. Akut Respiratuar Distres Sendromu Fizyopatolojisi:

Epitel hasarina bagli olarak; bronkospazm, mukozal édem ve epitel nekrozu gelisir.
Burada en 6nemli zedelenme ylizey gerilimini saglayan siirfaktan’in sentezlendigi Tip Il
pnomositlerde olmaktadir. Bronsiyal epitelyal alanlardaki ani kayiplara alveoler siirfaktan
azalmasiminda eslik etmesi, alveolar kollaps ve atelektazi ile sonuglanarak Akut Respiratuar
Distres Sendromu (ARDS) gelisimine zemin hazirlar (22, 26, 27).

Sepsis sonrasi ilk 6-48 saat icerisinde hasarlanan dokulardan salinan cesitli inflamatuar
mediatorlere bagli olarak mikrovaskiiler permeabilite artar. Sepsis sonrasi gelisen akciger
hasarmin patogenezinde; sitokinler, arasidonik asit metabolitleri, serbest oksijen radikalleri
(SOR), nitrik oksit (NO) ve peroksinitritler gibi aktif radikaller, kompleman komponentleri ve
koagiilasyon faktorleri rol oynamaktadir (17, 28).

2.2.4. Akut Respiratuar Distres Sendromunun Tedavisi:

Ashbaugh ve ark. tarafindan ilk tanimlamasindan bu yana 50 yil gegmesine ve
ozellikle son 30 yildir iizerinde yogun c¢aligmalar yapilmasia ragmen, ARDS i¢in etkin ve
ozellikli bir tedavi yontemi gelistirilememistir. Yogun bakim uygulamalarinda iyilesme,
gelismeler ve ARDS tedavisinde kullanilan modern mekanik ventilasyon manevralariyla
akciger hasarini azaltmaya yonelik calismalar, ARDS mortalitesinde azalmaya yol agmuistir.
Akut akciger hasart ve ARDS tedavisinde etkinligi kesin olarak gosterilmis bir yontem
bulunmamaktadir. Tedavide amag¢ akut akciger hasarina yol acan nedenin tedavisi,
kardiyorespiratuar destegin saglanmasi ve akciger hasarina yonelik hedef tedavilerin
uygulanmasidir. Yeterli gaz degisiminin saglanmasina yonelik MV tedavileri, farmakolojik ve
destek tedaviler ALI/ARDS tedavisinin temel taslaridir(29, 30).

ARDS’nin akcigerle ilgili (pulmoner) ve akciger dis1 (ekstrapulmoner) bir¢ok farkl
nedenle ortaya ¢ikmasi, bir hastaliklar biitiinii/ sendrom olmasi, tan1 kriterlerinin etiyolojiyi
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tam olarak tanimlayamamasi ve basladiktan sonra siddetli inflamatuar yanitla seyretmesi
tedaviyi zora sokmaktadir. Yapilan tiim c¢aligmalara ragmen ARDS’ye neden olan
patofizyolojinin tedavisi end-organ hasari gelistiginden miimkiin olamamakta ve uygulanan
tedaviler semptomatik ve destekleyici olmaktan 6te gidememektedir. ARDS’nin tedavisinde
en Onemli basamak etiyolojiyi tanimlamak ve varsa buna yonelik tedavileri hizla

baslatmaktir(30).

2.2.4.1. Altta Yatan Hastahgin Tedavisi:

ARDS tanili hastanin baslangic tedavisinde, olayr baslatan nedenin erken
tanimlanmas1 ve tedavisi 6nemli bir yere sahiptir. Bakteriyel ya da firsat¢1 enfeksiyonu olan
hastalara spesifik antimikrobiyal ajanlarin baslanmasi gereklidir. Etiyolojisi belli degilse;
sepsis, SIRS, septik sok bulunan hastalara genis spektrumlu antimikrobiyal tedavinin ampirik
baslanmasi &nerilir. Intraabdominal kaynakli sepsis durumlarinda miimkiinse erken uygun
cerrahi miidahalenin yapilmasi; yogun bakim siiresi ve sag kalim oranlar1 iizerine etkilidir.
Aspirasyon, pankreatit, toksik gaz inhalasyonu, masif transfiizyona bagli gelisen ARDS
durumunda, olayin tekrarlanmasinin engellenmesi ve uygun destek tedavilerinin saglanmasi

disinda ek tedavi gerekmemektedir.

2.2.4.2. Ventilasyon tedavisi:

ARDS tedavisinde mekanik ventilasyon (MV) olmazsa olmaz 6zellikte hayat kurtarici bir
tedavi modalitesidir. ARDS’nin hafif formlart noninvaziv pozitif basingh ventilasyondan
fayda gorebilirse de, agir formlarda invaziv mekanik ventilasyon sarttir. ARDS’li olgularda
MV tedavisi olduk¢a zordur. ARDS’de MV’nun amaci; altta yatan neden tedavi edilene ve
akcigerler iyilesene kadar minimal komplikasyonla yeterli oksijenizasyonu saglayarak destek
tedavisi vermektir. Hastanin oksijenlenmesini saglamakta klasik ventilasyon yontemleri
yeterli olmamakla beraber kirk seneye yakin siiredir yeni teknikler gelistirilmektedir, ne yazik
ki bu tedavi yontemlerinin faydalari oldugu gibi komplikasyonlarida vardir. Bunlar klasik
olarak yiiksek basingtan (barotravma) veya yiiksek voliimden (voliitravma) kaynaklanan
pnomotoraks, bronko-alveoler fistiil-riiptiir gibi makroskopik komplikasyonlardir. ARDS
bilinen en siddetli seyreden restriktif akciger hastaligidir. Bu nedenledir ki klasik mekanik
ventilasyon tedavisinden ayrilan yonleri mevcuttur. Yapilan arastirmalar gostermistir ki

MV’nun en 6nemli komplikasyonlarinda neden; yiiksek basingli mekanik ventilasyondur. Bu
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ylizden ARDS’li olgularda mekanik ventilasyon destegi verilirken tercih edilecek yontem
oncelikle basing kontrollii modlar olmalidir(31).

Gattinoni ve arkadaslarinin tarif ettigi ARDS’deki ‘baby lung’ modeli goz oniinde
bulundurulacak olursa, voliim ve baro travmadan korumak icin diisiik tidal voliimli diisiik
basingli ventilasyon stratejileri uygulamak gerekir. Tavsiye edilen tidal voliim < 6 mL/kg’dur.
Bu modda mekanik ventilator, havayollarina uyguladigi akisi kontrol altinda tutar, hava
yollarinda olusan basincin kullanici tarafindan belirlenmis basing seviyesini gegmemesini
saglar. Aym zamanda, ekspirasyon sonunda da kullanici tarafindan belirlenmis PEEP

seviyesinin altina inmeyecek sekilde ekspiratuar valfi kontrol eder(32).

ARDS olgularinda alveollerin etrafindaki parankim dokusu infiltre oldugundan
havalandirilabilir akciger volimii ciddi 6lgiide azalmistir. Ancak bu hasarlanma homojenize
degildir. Bazi bolgelerde konsolidasyon ve nekroz olabildigi gibi bazi bolgeler ise hig
etkilenmemis olabilir. Bu iKi {i¢ durum arasinda orta diizeyde etkilenen bolgeler gogunluktadir
ve gaz ahisverisi de ayni oranda, lezyonlarin ciddiyetine paralel olarak etkilenmistir.
Konsolidasyon alanlarindaki alveoller, gaz alisverisindeki fonksiyonlarini yitirmislerdir. Orta
diizeyde etkilenmis bolgelerde genellikle alveoller kollabe olmus ve rekriiitment manevralar
ile agilabilir, gaz alisverisine tekrar kazandirilabilir durumdadirlar. Yiiksek tidal voliimiin
kullanildig1 klasik mekanik ventilasyon yontemleri bu akcigerler i¢in uygun degildir. Yiiksek
voliimlii ventilasyon alveol ve kapiller yiizeylerinin mekanik strese maruz kalmalari sonucu
alveollerin asir1 gerilmesine ve yirtilmasina yol agarak inflamatuar yanitin uzamasina neden
olur (33). Uygunsuz ventilasyon manevralari yeni bir inflamatuar siireci tetikleyebilecegi gibi
uzak organ hasarina neden olabilecek mevcut inflamatuar siirecte de rol oynayabilir(34). Ik
olarak Dreyfus ve ark. tarafindan mekanik ventilator iliskili gelisen ALI/ARDS, sonraki
yillarda VILI (ventilator induced/associated lung injury; VIAH, ventilator iliskili akciger
hasari) olarak tanimlanan bu komplikasyonun, siklikla yiiksek tidal voliim stratejisiyle
mekanik ventilasyon yapilan hastalarda meydana geldigi ve mortaliteyi yiikselttigi
bildirilmistir (34, 35). Yiiksek tidal volim (Vt) ile ventile olan olgularda ve in-vitro
caligmalarda; alveollerin gerilmesine bagl olarak, alveol endotelinin IL-8 salgiladigi, alveol
makrofajlarinin MIP-2 salgilamas: sonucu 18kositinfiltrasyonuna yol actigi, VIAHgelisen
olgularin kan 6rneklerinde yiiksek diizeyde TNF-a reseptdrii oldugu ve bu reseptor diizeyinin
mortalite ile orantili oldugu gézlemlenmistir (35, 36, 37). inflamatuar hasar gelismis
akcigerleri tedavi etmeye calisirken daha ¢ok hasara yol acilabileceginin goriilmesi, yogun
bakim ortaminda yeni sorgulamalari da beraberinde getirdi. Nitekim yeni bir Uluslararasi
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Konsensiis Konferans1 ile 1999 yilinda VIAH tanimi benimsendi ve tiim bu bulgular, yeni
ventilasyon stratejilerinin gelistirilmesinin kaginilmaz oldugunu gosterdi (38).

Ventilator tedavisinin en 6nemli ayagi olarak pozitif ekspirasyon sonrasi basinci (positive
end expiratory pressure=PEEP) gosterebiliriz. PEEP’in fonksiyonel rezidiiel kapasiteyi
arttirmasi, atelektaziye engel olmasi, ddem sivisinin alveolden interstisyel alana gegisini
saglamasi ve siirfaktan aktivitesini arttirmast gibi olumlu etkileri vardir. PEEP hastadan
hastaya gore degismekle birlikte, titre edilerek ya da basing voliim egrisinde alt ve st
infleksiyon noktalarin1 tespit ederek her hasta i¢in ideal seviye hesaplanabilir. Hedef;
Fi02<0.6 iken hemodinamiyi bozmadan arteryel oksijen satiirasyonunu > 0.90 tutan PEEP
seviyesini titre etmektir(39).Hickling ve arkadagslar1 diisiikk tidal voliim, basing simirh
ventilasyon ve permisif hiperkapniyi iceren “lung protective ventilation” modelini 1990
yilinda yayinladi (40). Permisif hiperkapnide dikkat edilen PCO2<60 mmHg iken pH >7,2’ye
kadar miisaade edilir. Ancak permisif hiperkapni tedavisi i¢in yiiksek kafa i¢i basinci, ciddi
pulmoner hipertansiyon ve konvulziyon kontrendikasyon nedenleridir.1995 Amato ve
arkadaglar1 alternatif akciger koruyucu bir model gelistirdiler. Bu alternatif modeli “open
lung’” modeli olarak adlandirdilar (41). Open lung modelinde ¢ok kisa siireli yiiksek basing,
hemen sonrasinda diisiik tidal voliim ve akciger atelektazisini engellemek i¢inde yiiksek PEEP
hedeflenmistir. Bu modelde yiiksek basingla atelektazi onlenecek, diisiikk tidal voliim ile
akciger hasariin Oniine gecilecekti. Ayrica yiiksek PEEP diizeyi ile tekrar kollaps olusumu
engellenmesi hedeflenmisti. Ventilator tedavisinde inspirasyon ekspirasyon orani 1/2-1/3
olarak ayarlanabilir. Konvansiyonel terapiye yanitsiz ciddi ARDS vakalarinda basing kontrollii
ventilasyon modunda,open lung modeliyle es zamanli inspirasyon ekspirasyon oranini tersine
ceviren inverse ratio (IR) uygulamasi yapilabilir (42). Bu sirada sedasyon, kas gevsetici

uygulamalar1 gerekebilir. Hedef diisiik tepe basinglarla atelektazik alveollerin agilmasidir.

Bunun {izerine kapsamli bir arastirma i¢cin ARDSNet’i olusturan 11 kurulus tarafindan
ARMA calismasi yapildi. Caligsmada ytiksek Vt (12 ml/Kg) ile diisiik Vt (6 ml/Kg) stratejileri
karsilagtinldi. ARMA arastirmasinin ara analizinde diistiik tidal voliim ile ventile edilen
olgularda daha diisiikk mortalite (% 31,0 ve % 39,8) tespit edilmesi iizerine aragtirma erken
sonlandirildi(39). En son olarak Parsons ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada diisiik tidal
voliim ile ventile edilen ARDS’li olgularda kan IL-6 ve IL-8 diizeylerinin hizla diistiigliniin
gozlemlenmesi digiik tidal voliim ile ventilasyonun gerekliligini ve 6nemini bir kez daha
kanitlamig oldu (38). Birkag takip eden patogenez ile ilgili calismada ise ALI ve ARDS tanisi

olan hastalarin diisiik tidal voliim stratejisi ile ventile edilmesinin plazma inflamatuar
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mediator diizeylerini (IL-6, IL-8, soluble TNF reseptdr 1 ve 2) ve siirfaktan protein D,
alveoler tip 2 epitel hiicre yapimin: azalttigi gézlendi (34, 38, 43).

Onceleri sadece atelektazileri 6nlemek amaciyla kullamlan PEEP artik alveollerin agik
tutulmasini amaglayan stratejinin bir pargasi oldu. ARDS Network grubunun bir ¢aligmasinda
diistik Vt ile solutulan hastalarin PEEP diizeylerinin artirtlmasinin klinik sonuglar1 daha da
iyilestirdigi, akciger hasarinin daha az gelistigi, mortaliteyi azalttigi ve ventilatorden ayri
gegirilen giin sayisin1 ve ventilatére bagl kalma siiresini azalttigi gosterilmistir (52). Bu
mekanik ventilasyon stratejisi ve PEEP uygulanmasi ile alveollerin tamamen kapanmasinin
engellenir. Solunum isine fonksiyonel olarak kazandirilmis alveollerin tekrar kollabe olmasi
engellenir. Bu, geri kazandirilan alveollerin tekrar acilip kapanmasindan kaynaklanan yeni
inflamatuar reaksiyon olusumu ve veya mevcut reaksiyonun siddetlenmesine neden olacak
olaylar zincirini de engellemistir. PEEP degeri toplam havayolu basincinin bir pargasidir.
(Ptot = PEEP + Pinsp). Barotravma riskini azaltmak i¢in maksimum basing seviyesinin 30-35
cmH20’yu geememesi hedef olarak belirlenir; bu durumda PEEP ne kadar yiiksek olursa,
havayollarinda akisa bagli gelisen inspiratuar basing (Pinsp) orantili olarak diisecektir ve
dolayisiyla olusan Vt azalacaktir. Bu nedenle PEEP diizeyi iyi belirlenmelidir. Bu durum
ideal PEEP diizeyi kavramim giindeme getirmistir. Ideal PEEP;basing-voliim (P/V) egrisinin
statik olarak ¢izimi ile elde edilir(44,45). P/V egrisi ¢ok diisiik akisla ve kiiglik basamaklarla
basing artis1 saglanarak elde edilen egridir. Akut akciger hasarl: olgularda bu egri sigmoid
seklinde gozlenir. Hasarli akcigerlerin degisik voliimlerde farkli kompliyans degerleri
oldugunu gosteren bu egride, alt ve st infleksiyon noktalar1 vardir. Alt infleksiyon noktasina
kadar olan kisimda alveoller acihr. Ust infleksiyon noktasindan sonrasi ise basing artigina
ragmen volim artisinin azaldigi ve alveollerin asiri gerilmeye basladigi kisimdir Bu iki
noktalarin arasinda tiim alveollerin agik olmasi nedeniyle lineer olarak seyreden egrinin egimi

en iyi kompliyans degeridir. Alt infleksiyon noktasi““ideal PEEP” degeri olarak kabul goriir.
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Volim (ml)

A

Ust Kirilma Noktasi

Alt Kirllma Noktasi

—>

Basing (cmH-0)

Sekil 4. Basing-Voliim egrisi (P/V)

PEEP uygulamalarinin kabul gérmesinden sonra bir takim aragtirmaci agma manevralari
(rekrilitment manevralari) iizerinde yogunlastilar. Ilk olarak Lachman ve ark. tarafindan
tanimlanan ‘akcigerleri a¢ ve acgik tut’ goriisli yeniden degerlendirilmeye alinarak J. Richard
ve arkadaslar1 tarafindan kullamima sokuldu. Rekriiitment manevralarinin oksijenlenmeyi

arttirdig1 ancak bu etkinin gegici oldugu goriilmiistiir(45, 46).

Yiiksek PEEP ve diisiikk tidal volim ile solutulan ARDS’li hastalarda frekansin
arttirtlmadi@i ekspiryum siiresinin uzatilmadigi durumlarda PaCO2 yiikselmesine baglh olarak
respiratuar asidoz gelisir. ARDS’li hastalarda periferik vaskiiler direnci azaltmasi, beyin
perfiizyonunu artirmasi, kKardiyak debiyi artirmasi, asit ortamda oksijenin hemoglobinden
daha kolay ayrilmasi ve oksijen diffiizyonunu artmas: nedeni ile pH 7,25-7,30 olacak diizeyde
hafif respiratuar asidoz ve permisif hiperkapniye miisaade edilir(55,56). Fakat pCO2<60,
pH>7.25 hedeflenmelidir. Frekans arttirilarak yapilan CO2 kontroliinde ekspiryum tam olarak
sonlanamamast intrensek PEEP (PEEPi) olusumuna neden olur. ARDS hastasinda PEEPi
olusuyorsa bunu oOnlemek adma ekspiratuar akim kontrolii, ekspiryum siiresi uzatma
manevrast yapilabilir. Bu da mekanik ventilatorde ayarlarinda inspiryum/ekspiryum (I/E)
orani lizerinden yapilabilir.

Yiiksek oksijen yiizdeleri ile kii¢iik alveollerin kollabe olma riski dogar. Oksijenin direkt
toksik etkisi ve serbest oksijen radikallerin olusumunun artmas: nedeni ile yiiksek doz O-

verilmesinden kaginilmalidir. Arteryel oksijen satiirasyon > %90-93 tutulmas: ve kisa zaman
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icinde FiO2<% 60 kadar azaltilmasi hedeflenmelidir. Sonrasinda arteryel kan
gazitakibindePaO»/FiO0ran: diizeldikge PEEP desteginin diisiiriilmesi hedeflenmesidir.
Yiiksek frekansli ventilasyon (YFV) ise standart tedaviye direngli vakalarda denenen
yiiksek frekansli 6zel bir ventilatér kullanilarak 1-5 mL tidal voliim ile 60-300 frekans olacak
sekilde kullanilan bir yontemdir. Konvansiyonel ventilasyon modlarina bir {istiinligi

kanitlanmamis olup standart tedaviye direngli olgularda kullanilabilir.
2.2.4.3. Pron Pozisyon:

Ozellikle erken dénemde verilen Pron pozisyonunun oksijenizasyon iizerine olumlu yanit
verdigine dair ¢alismalar mevcuttur (47). Pron pozisyonu etkisini fonksiyonel respiratuar
kapasiteyi artirarak, ventilasyon perflizyon dagilimmi degistirerek, postural drenaji
kolaylastirarak, diafragmanin hareketsiz bolgelerini serbestlestirerek ve lenfatik akima
yardimci olarak saglar. Pron pozisyonun mortalite oranlarinda diisiis sagladigina dair yayinlar

da mevcuttur(47).
2.2.4.4. Ekstrakorporeal Yasam Tedavisi (EYT, ECLS=Extracorporeal Life Support):

1972’de Hill ve arkadaslari tarafindan tarif edilmistir (48). Amag akcigeri dinlenme
stirecine alirken oksijen alimmi membran oksijenizasyonu ile saglamaktir. Uygulamada iki
ayr1 teknik soz konusudur. Ekstrakorporeal membran oksijenizasyonu (ECMO) ve yiiksek
akimli venoarteriyel bypass kullanilabilir. Ekstrakorporeal CO2 removal /(ECCO2R) ile diisiik
akimli vené-vendz bypass Kkullanarak oksijenizasyon yaninda CO2 de atilimi da saglanir.
Yapilan iki ¢alismada agir ARDS de yasam oranini %46-66 olarak belirtilmistir (49,50).
ECMO uygulanarak yapilan iki prospektif, randomize calismada kontrol grubuna kiyasla
klinik sonuglarda herhangi bir fark olmadigi gosterilmistir (51,52).

2.2.4.5. Likit Ventilasyon (LV)

Perfluorokarbon (PFC)renksiz ve inert oksijen tasiyabilen, diisiik ylizey gerilimli bir
stvidir. Parsiyel ve total olmak tizere iki ayr1 teknik kullanilmistir. Parsiyel LV’de akcigerler
tidal volim kadar PFC ile doldurulur ve hasta konvansiyonel mekanik ventilatorlerle
havalandirilir(52). Total LV’de ise akcigerler tamamen PFC ile doldurulur ve hasta 6zel
mekanik ventilatorle havalandirilir. Yapilan iki ¢alismada fizyolojik direncin azaldigi, statik
akciger kompliyansinin diizeldigi gosterilmistir. Ancak LV’nin klinik kullanimda rutine

girmesi i¢in yeter sayida ¢alisma mevcut degildir.
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2.2.4.6. Siv1 Rejimi:

Amag kardiyak debi, kan voliimii ve oksijen sunumunu optimal seviyede tutacak en
diisitk pulmoner kapiller okliizyon basincini saglamaktir. Ekstravaskiiler akciger sivisinin
azaltilmasini saglayan ¢alismalarda mortalitenin anlamli olarak diistiigli gosterilmistir(40, 41).
Hastaya kristaloit mi kolloid mi verilmesi gereklidir sorusunun kesin bir yaniti olmamakla
birlikte genel kural iyi bir monitorizasyon saglanarak hastanin sivi yiikiinden korunmasidir.
Kolloid sivilar ve kristaloitler arasinda {stiinliik gosterilememis olsa da, ekstraselliiler
kompartman dagiliminda farklilar olmasi nedeni ile ayn: etkiyi gostermesi icin kolloidlere
gore 3 kat daha fazla miktarda kristaloit replasmani gereklidir. Ancak kristalloitlerin daha
fazla 6dem olusturma potansiyeli mevcuttur. Bu nedenle kolloid sivilar daha fazla tercih
edilmektedir (53,54)

Santral vendz kateter takilmasi hem intravendéz tedavilerin devamliligini
kolaylastiracak hem de sivi resiisitasyonunda monitorizasyon igin yarar saglayacaktir.
Akciger 6demi pulmoner basing sorunudur. Bu yiizden pulmoner yatakta hidrostatik basinci
18mmHg tizerine ¢ikarak sivi resiisitasyonundan kag¢inilmali, intravaskiiler hidrostatik basinci
azaltacak sivi kisitlamasi, diiiretikler gibi manevralarda faydali olabilir. Pulmoner yatakta
basincin azaltilmasi, pulmoner 6demin azaltilmasi gaz degisiminde diizelme saglayabilir. Bu
ylizden olsa gerektir ki yeterli dolasimin saglanmasina yeter izin verecek sivi kisitlamasi,
alblimin replasmani ve diliretik tedavi birlikteligi sik kullanilan bir yaklagimdir. Bu

yaklagimin mortalite {izerine olumlu etkileri oldugunu gosteren galismalar mevcuttur (40).

ARDS Network, ALI/ARDS’li hastalarda sivi replasmanin degerlendirildigi bin Kisilik
bir ¢calisma yapmistir. Calismada konservatif sivi tedavisinin mortalite ve ventilatére bagh
gegirilen siirede azalma oldugu gosterilmistir. Ayrica bu ¢alismada PKKB (Pulmoner kapiller
kama basinci) ve SVB (Santral vendz basing) monitorizasyonu da karsilastiriimistir. PKKB
monitdrizasyonun, SVB monitorizasyonuna gére mortalite, yogun bakimda kals siiresi,
ventilatorden ayrilma stiresi karsilastirildiginda dstiin olmadigi goriilmiistir (41).Yine de
intravaskiiler sivi miktarinin, optimal sivi destegi miktarinin net degerlendirilemedigi ve ek
organ yetmezliklerinin gelistigi hastalarda sivi destegi ve vazo aktif, Vazopressor destegi
dozlarinin diizenlenmesi i¢in PKKB takibi yapilmasinin daha uygun olacag: diisiiniilmektedir.
Intravaskiiler voliimiin ileri derecede azaltilmas: halinde kardiyak output ve dokulara oksijen

dagilimi olumsuz etkilenebilir. Delinger ve ark. 2004 ve 2008 yilinda yaptiklari ¢aligmada
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yeterli doku perflizyonun saglanmasi igin uygun sivi resusitasyonu igin hedefler
belirlemislerdir (42,43).
Optimal siv1 resiistasyonu igin hedefler:

-Ortalama arter basinci> 70 mm-Hg

-Idrar ¢ikisi> 0,5 ml/kg/saat

-Santral venoz basing (SVB) : 8-12 mm-Hg

-PKKB: 14-18 mm-Hg

-Santral vendz O Satilirasyonu> % 70

Sivi replasman ile belirtilen hedeflere ulasilamaz ise hastalara vazoaktif (dobutamin)
ve vazopressor (dopamin, noradrenalin, adrenalin) ilag destegi baslanmahdir. Ayrica
hematokrit diizeyi <% 30, hemoglobin<10 mg/dl olan hastalara da eritrosit replasmani
yapilmalidir.
Farmakolojik tedaviler agisindan degerlendirildiginde: ARDS i¢in net bir farmakolojik tedavi
olmamakla birlikte ARDS’ deki fizyolojik anomaliler i¢in verilecek tedaviler ve inflamatuar

yanitlar i¢in verilebilecek tedaviler mevcuttur.

2.2.4.7. Siirfaktan Tedavisi:

Instilasyon yoluyla verilmesi halinde alveoler yiizey gerilimini azaltmas1 ve akciger
kompliyansinin ~ arttirmasi ~ yoluyla gegici  oksijenizasyon diizelmeleri bildirilmistir.
Ziyadesiyle yeni doganin sikintili solunum sendromu tedavisinde kullanimi ile basarili
sonuclar verse de ARDS i¢in kullaniminda olumlu sonu¢ alinamamistir ve tedavide yeri
yoktur. Ancak Likit ventilasyonu veya nitrik oksit inhalasyonu gibi tedavilerle kombine
edilerek fizyolojik etkisi arttig1 goriilmekle birlikte mortalite ve MV siiresi lizerine etkisi

olmadigi gorilmiistiir(57).

2.2.4.8. Inhale Nitrik Oksit (NO):

Nitrik oksit etkisini endotel diiz kaslarinda relaksasyon olarak gosterir. Vazodilatasyon
ve sag-sol sant azaltici etkisi meydana gelir. Inhaler olarak kullanildigindan nitrik oksit
sistemik etkilerini gostermeden pulmoner arter basincini azaltir. ARDS tedavisinde, inhaler
NO tedavisinin akciger kanlanmasin: artirarak oksijenizasyonu artiracagi diistiniildiiyse de
2003 yilinda yaymlanan altt randomize kontrollii ¢alismanin Cochrane meta-analizinde bu
tedavi yoOnteminin oksijenlenmeyi arttirici etkilerinin gegici oldugu gortldi (58).
Oksijenizasyon ilk 24 saatte artarken 48 saatte etkisi tamamen kaybolduguna dair veriler elde
edildi.
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2.2.4.9. Aktive Protein C (APC)

Agir sepsis ve septik sok, onemli ARDS gelisen hastalarda en sik ve 6énem arz eden
nedendir. Sepsise bagl hiperkoagiilasyon, trombin olusumu goézlenir. Aktive protein C bu
etkilerin azaltilmasi, fibrinolizin uyarilmasini saglar. Bu etkileriyle rekombinant aktive
protein C (drotrecogin alfa)’nin agir sepsis ve organ yetmezlikli hastalarda ilk ay mortalite de
anlamli azalma saglandig bildirilmistir(42.43.59).

Ayrica bunlara ek olarak ALI/ARDS tedavisinde adi gegen diger farmakolojik ajanlar
antioksidanlar(asetilsistein), prostoglandin inhibitorleri (indometazin), vazodilatatorler
(sodyumnitroprussid), fosfodiesteraz inhibitorleri (pentoksifilin) ve tromboksan sentez

inhibitorleri(ketokonazol)dir.

ARDS’deki akut inflamatuar yanit i¢in kullanilabilecek terapotik ajanlar prostaglandin
E1, ibuprofen, glukokortikoidler, vitamin D, ketokonazol, pentoksifilin/ lisofilin, N-asetil-
sistein, Siiperoksit dismutaz ve katalaz mimetikleri anti-endotoksin anti-sitokinler
(Afelimomab, TNFR fiizyon protein, Interlokin-10, Interlokin-1 reseptdr antagonisti),
Kemokin (CCRI) antagonisti, anti-trombin, anti-C5a, nétrofil elastaz inhibitorii, keratinosit
biiytime faktorii, gen terapisi gibi tedavilerden bahsedebiliriz. Standart tedavide yerleri

olmay1p rutin kullanimlari igin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir (60, 61, 62)

2.2.5. Akut Respiratuar Distress Sendromu Tedavisinde D Vitamininin Rolii
2.2.5.1. D vitamini

Vitaminler eser miktarlarda organizma reaksiyonlarinda énemli gorevler alan, viicutta
yapilamayan ve viicuda disaridan alinmadiklar1 takdirde yoksunluguna neden olan
maddelerdir. Eksikliginde kendine has klinik tablolar ortaya ¢ikar. Hormon ise kana
salgilanarak yakin ve uzak dokularda regiile edici gorevleri olan kimyasal maddedir. Bu
acidan bakildiginda VD’i vitamin degil de hormon olarak degerlendirmek daha dogrudur.

Ancak Vitamin D’nin tarihsel isimlendirme olarak kullanimi mevcuttur.
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Sekil 5. D vitamini kimyasal formiilii ve biyosentezi (103).

Deride giines etkisiyle Vitamin D doniisiimii olustuktan sonra karacigerde25 Hidroksi

Vitamin D (250HD’) daha sonra bobrekte aktif vitamin D olan 1,25 Hidroksi Vitamin D
(1,250HD)’ye doniisiir.

Vitamin D eksikliginde yetiskinlerde osteoporoz, osteomalazi ve ¢ocuklarda rasitizme
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neden olur. VD eksikligi ayrica kardiyovaskiiler hastalik, metabolik sendrom, kanser gibi
hastaliklara eslik ederken multipl skleroz, romatoid artrit, tip 1 diyabet vb. otoimmiin sistem
hastaliklariyla artmis birliktelik i¢indedir. VD eksikliginin telomeraz aktivitesi iizerinden

yaslanmay1 hizlandirdigi ve yasam siirecini etkiledigi one striilmiistiir. VD eksikliginin



tayininde 250HD3 diizeylerinin en iyi gosterge oldugu kabul edilir. Kan 250HD3
konsantrasyonlarinin 30 ng/mL’nin iizerinde idamesi VD yeterliligini gdsterirken,20-29
ng/mL arasinda yetersizligi olarak tanimlanir. Bu deger 20 ng/mL’nin altina diistiiglinde ise
VD eksikligi olarak tanimlanir. VD islevlerini niikleer Vitamin D Reseptorleri (VDR)
tizerinden goriir. Sadece bobrek kemik ve paratiroit barsak hiicrelerinde degil de birgok
dokuda (kalp kasi hiicreleri, akciger vb.) VDR’lere rastlamak miimkiindiir. VD diizeyleri
bagirsaktan kalsiyum emiliminin kontroliinde 6nemli oldugu kadar, bobrek dis1 dokularda,
sitokin rolii oynayarak konak¢inin immiin yanitlarim1 diizenlemek iizere, feedback
mekanizmalariyla parakrin ve otokrin etkiler gostermek i¢in 1,25 (OH)2D3’iin yapimini
diizenler.

Deriden gelen VD3 ile diyetle alinan VD2 biyolojik olarak inaktiftirler. Kana
gectiklerinde Once karaciger parankiminde yiiksek kapasiteli sitokrom P450’lerden, 25
hidroksilaz enzimi vasitastyla 25 hidroksivitamin D3 (250HD3)’e doniisiir. Bu mikrozomal
enzim CYP2R1’in substrat olarak en ¢ok VD’ye affinitesi vardir. Depolanmadan karacigerden
hemen kana saliverilir ve serumda biyolojik yart dmrii 12-19 giindiir. 25SOHD3 serumda bol
miktarda mevcut en stabil metabolittir ve VD’nin serumdaki en iyi gostergesidir. 250HD3,
daha sonra bobrekte mitokondriyal CYP27B1 hidroksilaz ile aktif hormon olan [1,25
dihidroksi VD3 (1,25 (OH)2D3 = Kalsitriol)]’e, gidalarla aliman VD2 (ergosterol) 1,25
dihidroksi VD2 [1,25(0OH)2D2= Kalsidiol]’ye doniisiir. Bobrekte ki enzimatik reaksiyon,
PTH tarafindan kontrol edilir, PTH’ nin sentezi serumdaki Ca ve P ile regiile edilirse de ek
olarak hipokalsemi, hipofosfatemi, GH, PRL tarafindan uyarilmasi s6z konusudur.
Osteositlerden salgilanan fibroblast biiyiime faktorii-23 (FGF-23), Ca mobilizasyonunu
saglamak tiizere artmig olan PTH ve CYP27B1 hidroksilaz gen ekspresyonunu azaltarak
1,25(0OH)2D3 sentezini siiprese eder. CYP27B1 hidroksilaz, VD reseptoriine ¢ok yiiksek
affinitelidir. Hedef dokulardal,25(OH)2D3’iin y6nlendirildigi genlerin ekspresyonunu
degistirir. Bobrek ve bagirsaktan, Ca ve P absorbsiyonu 1,250H2D3 tarafindan artirilir.
250HD3 ve 1,25(0H)2D3, 25 ve 24 hidroksilaz (CYP 24) enzimiyle, biyolojik olarak inaktif
olan 24,25(0OH)2D3 doniistiiriilerek suda eriyen kalsitroik asite katabolize edilir. FGF-23,
CYP24 ekspresyonunu artirir. Dolagimdaki 24,25(OH)2D3 diizeyleri, dolasimdaki 250HD3
diizeyleri ile yakindan ilgilidir. Dolagimdaki 250HD3 diizeyleri, serum 24,250H2D3
diizeylerinin10 misli daha fazla ve ortalama serum Kalsitriol diizeylerinden 500-1000 defa
daha yiiksektir. VD3ile VD2’nin metabolizmalar1 benzerdir. Oral VD3 alimi ayn1 miktardaki
VD2’ye gore %70 daha yiiksek 250HD3serum diizeyleri yaratir(64,65).
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Glomeriiler filtrasyon 50 mL/dakika’nin altina inmesi halinde bobreklerin VD yapimi
tizerindeki fonksiyonlar1 zarar goriir. 1,25(OH)2D3 yapimi azalir, Ca malabsorpsiyonu,
sekonder hiperparatiroidizm ve sonugta 0steoporoz ve osteomalazi meydana gelir. Kalsitriol,
hem oral Ca’un bagirsaktan absorbsiyonunu, hem de tiibiiler reabsorbsiyonunu aktif olarak
saglar. Ancak VD olmadiginda diyetteki kalsiyumun sadece %10-15"1 ve fosforun %60°1
bagirsaktan emilir. VD eksikliginde Kalsitriol fizyolojik Ca degerlerini koruyamaz.

90’11 yillarin sonunda ki caligmalara kadar aktif VD hedef organlarinin sadece
bagirsak, bobrek ve kemik oldugu saniliyordu. Vitamin D reseptorii (VDR)’niin 30’dan daha
fazla dokuda bulundugu bilinmektedir. Endotel, diiz kas, miyokard, beyin, prostat, meme,
kolon hiicreleri, immiin hiicreler vb. bunlar arasindadir (66,67).

Dolasimdaki 1,25(OH)2D3’iin diger steroid hormonlar gibi hiicre membranlarini ve
sitoplazmay1 gecer, niikleusa ulastig1 ve burada VDR’ {ine baglanarak islev gordiigii tespit
edilmistir. Niikleer retinoik asit reseptoriine baglanarak transkripsiyon faktorii islevi gordiigii
gen ekspresyonunda, protein sentezinde gorevli oldugu anlagilmistir. Hiicre sikluslar1 veya
hiimoral mekanizmalarla(6rn. immiin veya hematopoietik sistem) ile ilgili birgok kaskada
bagimli oldugu gosterilmistir. Bunlardan bazilar1 bobrekten renin, pankreastan insiilin,
makrofajlardan katelisidin yapimini, lenfositlerden sitokin salinimini, kardiyomiyositlerle
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyon ve bilylimesini regiile eder.

Onceleri, 250HD3’iin  lahidroksilasyonunun sadece bdbrekte —yapilabildigi
vel,25(OH)2D3’lin  mineral metabolizmasin1  kontrol ettigi diisiiniiliirken, bugiin
1,25(OH)2D3’1in lokal olarak cesitli dokularda otokrin veya parakrin sekilde(keratinositler,
kolon ve prostat hiicreleri, solunum sisteminin epitel hiicreleri de dahil olmak {iizere, birgok
nonrenal dokularda) olustugunu 6grenmis bulunmaktayiz. Bu dokulardal,25(OH)2D3, hiicre
diferansiyasyonu ve proliferasyonu ile ilgili olaylart kontrol eder(68). Dakikalar i¢inde
spesifik intraseliiler metabolik yolaklarin aktivasyonunu olusturan, membrana bagli VDR de
tanimlanmistir. Iyonize Ca ile olusan kas kasilmalari, sinir uyari iletimleri ve diger ani olusan,
gereginde hayat kurtaran diger fizyolojik olaylar bu yolak vasitasiyla gelismektedir.

VDR’ii olan dokularda 1-o hidroksilaz igin 250HD3 substrat olarak kullanilir. Viicutta
Ca metabolizmasindan sorumlu olmayan dokular 250HD3’i kalsitriol yapmak i¢in
kullanirlar. Serumdaki diisitk 250HD?3 diizeyleri hiicre i¢i yeterli kalsitriol olusamamasindan
sorumlu olabilir.

Vitamin D’nin evrimsel gelisimde farkli fonksiyonlart mevcuttur: Bunlar lokal olarak
dokularda ve bir sitokin olarak parakrin veya otokrin etkileriyle dolasimda bir hormon

seklinde fonksiyon gdstermektir.
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Tek hiicreli canlidan insana kadar olan genis bir yelpazede, sitokin roliiyle dis
cevreden mikroorganizma taaruzuna karsi organizmayi korur. Bu gorevi yerine getirirken
1,25(0OH)2D3 sitokin olarak monosit-makrofajlardan sentez edilir ve VDR ile etkilesimle
organizmada mikrobik ajanlara karsi yanitlar1 yoOnlendirir. Monosit-makrofajlarda
1,25(OH)2D3 yeterli miktarda sentezi sonrast aktive olmus ve VDR eksprese eden T ve B
lenfositleriyle etkilesime gecer. Bu fonksiyonuyla da immiin yanit1 regiile eder. Sentezlenen

miktarin yetersizligi immiin yanitta down regiilasyonu i¢in yeterli neden olarak goriiliir(69).

2.2.5.2. Vitamin D Eksikligi

Insan viicudunun ideal kemik ve viicut saghg icin VD diizeyleri onemlidir.
Normokalsemi durumunu devam ettirmek yeterli Ca emilimi i¢in olmazsa olmazdir.250HD3
serum diizeyleri genel olarak VD diizeylerinin bir belirleyicisi olarak kabul edilmektedir.
Serumda 6l¢iilen 250HD3 diizeyinin < 20 ng/mL (50 nmol/L) olmasi durumu VD eksikligi
olarak tanimlanir. 250HD3 diizeyleri 30-40 ng/mL oluncaya kadar, PTH diizeyleri ile ters
orantili iliski gosterir. Bu diizeyde PTH en diislik degerlerine ulasir.25OHD3 diizeylerinin 20
ng/mL (veya 50nmol/L) altinda olmasi asikar VD eksikligi olarak kabul edilir. Bu degerde
eksiklige ait kas iskeletle ilgili sorunlar ortaya ¢ikar. 25OHD3 diizeyinin 21-29 ng/mL (50-75
nmol/L) olmasi halinde ise VD yetersizliginden bahsedilir. Boyle bir tanim dikkate
alindiginda VD yoksunlugu veya yetersizliginin diinya {izerinde 1 milyar insanda
bulundugunu sdylemek yanlis olmayacaktir. VD yeterlilik diizeyi ise > 30 ng/mL olan
250HD3 diizeyiyle tanimlanir(70). VD intoksikasyonu 250HD?3 diizeylerinin 150-200ng/mL
oldugu durumdur.

VD eksikliginde goriilen en iyi bilinen klinik durumlart 6zetlemek gerekirse, kemik
hastaliklar1 (osteomalazi, osteoporoz, ragitizm), kas sisteminde zayiflama ve kas gligsiizliikleri
kas iskelet sistemi hastaliklarindan bahsedilebilir.

VD eksikliginde iskelet sistemi dis1 etkileri degerlendirirken bircok dokuda VDR’
bulundugunu goéz ardi etmemek gerekir. Bu dokular arasinda barsak hiicreleri, kolon
enterositleri, karaciger hiicreleri, osteoblastlar, kondrositler, prostat, plasenta, meme, over,
hipofiz, pankreas, kas, distal renal hiicreler, deri fibroblast ve keratinositleri, epidermal
hiicreler, aortik endotel hiicreleri, dolasimdaki immiin hiicreler (monositler, transforme olmus
B hiicreleri, aktive olmus T hiicreleri gibi) néronlar ve beyin sayilabilir ve 1,25(OH)2D3 bu
dokularda etkilidir. Baz1 doku ve hiicreler 25(OH)2 D3 1-o hidroksilaz enzimini eksprese
ederler. Direkt veya indirekt olarak 1,25(0OH)2D3, 200’i askin geni kontrol eder. Bu genler
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arasinda hiicre proliferasyonunu, diferansiyasyonunu, apoptozisi ve anjiyogenezisi kontrol
eden genlerde bulunmaktadir. VD hiicre proliferasyonunu normal ve kanser hiicrelerinde

azaltir ve terminal degisimlerini saglar.

2.2.5.3. Vitamin D ve Enfeksiyon Hastalklari :

1,25(0OH)2D3 giiclii bir immiinmodiilatérdiir. VD Monosit makrofaj siteminden
sitokin tretimi ve antimikrobiyal peptidlerin salinimi i¢in gereklidir. VD’nin biyosentez
sirasinda bir ara madde olarak gorev alma olasiligi yapilan insan calismalariyla giindeme
getirilmistir (71) . Insan monosit-makrofaj Toll like reseptdr (TLR) yolaginin, patojenle
iligkili membran orneklerinin (PAMP) aktivasyonu, (Mycobacterium tuberculosis’teki gibi
mikrobik ajanlarin uyardigi PAMP aktivasyonu gibi) bu hiicrelerde CYP27 B1 hidroksilaz ve
VDR genlerinin ekspresyonunu baslatir (72).

VD’nin immiinomodiilator etkisi ile ilgili ilk deliller;
1.Diisiik 250HD3 diizeyleri olan kisilerin Mycobacteriumtuberculosis enfeksiyonuna daha
hassas oldugu goriilmiistir.
2.VD diizeyleri diisiik ve hastalig1 olanlarin daha agir gecirdikleri fark edilmistir. (73).

Konake1 etken mikroorganizma lipopolisakkaritleriyle veya mikro organizma ile
karsilastirildiklarinda, VDR genini ve25(OH)2D3 CYP27B1 alfa hidroksilaz genini “up-
regule” eder. Artmis 1,25(OH)2D3 yapimy, siire¢ enfeksiyon ajanlarini tahrip edebilecek bir
peptid “cathelicidin” senteziyle sonlanir. VD yetmezligi veya eksikliginde makrofajlar,
CYP27B1 hidroksilaz igin yetersiz substrat 250HD3 varsa, lokal olarak yetersiz
1,25(OH)2D3 olusur ve bu 1,25(0OH)2D3’iin, makrofaj VDR’e baglanmasini azaltir, sonug
olarak mikroorganizmaya yoneltilen bagisiklik yanit1 zayiflar. Serum 250HD3 diizeyleri, 20
ng/mL altina indiginde ise monosit ve makrofajlar VD-VDR sistemi {izerinden bu immiin
yanit1 baglatamazlar.

Mycobacterium tuberculosis dist mikrobiyal hastaliklarda da 250HD3 diizeylerinin
etkileri arastirildiginda; {ist solunum yolu enfeksiyonlarinin 25SOHD3 diizeylerinin daha fazla
diistiigli kis aylarinda en sik goriildiigii gosterilmistir. Ayrica mevsimden bagimsiz olarak
serum250HD3 diistiigiinde iist solunum yolu enfeksiyonlarinin sikliginin ve siddetinin arttig1

goriilmistir (74).
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2.2.5.4. Vitamin D ve Otoimmiinite:
VD’nin otoimmiinite {iizerindeki etkilerine goz atacak olursak hem kazanilmig
bagisiklik hem de dogal bagisiklik iizerine etkili olduklarindan bahsedebiliriz. VD’nin

immiinomodiilator etkileri yapilan invitro ¢alismalarla kesfedilmistir.

Bu {i¢ 6nemli kesif:

e Insanlarda aktif inflamatuar hiicrelerde VDR varliginin tespiti

e Aktif VD nin T hiicre proliferasyonu iizerine inhibe edici 6zelligi

e Granulom olusumu ile karakterize (sarkoidoz, tiiberkiiloz) hastaliklarda
lahidroksilaz ekspresyonu ile aktif VD iiretme becerisinin tespitidir(75).

Bu invitro ¢alismalar iizerine in vivo g¢alismalar yapilmistir. Elde edilen sonuglar in
vitro ¢alismalar ile paralellik arz etmektedirler. Bu sonuglar:

e Psoriyazis gibi hiperproliferatif hastaliklarin kontrol ve tedavisinde aktif VD
kullanimi

e Graniilomatdz hastaliklarin seyri sirasinda aktif VD iireten makrofajlarin
dolasima ge¢mesiyle olusan hiperkalsemi, hiperkalsiiiri

e Deri ve akciger tiiberkiilozunda yiiksek rakimli bolgelerde glinese maruziyetin

faydalarinin gdzlemlenmesi (76)

Bagisiklik hiicrelerinde ve primer lenfoid organlarda (kemik iligi ve timus) VD
reseptoriiniin belirlenmis olmasi ve aktive olmus dendritik hiicrelerin VD sentez ettikleri
gosterildiginde VD’nin immiin regiilator sistemin bir parcasi olabilecegi diisliniilmiistiir.
Kemik iligi ve timusta immiin sistem gelisimi ve degisimi s6z konusudur. Bagisiklik
sisteminde hem mononiikleer hiicrelerde, dentritik hiicrelerde, antijen sunan hiicrelerde hem
de aktive T-B lenfositlerde bulundugu gorilmistiir. Sessiz CD4 hiicreleri diisiik
konsantrasyonlarda VDR eksprese ederler, ancak aktive olduklarinda ekspresyon bes misli
artar. 1,25(OH)2D3’lin kazanilmis, antijen spesifik immiin yanit lizerine etkisi T lenfosit
proliferasyonun inhibisyonu (6zellikle Thl kolu tizerine) ile Kkarakterizedir. CD4 T
hiicrelerinin 1,25(OH)2D3 ile tedavi edilmesi, Thl hiicre proliferasyonunu ve sitokin
yapimini inhibe eder; bu fonksiyonunu IL-2 ve IFN-y’nin CD4hiicreleri tarafindan
salgilanmasini azaltip, IL-5, IL-10 yapimin artirirarak gergeklestirir. T hiicre yanitint THz2 nin
baskinligina iter. Bazi gozlemlerde ise hem Thl ve hem de Th2 hiicrelerinden, sitokin

yapiminin (IL-4 dahil) inhibisyonu gozlenmistir. 1,25(0OH)2D3 ile IL-6 ekspresyonu inhibe
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edilir. IL-6 islevsel olarak Th17 hiicrelerinin uyarir. Th17 hiicreleri, otoimmiin reaksiyonun
onemli bir komponentidir. Aktif VD ninTh 17 hiicrelerinde inhibitdr gorev gorerek
proinflamatuvar sitokinlerin  (IL-2, IL-3, IFN-gama, TNF-alfa) {iretimini azalttig
gosterilmistir(77).

1,25(0OH)2D3 fagositozu, makrofajlar tarafindan bakteri 6ldiiriilmesini uyarir. Ancak
dendritik hiicrelerin ve makrofajlarin antijenprezente etme kapasitelerini siiprese eder;
makrofajlarin, lenfositlerde antijen sunumunda hiicre yiizeyinde MHC-II molekiillerinin
ekspresyonunu azaltir.B hiicrelerinde VD, antikor saliniminive otoantikor yapimini inhibe
eder(78).

Ozetle VD nin immiin sistem iizerine etkilerine bakacak olursak; yapilan calismalarda
VD’ nin T helper (Th) 2 hiicrelerini uyararak antiinflamatuvar sitokinleri (IL- 4, IL-5, IL-10,
TGF-beta) arttirdigini, Th 1 ve Th 17 hiicrelerini inhibe ederek proinflamatuvar sitokinlerin
(IL-1,IL-2, IL-3, IL-& IFN-gama, TNF-alfa) tretimini azalttigimi soyleyebiliriz. Aktif
VD’nin B hiicre prekiirsorlerinin plazma hiicrelerine farklilagsmasini onleyerek, dendritik
hiicrelerin olgunlagsmasini inhibe ettiginden bahsedilebilir (79).

CD4 T hiicreleri Th 1, Th 2 ,(Treg) ve siipresor T hiicrelerine doniisebilir. Treg
hiicreleri self toleransin idamesini saglayan hiicrelerdir. Aktif D vitamini CD4 T hiicrelerinin
Treg hiicrelerine doniistimiinii arttirir. D vitamini eksikligi durumunda Treg say: ve aktivitesi
azalir ve otoimmiin hastaliklarin gelisimi artar (80).

Kisaca VD’nin otoimmiin hastaliklardaki etkilerini inceleyen g¢alismalara bakilacak
olursa; inflamatuar artrit, otoimmiin diyabet, inflamatuar barsak hastaliklari ve deneysel
alerjik ensefalit (multipl skleroz i¢in bir model) gibi birgok deneysel modelde aktif D vitamini

uygulamasi bu hastaliklarin 6nlenmesi ve/veya tedavisini saglamistir. (81, 82, 83).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma prospektif, randomize, kontrollii deneysel bir ¢alisma olarak planlandi. Kafkas
Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirmalar1 Etik Kurulu (HADYEK) onay1 (KAU-hadyek/
2015-058) alindiktan sonra Multidisipliner Deney Hayvanlari Laboratuvari’nin olanaklari
kullanilarak yapildi.

3.1.  Denekler :

Calismada agirligr 250-350 gr olan 36 adet erkek wistar cinsi rat kullanildi. Atatiirk
Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan saglanan denekler standart rat yemi ve su
ile ad libitum beslendiler. D vitamini hipovitaminozuna sokulacak grup oda sicakliginda
mutlak karanlik ortamda tel kafeslerde yasatildi. Diger ii¢ grup oda 1sisinda 12 saat
aydinlik/karanlik siklusunda tel kafeslerde yasatildilar. Cerrahiden 6 saat once sadece su

icmelerine izin verildi. Deney siiresince hayvanlarin viicut sicakligi sabit tutuldu.

3.2.  Anestezi Uygulamasi:
Deneklere 50 mg/kg ketamin (Ketalar®, Pfizer Pharma GMBH, Almanya) ve 10
mg/kg xylazine hidrochloride( Alfazyne®, %2, Alfasan International, 3440 AB, Woerden,

Hollanda) intraperitoneal olarak uygulanarak anestezi saglandi.

3.3.  Deney Gruplar::

36 adet rat randomize olarak 4 gruba ayrildi.

Grup 1 deki (Normovitaminoz+ Lipolisakkarit grubu) 10 adet rat ad libitum ile
beslendi. 12. haftaya kadar 12’ser saat aydinlik/ karanlik doniisiimiine sokuldu. Deneklerin
Dvitamini diizeyleri 6l¢iilerek normovitaminoz olduklar1 saptandi. 12. hafta da ratlar tartildu.
7,5 mg/kg lipolisakkarit (LPS) insuflasyon ile verildi. LPS maruziyetinden sonra Sliim
skalasinda ratlarin klinik olarak sepsise girisi gozlendi.

Grup 2 deki (hipervitaminoz+ LPS grubu) 10 adet rat ad libitum ile beslendi. Ratlara
tartilarina gore 10 IU VD/g VD replasmani yapildi. 12. haftaya kadar 12’ser saat aydinlik/
karanlik doniisiimiine sokuldu. 12. hafta da ratlar tartildi. Deneklerin d vitamini diizeyleri
olgiilerek Hipervitaminoz olduklart saptandi. 7,5 mg/kg Lipopolisakkarit (LPS) insuflasyon
ile verildi. LPS maruziyetinden sonra 6liim egrisinde ratlarin klinik olarak sepsise girisi
gozlendi.

Grup 3 deki (hipovitaminoz+ LPS grubu)1l0 adet ratda D vitamini hipovitaminozu

olusturmak i¢in mutlak karanlik ortam kosullar1 sagland1 ve VD' den yoksun diyetle beslenip
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takibe alindi. 12. haftaya kadar mutlak karanlik ortamda tel kafesler icinde yasatildi. 12. hafta
da ratlar tartildi. Deneklerin D vitamini diizeyleri dlgiilerek hipovitaminoz olduklar1 saptandi.
7,5 mg/kg lipopolisakkarit (LPS) insuflasyon ile verildi. LPS maruziyetinden sonra 6liim
skalasinda ratlarin klinik olarak sepsise girisi gozlendi.

Grup 4 deki 6 adet rat negatif kontrol grubu olarak belirlendi. 12 hafta boyunca ad
libitum ile beslendi. 12. hafta da deneklerin D vitamini diizeyleri 6l¢giilerek normovitaminoz

olduklar1 saptandi. Negatif kontrol grubuna herhangi bir islem yapilmadi.

3.4.  Deney Protokolii:

Tiim gruplardaki deney hayvanlarinin12. haftanin sonunda vitamin D diizeyleri 6l¢iildii.
Protokole uygun sekilde uygulanan beslenme ve aydinlik/karanlik protokolleri sonucunda,
hedeflenen normovitaminoz / hipovitaminoz / hipervitaminoz gruplarin olusturuldugu
saptandi. Sonrasinda her denek tartilarak genel anestezi altinda insuflasyon ile
lipopolisakkarite [LPS; E.Coli O55:B5 (Sigma-Aldrich Corporate OfficesSt. Louis, USA)]
maruz birakildi. Calisma boyunca ratlarin normotermik (37°C) olmasi i¢in, ¢alisma ortaminin
sicakligi 1sitic1 bir lamba ile korundu. Negatif kontrol grubu i¢in ¢alisma baglatilirken bir

yandan da LPS maruziyetinde ki gruplar i¢in 6liim egrisi ¢izildi (Sekil 6).

Denek Hayvani Sayisi 1
5 A
1
Saat
0 3 6 r>

Normovitaminoz + LPS
Hipovitaminoz + LPS 2 rat F—
Hipervitaminoz + LPS 1 rat
Sakrifikasyon ve Ornekleme Baglangici 4

Sekil 6.0liim Egrisi
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Oliim egrisi iizerinde goriildiigii iizere 6. saatin sonuna dogru hipovitaminoz grubunda
2, hipervitaminoz grubunda ise 1 ratin gézlem sirasinda septik sokta oldugu goriilerek kan ve

doku orneklerinin alinimina gegildi.

3.5. Kan ve Doku Orneklerinin Alnmasi:

LPS verilmesinden yaklasik 6 saat sonra tiim deneklerden 50 mg/kg ketamin (Ketalar
®, Pfizer Pharma GMBH, Almanya) ve 10 mg/kg xylazine hidrochloride( Alfazyne®, %2,
Alfasan International, 3440 AB, Woerden, Hollanda) anestezisini altinda torakotomi sonrasi
kalpten kan alinarak sakrifikasyon islemi gerceklestirildi. Akcigerler patoloji ¢alisilmasi i¢in
alindi. Sag akciger histopatolojik incelemeler i¢in %10 tamponlanmis formol ¢ozeltisi
icerisinde saklandi. Sol akcigerden ise biyokimyasal islemler (NFKB-iNOS 6l¢iimleri) i¢in
%0.9’luk NaClile yiizeyel yikama ve kurutma islemlerinin ardindan mikro santrifiij
(eppendorf) tiiplerine yerlestirilerek, dl¢lim yapilacagi giine kadar -80°C’de derin dondurucu

icinde korundu.

PP

Resim 1. Cerrahi Uygulama
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Resim 2. Kalp ponksiyonuyla kan drnegi alinmasi

3.6. Akciger Dokusunun ve Kan Orneklerinin Cahsilmasi
3.6.1. Biyokimyasal Analiz:

Serumda sitokin ¢alisimi i¢in diiz biyokimya tiipline 3’er cc kan alindi. 2000 devirde
10 dk santrifiij edilerek serum ve plazma ornekleri elde edildi. Elde edilen 6rnekler eppendorf
tiipleri icerisine konularak soguk zincir prensiplerine uygun sekilde analiz siiresine kadar -80
derecede saklandi. Tiim deneklerin akcigerlerinden alinan doku 6rnekleri +4 derecede serum
fizyolojik ile yikanip kurulandi. Eppendorf tiipler i¢ine alinarak soguk zincir prensiplerine
uygun olarak analiz sliresine kadar -80 derecede saklandi. Tiim biyokimyasal analizler ¢ift

caligma seklinde gergeklestirildi.

3.6.2 Molekiiler Analiz:

RNA Reverz Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile
yapilan iNOS ve NFKf gen ekspresyon analizleri i¢in kullanilacak olan total RNA hazir ticari
kit (Anti-iINOS antibody [NOS-IN] Abcam Bristol UK) kullanarak izole edildi.

Analiz i¢in akciger dokusundan 10 mg alind1 ve siv1 azot i¢iresinde dondurularak bir

havan igerisinde ezildi. Ezilen donmus dokunun erimesine izin verilmeden tizerine 600 pl
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lizis buffer (RNA izolasyon reaktifi) konuldu ve kit kilavuzunda belirtildigi gibi 14000
devirde santifiiriijlenerek siipernatant ayri bir tiipe aktarildi. Sonrasinda siipernatant miktari
kadar % 70’lik etanol eklenerek vortekslendi. Bu sekilde hazirlanan ve igerisinde RNA
bulunan ¢ozelti, toplama tiiplerine monte edilen kolonlara aktarildi. Santrifiijle kolonlardan
gecirildi. Bu lizatin toplama tlipiinde kalan kisimlart dokiildi. RNA’y1 daha saf elde
edebilmek amaciyla kolon yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi. En son kolondan eliisyon
cozeltisi gegirilerek RNA saf olarak elde edildi. Elde edilen RNA’larin miktar1 ve safligi
nanodropta (ND 1000) optik dansitelerinden hareketle (OD260/280) belirlendi. RNA
izolasyonu isleminin tiim asamalar1 buz iizerinde gergeklestirildi. OD260/280 orani1 1,7 ve
iizerinde olan RNA’lar ¢alismada kullanildi. RNA’lar kullanilabilir formda olup olmadiginin
belirlenmesi icin % 1’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve spesifik 18S ve 28S bantlar1 goriildii.
Miiteakiben cDNA sentezine gegildi.

3.6.3. cDNA Sentezi ve Real Time QRT-PCR Calismalari

PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanilmak tizere her bir 6rnege ait RNA’dan 1 pg
alimarak once Reverz transkriptaz (RT) ile komplementari DNA (cDNA) sentezi yapildi.
Ticari cDNA sentez kiti (ThermoFisher Scientific High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit Katalog Numarast 4368814) kullanilarak sentez edilen her bir drnege ait
cDNA ’den 1 pl alinarak RT-PCR analizlerinde kullanildi. PCR tiiplerine Sybr Green PCR
Master Mix ve primer ¢ifti (oligoniikleotid) protokollere uygun miktarlarda eklendi. Primerler
her bir transkripsiyon analizi i¢in spesifik olup, daha onceki ¢alismalar referans alinarak
belirlenen temel dizgelerinin sentezi yaptirilarak (metebion) elde edilmistir. Calismada
kullanilan primerlerden her bir reaksiyonda yaklasik 100 ng (2,5-3 pl) diizeyinde
kullanilmistir. Denatiirasyon, primer yapigmasi ve zincir uzatma olmak iizere li¢ basamaktan
olusan amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait dongii esigi
(Ct) degerlerinden hareketle, hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimleri
2-AACt metodu ile hesaplandi. Bu hesaplamada; AACt = (Cthedef gen — CtNFKp) denek
grubu — (Cthedef gen — CtNFK)kontrol grubu formiilii uygulanarak hesaplanan deger, her bir
gen i¢in 2-AACt formiiliinde yerine konularak mRNA ekspresyon diizeyi, misli olarak azalma
ya da artis seklinde belirlendi. Endojen kontrol olarak NFKB geni kullanildi ve her bir 6rnege
ait NFKB gen dilizeyine gore diger genlerin ekspresyon diizeylerinde diizeltme

(normalizasyon) uygulandi.
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3.6.4 Serum TNF a, IL1 ve IL-10 Analizi:

ELISA yonteminin prensibi, 6zgiil antijen-antikor arasindaki reaksiyona dayanir. Bu
teknikte isaretsiz antijen veya antikor tayin edebiliriz. Isaretli konjugatin hazirlanmasinda
isaretleyici olarak enzim kullanilir. Reaksiyonun tamamlanmasindan sonra ayirma islemi

yapilir ve ortama bir substrat ilave edilerek spektrofotometrik olarak enzim aktivitesi 6l¢iiliir.

Kati faz (Matriks): Maniiel ELISA yontemlerinde kullanilan, genellikle c¢ukurlarina

analitlerin (antikor veya antijen) bagli oldugu 96 ¢ukurlu mikropleytlerdir.
Antikor: 1gG fraksiyonlaridir.

Enzim ve substratlar: Konjugatin isaretlenmesinde en sik kullanilan alkalen fosfataz (AP) ve

horse-radish peroksidaz (HRP) enzimleridir.
AP i¢in BCIP/NBT (5-bromo-4chloro-3-fosfat indolyl/Nitro mavi tetrazolium)
HRP i¢in TMB (tetramethylbenzidine) kullanilir.

Yikama: ELISA yonteminde her bir saftha arasinda fosfatli tampon soliisyonu (PBS) ile

yikama islemi 6nemli yer tutmaktadir.

Durdurma: ELISA’nin son safhast olan ‘reaksiyon durdurulmasi’ basamaginda asidik ve

bazik ¢ozeltiler ( H2.SO., HCL, NaOH ) kullanilir.

Kardiyak ventrikiiliin apeksinden 5 ml kan 6rnegi sar1 kapakli biyokimya tiiplerine
alindi. Aliman kan ornekleri 4000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij
isleminden sonra serum siipernatanti deneylerin gergeklestirilecegi giine kadar -80°C’de
saklandi. Siganlarda bazi immiinolojik reaksiyonlarin tespit edilebilmesi amaciyla ticari

olarak satin alinan kitler kullanildi. Bu kitler;

Serum TNFo, IL-1 ve IL-10 diizeyleri ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) yontemi ile ticari kitler kullanilarak analiz edildi. (Rat IL-1-B ELISA Kit, Elabscience,
Catalog No: E-EL-R0012, Rat IL-10 ELISA Kit, Elabscience, Catalog No: E-EL-R0016, Rat
TNF-a ELISA Kit, Elabscience, Catalog No: E-EL-R0019)

Deney baslamadan 6nce 96 kuyucuklu mikropleytler ve kit iceriginde yer alan tim
kimyasallar oda 1sisina getirildi. Ik 7 kuyucuk kit iceriginde bulunan standartlar igin
kullanildi. Sekizinci kuyucuk ise bos birakildi. Diger kuyucuklara ise 100 pl serum ornekleri
dagitildi. Ardindan, mikropleyt 37°C’de 90 dakika boyunca etiive birakildi. Tiim kuyucuklara
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100 pl miktarinda Biotinylated Detection Antibody eklendikten sonra mikropleyt tekrar
37°C’de 60 dakika bekletilmek suretiyle inkiibasyona birakildi. Bu islemin ardindan 3
basamakli yikama islemi gerceklestirildi. Yikama iglemleri tiim kuyucuklara uygulandiktan
sonra, 100 pl miktarinda HRP konjugat eklenerek mikropleyt tekrar 37°C’de 30 dakika
bekletilmek suretiyle inkiibasyona birakildi. Bes tekrarli yikama islemi gergeklestirildi ve 90
ul Substrate Reagent tiim kuyucuklara eklenerek 15 dakika karanlik ortamda inkiibasyona
birakildi. Son olarak, reaksiyonu durdurmak amaciyla tim kuyucuklar 50 pl stop soliisyonu
koyuldu ve spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda Ol¢iimler yapildi. Elde edilen
absorbans degerleri kit i¢eriginde verilen formiiller yardimiyla hesaplandi. TNFa, IL-1-p ve

IL-10 sitokin seviyeleri niceleyici olarak tayin edildi.

3.6.5 Immiinohistokimyasal Analiz

Immiinohistokimya, immiinolojik kurallara dayanan varlig1 arastirilan antijenlere kars:
gelistirilmis, monoklonal veya poliklonal 6zellikteki antikorlar araciligiyla dokudaki antijeni
gosterme yontemidir. Caligmamizda LPS ile indiiklenmis akut akciger hasarinda ortaya ¢ikan
immiin hiicre yanitlarin1 tespit etmek amaciyla rat akciger dokularindan hazirlanan parafin
kesitlerde CD 68 immiinohistokimyasal (IHC) boyama yapildi. Degerlendirmeye tabi tutuldu.
Bunun i¢in monoklonal Mouse anti-CD68 (Clone KP. Ready to use, Ventana Medical
Systems, Inc. Arizona, USA)antikoru kullanildi.
3.6.6. IHC Boyama Prosediirii

Akciger dokulart %10’luk tamponlu nétral formalinde 72 saat bekletildikten sonra
parafin icine gomiildii. Leica RM2125RT mikrotom (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)
yardimiyla alinan 4 mikronluk kesitler hazirlandi. IHC protokolii ultraView Universal DAB
Detection Kit kullanilarak Roche/ventan (BenchMark Ultra) IHC cihazinin otomatik boyama
modiilii kullanilarak tamamlandi. Pozitif sarjli lamlar (Menzel-Glaser, Braunshweig,
Germany) lizerine alinan kesitler deparafinize edilmek i¢in 65 derecede 30 dakika ksilende 30
dakika bekletildi. %96’lik alkol ile muamele edilerek ksilen giderildi. Kesitler 60 derecede
etlivde 4 defa 10 dakikalik siirelerle tutuldu. Sonrasinda sirasiyla ¢esme suyu ve distile ile
yikandi. Antijen geri kazanim islemine gecildi. EDTA buffer pH 6,0 antijen anmaster (10,
heat induced epitope) soliisyonu kullanildi. 10 ml sitrat buffer soliisyonuna 90 ml distile su
eklenerek diliie edildi. Lamlar 3 kez sudan gecirildi. Primer antikor CD68 kesitlere, kapatacak
sekilde damlatildi. Sonrasinda oda sicakliginda 2 saat beklenerek kesitler PBS ile 5 dakika
yikandi. Lamlara biotine baglanacak olan Streptavidin Peroxidase (Kat No: TS-125-HR,
Neomarkers, Fremont, CA, ABD) damlatilip 15 dakika daha bekletildi. Lamlar distile su ile
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yikanarak PBS soliisyonunda 5 dakika daha bekletildi. AEC ile 10 dakika siireyle inkiibasyon
yapilip ardindan distile su ile yikandi. Mayer Hematoksilen soliisyonunda 1 dakika tutuldu.
Zit boyama saglandi. Lamlar musluk suyunda yikanip, sonrasinda %35’lik amonyak
sollisyonuna batirildi. Tekrar musluk suyundan yikanip Gliserol jel kullanilarak lamel ile
kapatildi. Preparatlar 151k mikroskobunda (Olympus BX43 ve DP21 kamera sistemi) ile
degerlendirildi. CD 68 pozitifliginin saptanabilmesi i¢in x40 objektif ile randomize olarak
minimum 10 alan tarandi.
Boyanma yiizdelerine gore skorlama asagidaki gibidir;

(0) = Boyanma yok

(1) = < %20 Boyanma

(2) = %20-40 Boyanma

(3) = > %40 Boyanma

3.6.7. Histopatolojik inceleme

Yapilacak histopatolojik inceleme igin ratlardan alinan akciger dokularindan kesitler
alindi. Formolin ile 24 saat tespit edildi. Sonrasinda akciger spesimenleri Orneklendi ve
parafine gomiilerek her bir parafin 6rnekten Hemotoksilen & Eozin (H&E) boyalari i¢in 4 p,
immiinohistokimyasal boyalar i¢in 3p kalinliginda kesitler alindi. Akciger spesimenlerinin
rutin islem sonrasinda hazirlanan Hemotoksilen & Eozin kesitlerinde bronsitis, talenjiektazi,
atelektazi, bronkopndmoni, interalveolar septal konjesyon, intralveolar hemoraji ile 16kosit ve
lenfosit hiicre infiltrasyon vb. patolojik durumlar arastirildi. Biitiin patoloji preparatlar1 ayni
patolog tarafindan degerlendirildi. Gruplarin dagilimi ve Ho, Hi hipotezlerinden patologa
bahsedilmedi. Degerlendirilme esnasinda patologa eslik edilerek degerlendirme kayit altina
alind1.

Akcigerlerde gozlenen patolojik degisikler 4 skor iizerinden tanimlanarak
simiflandirildi.

(0) = Hasar yok

(1) = Az hasar veya histolojik degisiklikler

(2) = Orta derecede hasar veya histolojik degisiklikler

(3) = lleri derecede hasar veya histolojik degisiklikler
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3.6.8. Hematoksilen & Eozin Boyama
Tiim gruplardaki siganlardan alinan beyinler i¢inde % 4’liikk formaldehit iceren siselere
birakildi. Bu amagcla dokular asagida siralanan islemlere tabi tutuldu.
Akarsuda yikama (giin boyu)
%70’lik Alkolde 1 gece bekletme,
%380’lik Alkolde 1 saat bekletme,
%9611k Alkolde 1 saat bekletme,
%96°l1ik Alkolde 1 saat bekletme,
%100’k Alkolde 1 saat bekletme,
%100’lik Alkolde 1 saat bekletme.
Ksilende 10 dakika bekletme,
Ksilende 10 dakika bekletme.

© 0o N o g Bk~ w D PE

=
o

. Ksilen + boncuk parafin karisiminda 60°C‘lik etiivde 1 saat bekletme,

-
-

. Boncuk parafinde 60°C*lik etiivde 1 saat bekletme,
. Boncuk parafinde 60°C‘lik etiivde 2 saat bekletildi.

=
N

Daha sonra dokular parafin bloklara gomiilerek kesit alinmasi islemlerine hazir hale
getirildi. Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT) ile kesilen 5 um’lik kesitler cam
lamlar {izerine alind1 ve boyama amaciyla asagida siralanan islemlere tabi tutuldu.

Ksilolde(20 dk.) bekletme
Ksilolde (10 dk.) bekletme
%80’lik Alkol (10 dk.) bekletme
Iki ayr1 %96°Iik Alkol serisinde (5 dk.) bekletme
Cesme suyunda yikama
Hematoksilen boyasinda (1 dk.) bekletme
Asit-Alkol karisimina batirilip ¢ikarma
Eozin soliisyonunda (1 dk.) bekletme
Suda (1 dk.) bekletme yikama
. %80’lik Alkolde (10 dk.) bekletme
. Iki ayr1 %96’Iik Alkol serisinde (10 dk.) bekletme
. Ksilol serilerinde (20 dk.) bekletildi
. Entellan ile kapatma islemi gergeklestirildi.

© o N o gk~ wDhPE

R o =
A W N P O

. Isik mikroskobu altinda degerlendirme yapildi.
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3.7. Istatistiksel Analiz

Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel yontemler (frekans, ortalama,
ortanca, minimum, maksimum, standart sapma) kullanilmistir. Gruplar arasi farkliliklar
incelenirken normal dagilim gosteren nicel veriler igin bagimsiz orneklem t testi, normal
dagilim gostermeyen nicel veriler i¢in Kruskal Wallis testi kullanilmistir. Gruplar arasi
farkliliklar incelenirken kategorik veriler i¢in Ki Kare ve Fisher’s Exact testi kullanilmistir.
Istatistiksel anlamlilik seviyesi icin p< 0.05 kullamlmistir. Calismamiz igin yapilan
istatistiksel analizlerde tiim parametreler her bir grup i¢in ayr1 ayr1 degerlendirildi. Calisma
araligi  disinda kalan wugdegerler ile doku Orneklerinin yetersiz olmasi nedeniyle

degerlendirmeyen veriler ¢alisma dis1 birakildi.
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4. BULGULAR

Calismamiz randomize olarak 4 gruba ayrilan 36 Wistar rat {izerinde yapildi.
4.1 Serum IL-1, IL-10 ve TNF-o Degerlerinin Analizi
Serum IL-1, IL-10 ve TNF-a diizeyleri i¢in yapilan istatistiksel analizde gruplar arasinda
anlamli farkliliklar saptandi (p<0,05). Ikili karsilastirmalarda;l. ve 3. grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptanirken (p<0,05) , 1. ve 2. grup arasinda (p>0,05)
ve 2. ve 3. grup arasinda (p>0,05) istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmadi (Tablo
6).

Tablo 6. IL 1, TNF a ve IL 10 Degerlerinin Gruplara Gore Analizi

Normovitaminoz | Hipervitaminoz | Hipovitaminoz Kontrol p
(n=10) (n=10) (n=10) (n=6)
IL1 601,47 + 82,64 622,98 +64,98 | 935,32 + 322,69 | 374,87 +30,7 | 0,02
TNFa 471,3+£37,17 568,86+88,13 898.,6+411,77 481,53 +59,22 | 0,01
IL 10 173,08+51,41 173,39+53,54 87,67+£34,12 38,85+6,36 0,01

Degerler ortalamatstandart sapma seklinde verilmigtir.

IL 1: Interlokin 1, TNFa: Tiimor Nekrozis Faktor Alfa, L 10 :Interlokin 10.
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Grafik 1. Gruplar arasinda TNF-o dagilimi
Serum TNF-odiizeyleri i¢in yapilan istatistiksel analizde gruplar arasinda anlaml

farkliliklar saptandi (p<0,05). Ikili karsilastirmalarda; 1. ve 3. grup arasinda istatistiksel
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olarak anlamli farkliliklar saptanirken (p<0,05) , 1. ve 2. grup arasinda (p>0,05) ve 2. ve 3.
grup arasinda (p>0,05) istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmadi (Tablo 6). Serum
TNF-a degerlerinin gruplara gore dagilimi Grafik 1°de gosterilmektedir
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Gruplar

Grafik 2. IL-1 gruplar arasi dagilimi

Serum IL-1 diizeyleri igin yapilan istatistiksel analizde gruplar arasinda anlamli
farkliliklar saptandi (p=0,02). Gruplar arasindaki ikili karsilagtirmalarda; 1. ve 2. grup
arasinda istatistiksel olarak anlaml farkliliklar saptanmadi (p>0,05), 1. ve 3. grup arasinda

(p=0,034) ve 2. ve 3. grup arasinda (p>0,05) istatistiksel olarak farklilik goriilmedi.
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Grafik 3. IL-10 Gruplar arasi dagilim
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Serum IL-10 diizeyleri i¢in yapilan istatistiksel analizde gruplar arasinda anlaml

farkliliklar saptandi (p=0,01). Gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda; 1. ve 2. grup

arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmadi (p>0,05), 1. ve 3. grup arasinda

(p=0,044) ve 2. ve 3. grup arasinda (p=0,049) istatistiksel olarak farklilik goriildii.

4.2 Dokudaki iNOS ve NFKp Degerlerinin Istatistiksel Analizi

analizde gruplar arasinda anlaml farkliliklar saptandi (p=0,01) (Tablo 7).

Tablo 7. iINOS ve NFKp Degerlerinin Gruplara Gore Analizi

Dokuda PCR ile elde edilen iNOS ve NFKp diizeyleri i¢in yapilan istatistiksel

Normovitaminoz | Hipervitaminoz | Hipovitaminoz | Kontrol | p
(n=10) (n=10) (n=10) (n=6)
NFKp 1,29 + 0,04 1,70 £ 0,01 1,91 £0,01 1+£0,01 0,01
INOS 2,09 £+ 2,27 +0,01 3,1 £0,01 1 £0,01 0,01

Degerler ortalamatstandart sapma seklinde verilmigtir.

NFKPp: Niikleer Faktor Kappa B, INOS: Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentetaz
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Grafik 4.Gruplar iNOS aras1 dagilimi
Dokuda PCR ile elde edilen iNOS diizeyleri i¢in yapilan istatistiksel analizde gruplar

arasinda anlaml farkliliklar saptandi (p=0,01). Gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda; 1.

ve 2. grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmadi (p>0,05), 1. ve 3. grup
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arasinda (p=0,01) ve 2. ve 3. grup arasinda (p>0,05) istatistiksel olarak anlamli farklilik

goriilmedi.

2,00
N
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—

E 1,601
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Grafik 5. Gruplar arasinda NFKf3 dagilimi
Dokuda PCR ile elde edilen NFKB diizeyleri i¢in yapilan istatistiksel analizde gruplar
arasinda anlaml farkliliklar saptandi (p=0,01). Gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda; 1.
ve 2. grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmadi (p>0,05), 1. ve 3. grup
arasinda (p=0,01) ve 2. ve 3. grup arasinda (p>0,05) istatistiksel olarak anlamli farklilik

goriilmedi.

4.3. Akciger Histopatolojisi

Akciger dokusunun 1s1k mikroskobunda histopatolojik hemotoksilen eozin (H & E)
incelemesi yapildi. incelemede 16kosit ve lenfosit hiicre infiltrasyonu ile alveolar kollaps,
intraalveolar septal kanama, intraalveolar septal konjesyon ve telanjiektazi durumlar
degerlendirildi (Resim 3, 4, 5, 6, 7).

Tim histopatolojik parametreler bir arada degerlendirildiginde elde edilen toplam
histolojik skor ortalamalarma goére gruplar arasinda farkliliklar saptandi. Yapilan
degerlendirme sonucu; agir-orta derece hasarlanmanin sadece hipovitaminoz grubunda oldugu
gortildii. Hipovitaminoz grubunda hafif derecede histopatolojik degisikliklerin en az siklikta
oldugu saptandi. Buna kargin normovitaminoz ve hipervitaminoz gruplarinda agirlikli olarak

hafif histopatolojik degisikliklerin oldugu gozlendi (Resim 3).
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Resim 3.Gruplara Gére Akciger Dokusunun Histopatolojik Incelenmesi (H&E,
x20).Hipovitaminoz grupta hasarin daha siddetli oldugu goriilmektedir.

Resim 4. Grup 3’den (hipovitaminoz) Alinan Akciger Dokusunun Histopatolojik
Goriintiisii (H&EX20). Alveoller arasi septalarda genisleme, interstisyel aralikta yogun miks
tip iltthabi  hiicre  infiltrasyonu  (6zellikle  noétrofil),  alveolar  destriiksiyon

izlenmektedir.inflamasyon skoru 3 idi. Yogun lenfoid agregat goriiniim saptandu.
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Resim 5. Grup 2’den (hipervitaminoz) Alinan Akciger Dokusunun Histopatolojik
Goriintiisii (H&E x20). Interalveolar stromada 16kosit infiltrasyonu Hipervitaminoz + LPS
grubunda alveoller arasi septalar genisleme daha az olup, alveolleri destriikte ederek ortadan
kaldiran yogun miks tip iltihabi hiicre infiltrasyonu interstisyel aralikta izlenmekle birlikte bu

oran daha azdir. Cok sayida nétrofil ve arada eozinofil 16kositler dikkati gekmektedir.

Hipervitaminoz +LPS grubunda fokal alanlarda aktif inflamasyon, vaskiiler konjesyon

gdzlemlendi. Inflamasyon skoru 2 olarak belirtildi.
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Resim 6. Alveoller arasinda orta hafif inflamasyon (H&E x10). Normovitaminoz + LPS

grubunda eksuda kitleleri, aktif iltihabi degisiklikler izlenmektedir. inflamasyon skoru 1.
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Resim 7. Grup 1’den (normovitaminoz) Alinan Akciger Dokusunun Histopatolojik
Goriintiisii (H&E x20). Alveoller arasinda hafif inflamasyon. Normovitaminoz
grubunda eksuda Kkitleleri, aktif iltihabi degisiklikler, destriiktif goériiniimizlenmedi.
Inflamasyon skoru 1.Normovitaminoz, negatif kontrol grubunda inflamasyon izlenmedi.

Inflamasyon ve buna destriiktif yanita dair bulgu goriilmedi.

Resim 8. Gruplara Gére Akciger Dokusunun Immiinohistokimyasal Incelenmesi

(CD68x20)Normovitaminoz ve hipervitaminoz grupta sadece fokal boyanma alanlari

mevcutken, hipovitaminoz grupta yogun boyanma alanlar1 dikkati ¢gekmektedir.
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Tablo 8.Histopatolojik ve

Inflamasyon Skorlar

Immunohistokimyasal

Analizlere

Gore Gruplarin

Grup1

(Normovitaminoz)

Grup 2

(Hipervitaminoz)

Grup 3

(Hipovitaminoz)

H&E Boyama ile

Inflamasyon Skoru

CD 68 Boyama ile

Inflamasyon Skoru

47



5. TARTISMA

Sepsis ve ARDS yogun bakimlarda 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. ARDS
ileri solunum yetmezligi ile seyreden mekanik ventilator ihtiyacina yol agan ciddi bir restriktif
hastaliktir. Literatiirdeki caligmalarda ARDS nin etiyolojisinin, ek hastalik varliginin, mevcut
akut organ yetmezlikleri sayisi ve siddetinin, sepsis, septik sok, barotravmaya sekonder
pnomotoraks birlikteliginin mortalite oranlar1 {izerine etkili olduklar1 gozlenmistir. Ayrica
PaO2/FiO; orani, pH diizeyi, SOFA, SAPS, APACHE II skoru gibi parametrelerin prognoza
dair ongoriilerde kullanilabilir oldugundan bahsedilmistir (84,85). Septik sok yogun bakim
iinitelerinde sik rastlanan bir sendromdur. Bu inflamatuar sendromun major komplikasyonu
organ yetmezlikleridir (90, 91). Ozellikle de sepsis ve inflamatuar siirecin odag1 akcigerler ise
yetmezlige giren ilk organ olarak akcigerler karsimiza cikar. Akut akciger hasari ile agir
sepsis, septik sok birlikteligi morbidite ve mortalite oranlarinin artmasina neden olur (12, 13,
14). Agir sepsis, Septik sok tablosuna eslik eden akut kardiyovaskiiler sistem yetmezliginin
doku perfiizyonunda bozulmaya neden oldugu, ARDS’deki inflamatuar hasarin iyilesmesinde
gecikmeye yol actig1 bilinmektedir. Sepsise bagli ensefalopati de hastalarin yogun bakimda
kalis siiresini ve mekanik ventilatore bagl kalma siiresini dolayisi ile ventilatore bagl akciger
hasart olusumunu artirdig1 goriilmiistiir. Kronik kalp yetmezligi, siroz gibi bilinen kronik
organ yetmezligi tanilar1 olan ve agir sepsis/septik sok birlikteligi gosteren ARDS

hastalarinda prognozun daha kdtii ve mortalite oranlarinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Yogun bakima yatirilan kritik hasta grubundaki ARDS prevelansinin %35-15 arasinda
degistigi gozlenmistir(85, 86, 87, 88). Avrupa yogun bakim iinitelerinde gerceklestirilen
ALIVE calismasinda, kabul edilen hastalarin %7,1’inde ve mekanik ventilasyon tedavisi alan
hastalarin da %16,1’inde akut akciger hasar1 (ALI) saptanmistir. ALI hastalarmin % 55’inin
ARDS ye ilerledigi gozlenmistir (12). Rubenfeld ve ark. tarafindan yapilan meta-analizde;

ARDS mortalite oraninin % 41 ile %60 arasinda degistigi bildirilirken, ALIVE ¢alismasinda
ARDS’nin mortalitesi %57,9 olarak tespit edilmistir (12, 89).

Deneysel calismamizda, yukarida bahsedilen faktorlerin disinda birbirinden farkli VD
diizeylerinin yogun bakim f{initelerinde yatmakta olan sepsis iliskili ARDS hastalarinda
mortalite ve morbidite {lizerine etkileri olup olmadigin1 gbézlemlemek hedeflenmistir. Bu
calismada amag sitokin firtinasi siireci olarak degerlendirebilecegimiz sepsis+ septik sok+

ARDS donemlerinde VD’nin immiinomodiilator olup olmayacagini degerlendirmek idi.
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Direkt yolla olusan akciger hasarina bagli gelisen olgular primer (pulmoner) ARDS olarak
tanimlanirken, akciger disi nedenlere bagli gelisen durumlara sekonder (ekstra pulmoner)
ARDS olarak tanim getirilmistir. 2003 yilinda Goss ve ark. yaptigi calismada primer akut
akciger hasarinda klinik bulgularin daha agir oldugu gosterilmistir. Prognoz agisindan
degerlendirildiginde ise kotii bir prognoza sahip olduklari, sa§ kalim oranlarinin sekonder
olgulara gore daha diisiik oldugu belirtilmistir. Calismamizda daha agir klinik olusturabilmek
amaciyla insuflasyonla LPS verilerek primer ARDS olusumu saglandi. Bu amagla da ratlarda
sepsis ve akut akciger hasari olusturuldu (12, 86, 87, 88).

ARDS’de mortaliteyi arttiran faktorlere baktigimizda; ileri yas, kronik karaciger hastaligi,
akciger dis1 organ yetmezligi, sepsis, ¢oklu organ yetmezligi ilk akla gelenlerdir. ALIVE
caligmasinda yas ile ilintili olarak benzer yonde degisikliklerin oldugu, ARDS’de yas arttikca
mortalite oraninin yiikseldigi saptandi(12) Ancak Gong ve ark.’nin yaptigi bir ¢alismada
coklu travma ve septik sok mevcudiyetinde mortalitenin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gosterilmistir (125). Yapilan diger calismalarda goézlenildigi iizere Alzheimer, demans,
serebrovaskiiler hastalik gibi kronik santral sinir sistemi hastaliklar1 ve kardiyovaskiiler
problemleri mevcut ARDS hastalarinda, hastaligin siddeti agisindan dikkatli olunmali ve

destek tedavilerinin baglanmasinda gecikmeler 6nlenmelidir (12, 89).

Sepsis ve ARDS birlikteliginde destek tedavilerinin degerlendirilmesi iizerine cesitli
calismalar yapilmistir. Genel olarak ARDS hastalarinda kanitlanmis olan koruyucu mekanik
ventilator stratejilerinin, sivi resiistasyonu ve inotrop desteginin yogun bakim oOncesi sliregte
en uygun sartlarda uygulanamamasi, altta yatan etiyolojik etkene yonelik dogru tedavinin
zamaninda baglanamamasi nedeni ile agir sepsis/septik sok gelistigi diisiintilmektedir. Sonug
olarak ARDS hastalarinin yogun bakima gelis siirecinin uzadigi, destek tedavilerin ideal
Olgiilerde verilmedigi durumlarda mortalite oranlarinin arttigi disiiniilmektedir. Uygunsuz
mekanik ventilator stratejilerinin kollabe alveoller iizerinde olusturdugu hasar iizerine
yayinlar yapilmis olup, olas1 mekanik ventilator iligkili akciger hasarinda mevcut inflamatuar
siddet artabildigi gibi yeni bir inflamatuar yanitta olusturabilir. Diigiik tidal voliim, optimum
PEEP gibi akciger koruyucu mekanik ventilator stratejileri giindeme getirilmistir (39,45, 46,
47,50, 51, 123).

Calismamizin asil hedefi VD tedavisinin ARDS destek tedavileri arasina girip
girmeyecegini arastirmak oldu. Clinkii VD eksikligi bir pandemi olarak adlandirilacak kadar
sik goriilmektedir. Ve bu yiiksek epidemiyolojik oranlar ARDS hastalarinin tedavisinde goz

onlinde bulundurulmalidir. Bir hormon olarak islev goren parakrin etkili VD’nin akciger
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maturasyonu, doku onarimi, diiz kas hiicre proliferasyonu ve diferasyonu lizerine etkilerini
degerlendiren VD eksikliginin astim vb. hastaliklarla iligkili oldugunu ifade eden c¢alismalar
mevcuttur (92, 93, 94, 95). Yine bu calismalarda intrauterin VD eksikliginin ¢ocukluk ¢agi
astimi ile iligkisi gosterilmistir. Bu calismada VD replasmani ile astim semptomlarinin
hafifledigi goriilmistiir (92, 93, 94, 95, 124).

VD viicuda iki kaynaktan saglanir. Bunlar diyet ve 290-315 dalga boyu arasinda giin
15181 maruziyeti sonrasi ciltte baglayan iiretim zinciridir. Epidermal hiicrelerde bulunan UVR’i
giines 1s181a maruz kaldiktan sonra ergosteroliin fotoliz iirlinlerinden VD iiretimini uyarir.
VD sentez siireci baslar. Bu siirecin kontrolii pitiiiter gland ve karaciger, bobrek fonksiyonlari
iizerinden yapilir.

VD gorevini Ca-P homeostazisi {izerinde ifa ederken bir yandan da steroid yapili bir
hormon davranis1 gosterir. Hiicre zarindan gegerek niikleusta spesifik mRNA’lara ulasir. Gen
ekspresyonunda rol oynar. VD’nin genomik islevi lenfokinler, onkogenler, poliaminler ve
kalsiyum baglayict protein gibi iiriinlerin biyosentezini agiklar. VD oksidatif strese karsi
hiicre membranini ve hiicre proteinlerini koruma gorevini lipid membrana peroksidaz atagini
inhibe ederek gosterir. VD bir yandan kanser hiicrelerinde apopitozisi uyarirken, diger yandan
da endojen ve eksojen etkileri ile DNA’nin ikili sarmal yapisin1 koruyarak kromozomal
yapiin stabilizasyonunu saglar. Ayrica VD yetiskin alveoler tip II hiicrelerin ihtiyaci olan
DNA sentezini uyarir. Bu mekanizma {izerinden epitelyal hiicre ¢ogalmasini, farklilagmasini
saglar ve DNA hasarini onarir (96, 97, 98). Antioksidanlar DNA hasar1 olusmasiniengelleyici
etkiye sahiptir. Ancak antioksidanlarin lipid peroksidaz iizerindeki siiprese edici etkilerinin
sinirli olmasi nedeniyle DNA hasarinin azaltilmasindaki fonksiyonlari da kisithidir. VD de
lipid peroksidazi siiprese ederek antioksidanlarin fonksiyonlarina katkida bulunur. Lizozomal
membrani stabilize eder ve niikleus yapisi iizerinde koruyucu etki gosterir. Bu islevi demir
bagimli peroksidasyonun inhibisyonu tizerinden gosterir (99, 100, 101, 102).

Ingilterede Cheng-Shuin He ve ark. yaptig1 derlemede gosterildigi iizere VD eksikligi
olgularinda, VD desteginin mortaliteyi azaltici etkileri mevcuttur (103). Biyolojik veriler
VD’nin antiinflamatuar O6zellikler sergiledigini gostermistir. Sadegeshi ve ark. yaptigi
caligmada bu islevi monositlerin TLR’e sunumunda down regiilasyon ile sagladigi
hiporesponsif bir yanittan bahsetmektedir. Sitokinler iizerinden seyreden bu hiporesponsif
yanitla birlikte, membran stabilizasyonu ve antimikrobiyal 6zelliklerinden bahsedilmektedir.
Calismamiz  ile  karsilastirildiginda  ¢alismamizda  daproinflamatuvar  sitokinlerin

regililasyonunda benzer sonuglar gbzlenmistir (103, 104, 105, 106, 107, 108).
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VD eksikligi, kritik hastalarda yogun bakim yatis siiresini arttirmaktadir (109, 110).
McKinney ve ark. yaptigi c¢alismada disiik VD diizeylerinin kisa ve uzun dénemde
mortaliteyi arttirdigi saptanmistir (111). Barnet ve ark. 478 hasta iceren calismada benzer
sonuglar elde etmis ve ALI/ARDS siddeti ile VD eksikligi arasinda siki bir iliskiden
bahsedilmistir (113).

Dancer ve ark. yaptigi ¢aligmada ise serum VD diizeyleri ile ARDS olugma riski
iizerine anlaml bir iliski saptanmig, yine ayni ¢alismada preoperatif serum VD diizeyleri ile
postoperatif ARDS oranlar1 arasinda anlamli iliski oldugu gosterilmistir. ARDS olusan
hastalarda VD diizeyleri normal olan gruba nazaran, VD eksikligi mevcut grupta ilk bir ay
icinde mortalite oranlarinda anlamli artistan bahsedilmistir (114). Bu ¢alismada ayrica LPS ile
olusturulan akut akciger hasar1 sonras1 bronkoalveoler lavaj (BAL) sivisinda TNFa diizeyleri
Ol¢iilmiistiir. Bizim ¢alismamiz ile de paralel olarak hipovitaminoz gruptaki serum TNFa
diizeylerinde artis tespit edilmistir (114).

Ashtari ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada 94 multipl sklerozis hastasinda VD
replasmani sonrasi antienflamatuar bir sitokin olan IL 10 degerleri 6lgtilmiistiir. Otoimmiin bir
stire¢ olan MS’te VD replasmani sonras1 IL 10 diizeylerinde artis goriilmiistiir (115). Bu
sonu¢ bizim g¢alismamizda ki hipovitaminoz ve hipervitaminoz gruplar arasindaki IL 10
diizeyleri ile benzerlik tasimaktadir. Bizim g¢alismamizda da hipovitaminoz grubu IL 10
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik saptanirken, normovitaminoz grupta ise
IL 10 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artig saptanmustir.

VD eksikliginde, inflamatuar siiregteki proinflamatuvar sitokinlerin (IL-1, IL-6,
TNFa) artisinin  siddetli olacagindan bahsedilmisti. VD diizeyleri fizyolojik sinirlara
geldiginde proinflamatuvar sitokinlerde bir down regiilasyon gelismesi beklenmektedir.
Muller ve ark. LPS ile indiiklenen timosit hiicre kiiltiiriinde yaptiklar1 galigmada kiiltiir
ortamina VD eklemis, IL-6 sekresyonunda azalma yaptigin1 gézlemislerdir (116) .Thien R ve
ark.’nin interlokin-4 (IL-4) pozitif hiicre kiltiiriinde yaptiklart ¢aligmada kiiltiir ortamina
eklenen D vitamininin IL-4 pozitif hiicrelerin proliferasyonu arttirdigini1 géstermislerdir (117).
VD’nin IL-6 sekresyonunda artma yaptigin1 ancak bu olusan IL-6 ‘nin Thl farklilagsmasinda
inhibisyon, Th2 farklilagmasinda exitasyon yaptigini gérmiislerdir (117). Bizim ¢alismamizda
da buna paralel olarak calistigimiz proinflamatuar sitokinlerin (IL 1, IL 10 ) diizeyleri
hipovitaminoz grupta yiikselirken normovitaminoz grupta goreceli olarak daha diisiik seyretti.

Hohman ve ark.’nin artik tarihsel degeri olan g¢alismalarinda VD’nin NFKp’nin

biyosentezini down regiile ettigi gosterilmistir. Caligmamizda da hipovitaminoz grubuyla

51



diger gruplarin NFK[ diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu, NFKp
diizeylerinin hipovitaminoz grupta daha yiiksek oldugu gozlendi .

Dulla ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, oksidatif hasarin sonucunu gosteren bir parametre
olan iNOS fiiretiminin VD tarafindan baskilandigin1 gostermislerdir. VD’nin diisiik oldugu
durumlarda oksidatif hasar siddetinde artis s6z konusudur (126). Calismamizda VD diizeyi
diisiikk grupta iNOS olgiimleri yiiksek ¢ikmistir. Bu agidan bakildiginda ¢alismamiz benzer
sonuglar igermektedir.

ARDS’de gozlenen histopatolojik degisiklikler {izerine yapilan ¢alismalarda
gortldiigii lizere akut donemde akcigerlerde once nétrofil infiltrasyonu sonrasinda vaskiiler
permeabilite artig1 saptanir. Bunu takiben proinflamatuar sitokinler tarafindan makrofajlar
uyarilir. Akcigerlerde Interstisyel bdlgelerde belirgin diizeyde 6dem gériiliir. Kronik donemde
ise diffliz hiicre 6liimii fibrozis gelisir. Shi Y ve ark. yaptig1 ¢alisma nétrofil infiltrasyonu,
intersitisyel 6dem VD eksikligi mevcut ratlarda yiiksek seyretmistir (128). Bizim
calismamizda ARDS’nin akut fazi degerlendirilmis olup yapilan H&E ve CD68
boyamalarinda intertisyel 6dem, nétrofil infiltrasyonu ve makrofaj hakimiyeti goriildi. Bu
degisiklikler hipovitaminoz grupta daha yogun olarak gozlenmistir. Bu agidan ¢alismamiz Shi

Y. ve ark.’nin ¢aligmasi ile uyumludur.

Ozetle anti inflamatuar bir sitokin olan IL-10 hipovitaminoz grupta diisiik seyretmistir.
Proinflamatuvar O6zelikteki TNF o, IL-1 ise hipovitaminoz grupta daha yiikseklere
ciktigindan; yetersiz VD’nin proinflamatuvar sitokinler {izerine down regiilasyon islevini
yerine getiremedigini diisiinmekteyiz. Ayrica hipovitaminoz gruptaki yiikksek iINOS oksidatif
hasar1  desteklerken, yliksek NFKP de agreve iltthabi yamiti desteklemistir.
Immiinohistokimyasal degerlendirmede de hipovitaminoz grupta goriilen enflamatuar

degisiklerin daha siddetli seyrettigi goriilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

ARDS yogun bakimlarda sik karsilagilan 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir.
ARDS, agir sepsis ve septik sok birlikteliginde mortalite oranlar1 daha da artmaktadir.
Sepsise bagh sitokin firtinasinda meydana gelen kisir dongii ile birlikte silire¢ ¢ikmaza
girmektedir. Yine ARDS hastalarinda uygunsuz mekanik ventilatdr stratejileri inflamatuar
yanit olusturmakta ve/veya bu mevcut inflamatuar yanitin siddetini arttirmaktadir. Bir
immiinomodiilatér olarak gorev alan VD’nin bu siirecte proinflamatuvar sitokinler(IL-1,
IL6,TNF a, vb.) iizerine inhibisyonu, antiinflamatuvar sitokinler (IL-10,IL-4, vb.) {izerine
uyarict etkileri ARDS’nin sitokin firtinasi iizerinde faydali etkiler olusturabilir. VD bir
yandan olas1 mikrobiyal ajanlarin fagositozunu stimule ederken, bir yandan da asir1 sitokin
salimimini diizenleyebilir. Bu nedenle akut akciger hasar1 gelisen hastalarda erken tani ve
yogun bakim destegi sag kalimi artirmaktadir. Calismamizda deneysel olarak olusturulan
akciger hasarinin birbirinden farkli VD diizeylerinde molekiiler seyri incelendi.
Normovitaminoz grup ile hipovitaminoz grup arasinda oksidatif hasar ve inflamatuar {irtinler
acisindan yapilan istatistiksel analiz sonuglari (p<0.05) anlamli olarak bulunmustur. Bu
sonuclarla VD eksikliginin akciger hasarinda siddeti arttirdigi kanisina vardik. Dolayisiyla
ARDS hastalarinda inflamasyonun baskilanmasi, sitokin firtinasinin kontrol altina alinmasi

pulmoner hasar siddetinin kontrolii agisindan VD’nin kullanilabilecegi diisiincesindeyiz.
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7. OZET

Amag: ARDS cogunlukla sepsis nedeniyle abartili bagisiklik sistemi yaniti ile seyreden
bir siiregtir. Deneysel ¢alismamiz birbirinden farkli D vitamini (VD) diizeyleri olan ratlarda
lipolisakkarit ile indiiklenen akciger hasari diizeylerini incelemek, VD hipovitaminozunda
akciger hasariin siddetinin artip artmadigini arastirmaktir.

Materyal ve Metot: Kafkas Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirmalar1 Etik Kurulu
(HADYEK) onay1 alindiktan sonra, agirligi ~300 gr olan 36 adet wistar cinsi rat 4 gruba
ayrildi. Gruplar; ad libitum ile beslenen Normovitaminoz+ Lipopolisakkarit (LPS) grubu
(Grup 1; n=10), Hipervitaminoz + LPS grubu (Grup 2; n=10) ve Hipovitaminoz grubu+ LPS
(Grup 3; n=10), Normovitaminoz grubu (Grup 4; n=6 Negatif kontrol grubu) olarak
belirlendi. 4 haftalik wistar cinsi ratlar 12. haftaya kadar beslenerek gruplarin hedef VD
diizeylerine ulagmasi saglandi. D vitamini hipovitaminozuna sokulmak istenen Grup 3 mutlak
karanlik ortam kosullar1 saglanarak VD’den yoksun diyetle beslenerek takibe alindi. 10
haftanin sonunda kuyruk venlerinden alinan kan orneklemeleriyle biyokimyasal olarak D
vitamini diizeylerini saptandi.

Nazal insuflasyon ile LPS verildikten sonra klinik takibe alinan ratlar calismanin 6-12.
saatinde anestezi altinda sakrifiye edildi. ELISA i¢in sol atriumdan kan 6rneklemeleri yapildi.
Sol akcigerler H&E ve CD 68 boyama igin kullanilirken, sag akcigerler NFKf ve iNOS
caligmalari i¢in kullanildi.

Bulgular: Histopatolojik olarak yapilan incelemede akciger dokulart karsilagtirildiginda
normovitaminoz grubun akcigerleri hipovitaminoz gruba gore daha saglikli olarak
degerlendrildi. Hipovitaminoz grubunda IL1, TNFa diizeyleri istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek seyretti (p=0,02, p=0.01). IL10 diizeyleri hipovitaminoz grubunda anlamli
olarak diigiik bulundu (p=0,01). INOS ve NFKp diizeylerinin ise hipovitaminoz grubunda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek seyrettigi gozlendi (p=0,01).

Sonu¢: Hipovitaminoz gruba oranla diger iki grupta (hipervitaminoz, normovitaminoz) asir
immiin yanitin smirlandigir saptandi. Hipovitaminoz grupta LPS ile indiiklenen akciger
hasarmmin daha siddetli oldugu, hem histopatolojik olarak hem de ELISA ve PCR ile
gosterildi.
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ABSTRACT

Aim: ARDS is a disease that mostly related with increased alveoli-capillary permeability
caused by exaggerated inflammatory responsewhich occurs after sepsis. Our experimental
study aims to investigate the degree of lung injury induced with lipopolysaccarhide (LPS) on
rats which have different levels of vitamin D.

Materials and Methods: Study approval was received fromKafkas University Ethical
Committee of Experimental Animal Studies (HADYEK). Approximately 300g weightened,
36 Wistar rats were divided into 4 groups and fed ad libitum Normovitaminosis + LPS (Group
1; n=10), hypervitaminosis + LPS (Group 2; n=10), hypovitaminosis + LPS (Group 3; n=10),
and normovitaminosis (Group 4; n=6 negative control group). 4 weeks old Wistar rats fed for
12 weeks to achieve target VD levels. Hypovitaminosis group was generated with low VD
diet and hosted in darkness. VD levels studied biochemically by analysing blood samples
from tail veins at the end of week 10. All rats received LPS with nasal insufflations and
observed for 6-12 hours beforesacrification. Blood samples that taken from left atrium was
used for ELISA. Left lungs were used for H&E and CD 68 staining, right lungs were used for
NFKp and iNOS examinations.

Measurements: Hypovitaminosis group showed more pathological findings after
histopathologic examinations according to other groups.IL1, TNFa levels in the
hypovitaminosis group were statistically significantly higher (p = 0.02, p = 0.01) rather than
other groups. 1L10 levels were significantly lower in the hypovitaminosis group (p = 0.01).
There was a statistically significant increament in iNOS and NFKf levels in hypovitaminosis
group (p = 0,01).

Conclusion: Excessive inflammatory response was diminished in hypervitaminosis and
normovitaminosis groups according to hypovitaminosis group. Histopathologic examinations,
ELISA and PCR results were showed that LPS induced lung injury was more severe in

hypovitaminosis group according to other groups.
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