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OZET

Her yil hastanelere basvuran yanikli hastalarin %32-38’inde yaniga ek olarak
inhalasyon yaralanmalari bildirilmistir. Dumana maruziyet sonrasi inhale edilen toksik gazlar
organizmada 6nemli dinamik degisiklikler meydana getirir. Zehirli kimyasallarin ve gazlarin
inhalasyonu, dogrudan lokal hava yolu hasarinin yani sira, ayni zamanda sistemik
inflamatuar mediatorlerin salinimiyla, inflamatuar siirecin baslamasina neden olarak akut
akciger hasarinin gelisimine neden olmaktadir. Duman inhalasyonunun eslik ettigi yanik
olgularinda akciger hasarinin derecesi belirgin olarak artmakta olup mortalite oranlari
inhalasyon hasarinin siddetine bagl olarak %45-78 arasinda bildirilmektedir. inhalasyon
hasarinin eslik ettigi yanik olgularinda gelisen akut akciger hasarini dnlemeye yonelik
yapilan ¢ok sayida calismaya ragmen etkinligi kanitlanmis terapdtik bir ajan heniz
bulunmamakta ve bu konuda ¢alismalar hala devam etmektedir.

Alfa 2 globulin yapisinda antikoagulan bir ajan olan Antitrombin HI’Gn (AT-III)
endotelyal hiicre yuzeyindeki heparin benzeri glikozaminoglikanlarla (GAG) etkilesimi,
endotelyal hiicreden PGIl2 salinimini kolaylastirir. Bu sayede inflamatuar reaksiyonlar
sirasinda l6kosit ve monositlerin aktivasyonunu ve endotelyal hiicrelere nétrofil adezyonunu
inhibe ederek lizozomal enzimlerin ve serbest oksijen radikallerinin olusumunu engeller. Bu
nedenle de AT-I11"0in aktive I6kositlerin indikledigi organ hasarini 6nledigi belirtilmektedir.

AT-1I"Un antienflamatuar etkilerini dikkate alarak yapmis oldugumuz bu calismada
ratlarda duman inhalasyon modeli olusturarak gelisen akciger hasari (zerinde etkili
faktorler ve ilacin toropatik etkileri degerlendirildi. Calismaya alinan toplam 35 adet rat 3
gruba ayrildi. Gruplar; duman inhalasyon grubu (Grup 1; n=15), duman inhalasyon + AT-III
grubu (Grup 2; n=15) ve kontrol grubu (Grup 3; n=5) olarak belirlendi. Aralikli olarak
duman ve oksijen inhalasyonu ile gaz intoksikasyonuna bagli mortalite 6nlenerek agir-
orta derecede duman inhalasyon hasari olusturuldu. Gergeklestirilen duman inhalasyon
hasari sonrasi akcigerlerden doku érnekleri alinarak yapilan histopatolojik incelemelerde;
telanjiektazi, atelektazi, amfizem, interalveoler septal konjesyon ve intraalveoler hemoraji
durumlari ile lokosit, lenfosit ve plazma hicresi infiltrasyonu degerlendirildi. Tim
histopatolojik paremetreler standardize edilmis bir organ hasar skalasi kullanililarak
degerlendirildi. Yapmis oldugumuz ¢alismanin sonucu olarak duman inhalasyon grubunda

(Grup 1) olusturdugumuz agir-orta derecede akciger hasarinin duman inhalasyon + AT-III



grubunda (Grup 2) anlamh bir sekilde dizeldigi ve yerini hafif-orta derecede histolojik
degisikliklerin aldigi saptandi (p=0,008).

Sakrifikasyon islemi 6ncesi alinan kan orneklerinde plazma 6-keto Prostaglandin Fy,
(6-keto PGFy,) ile serum TNF-a ve IL-6 duzeyleri degerlendirildi. Duman inhalasyon + AT-
Il (Grup 2) ve duman inhalasyon (Grup 1) grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar saptandi (6-keto PGFy, icin p= 0,046, TNF-a icin p= 0,008 ve IL-6 i¢in p= 0,045).
Duman inhalasyon + AT-III grubunda (Grup 2); plazma 6-keto PGF, degerlerindeki artisin
ve serum TNF-a ve IL-6 duzeylerindeki azalmalarin en fazla oldugu saptandi.

Akciger dokusundan alinan érneklerde myeloperoksidaz (MPO) ve TNF-a aktiviteleri
degerlendirildi. Duman inhalasyon + AT-IIlI grubunda (Grup 2) doku MPO ve TNF-a
aktivitelerinde duman inhalasyon grubuna (Grup 1) goére belirgin azalmalar saptandi ve
istatistiksel olarak anlamli bulundu (MPO i¢in p=0,003 ve TNF-a i¢in p=0,003). Ayrica daha
once AT-1II’tn GSH antioksidan enzim sistemi ile iligkisini gosteren bir calisma mevcut
olmayip yapmis oldugumuz bu galismada AT-III’Un GSH antioksidan enzim sistemi ile
iliskisi degerlendirildi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklihklar saptanmadi.
Bu verilere dayanarak AT-11I’lin doku hasarini Onleyici etkisini GSH antioksidan enzim
sisteminden bagimsiz olarak gerceklestirdigi distintlmektedir.

Yapmis oldugumuz bu calismada ayrica Evans Blue metodu ile pulmoner vaskdler
permeabilite degisiklikleri incelendi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar saptandi (p=0,000). Duman inhalasyon + AT-III grubunda (Grup 2) pulmoner
vaskdler permeabilitenin belirgin olarak azaldigi bulundu.

Inhalasyon hasarinin eslik ettigi yanik olgularinda, iNOS aracili NO Uretiminin artisina
neden olan inflamatuar yanit olusmaktadir. Yapmis oldugumuz bu calismada; AT-111Un
respiratuar endoteliyal ve epiteliyal nitrik oksit sentetaz (NOS) aktivitelerinin modilasyonu
uzerine etkileri ilk kez degerlendirildi ve AT-III ile tedavi sonrasi iINOS aktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli azalmalar saptandi (p=0,03). Ayrica AT-III ile tedavi sonrasi
INOS aktivitelerindeki azalma ile histopatolojik duzelmelerin birbirine korele oldugu
gosterildi ve bu sonu¢ bize AT-I1I’0n inhalasyon hasarinda artmis NO’in zarali etkilerine
karsi koruyucu etki gosterebilecegi fikrini telkin etmektedir.

Yapmis oldugumuz bu calisma ile, AT-1I’Gn duman inhalasyonu sonrasi akciger
hasarinin 6nlenmesinde bir ¢ok yol tzerinden etki ederek histopatolojik diizelmeler saglayan
bir antienflamatuar ajan oldugu ortaya konmus olup yakin gelecekte bu amacla klinikte
yaygin olarak kullanilabilecegi dustinulmektedir.
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|. GIRIS

Yanik deri disinda bir cok sistemi etkilemektedir. Yanik sonrasi olusan lokal
inflamatuar sitokinler kan dolasimina gecerek sistemik inflamatuar cevaba yol agmaktadirlar.
Bu sistemik cevabin en 6nemli bulgularindan birisi akut akciger hasari olup mortaliteyi 6nemli
oranda arttirmaktadir (1-4). Her yil hastanelere basvuran yanikl hastalarin %32-38’inde yanikla
birlikte toksik duman inhalasyonuna bagli akciger hasari bildirilmistir (5). Duman
inhalasyonunun eslik ettigi yanik olgularinda akciger hasarinin derecesi belirgin olarak artmakta
olup mortalite oranlari inhalasyon hasarinin siddetine bagl olarak %45-78 arasinda
bildirilmektedir (5).

Duman inhalasyonunun erken fazinda toksik kimyasal ajanlar ve oldukca yiksek
cozunurlugh olan aldehitlerin etkisiyle akciger dokusunda direkt epitelyal yaralanmalar
meydana gelir. Direkt epitel hasarina bagh olarak; bronkospazm, mukozal ddem ve epitel
nekrozu gelisir. Burada en onemli zedelenme vyiizey gerilimini saglayan sirfaktan’in
sentezlendigi pnomosit 11’ye bagli olmaktadir. Bronsial epitelyal alanlardaki ani kayiplar ve
alveoler strfaktanda azalmaninda eslik etmesi alveolar kollaps ve atelektazi ile sonuglanarak
adult respiratuar distress sendromu (ARDS) gelisimine zemin hazirlar (2-4,6). Yaniklarla
beraber siklikla ARDS gelisir. Yapilan klinik calismalarda inhalasyon hasarinin eslik etmedigi
yanik olgularinda %2,6-14,3 oraninda ARDS gelistigi bildirmektedir (11,12). inhalasyon
hasarinin eslik ettigi yanik olgularinda ise ARDS gelisiminin daha sik oldugu bildirilmektedir
(2-4,12,13).

Duman inhalasyonu sonrasi ilk 24-48 saat icerisinde hasarlanan dokulardan salinan
cesitli inflamatuar mediatorlere bagh olarak mikrovaskiler permeabilite artar. Duman
inhalasyonu sonrasi gelisen akciger hasarinin patogenezinde; sitokinler, arasidonik asit
metabolitleri, serbest oksijen radikalleri (SOR), nitrik oksit (NO) ve peroksinitritler gibi aktif
radikaller, kompleman komponentleri ve koagilasyon faktorleri rol oynamaktadir (7,8). Duman
inhalasyonu sonrasi hasarlanan dokulardan salinan bu cesitli proinflamatuar ve kemotaktik
ajanlarin etkisiyle dolasimdaki notrofiller aktive olarak yaralanma bolgesine yerlesip akciger
notrofil infiltrasyonunda belirgin artisa neden olurlar. Aktive l6kosit-endotel hiicre etkilesimi
akcigerde mikrovaskdler gecirgenligi arttir ve alveoler alana proteinden zengin sivi kagisina yol
acarak akut akciger 6demine neden olur. Aktive lokositler ayni zamanda serbest oksijen
radikali, sekonder inflamatuar mediat6r ve proteaz dretimi ile hiicresel hasara neden olmakta ve

bdylece organ hasarini arttirarak ARDS gelisimine neden olmaktadir (9). Multisistem organ



yetmezligi gelisiminde de akciger ve diger organlardaki nétrofil aktivasyonunun
etiyopatogenezde 6nemli yeri oldugu gosterilmistir (10).

AT-III, karaciger tarafindan Uretilen tek =zincirli bir alfa 2 globulin yapisinda
glikoproteindir. Antikoagulan bir ajan olan AT-III, koagiilasyonun intrensek, ekstrensek ve
ortak yolunda rol almaktadir. Hemostaz regllasyonunda AT-III’ln oynadigl santral yol,
heparin ve endoteldeki heparin bagimli yapilar tarafindan hizlandirilan inhibitér fonksiyonuna
dayanmaktadir (14). AT-III’Un bu etkisini endotel hiicre yuzeyindeki heparin benzeri
glikozaminoglikanlarla (GAG) etkilesmesi sonucunda ortaya ¢iktigi ileri strilmektedir (15).
AT-11I’un endotelyal hiicre yiizeyindeki heparin benzeri GAG ile etkilesmesi, in vitro ve in vivo
olarak endotelyal hiicreden protasiklin (PG 12) salinimini Kkolaylastirir ve bu sayede
monositlerden TNF-a Uretimini, notrofil aktivasyonunu ve endotelyal hicrelere nétrofil
adezyonunu inhibe eder. Bu nedenle de AT-111"Un aktive I6kositlerin indiikledigi organ hasarini
onlemede etkili olabilecegi ileri siirtilmektedir (10,16,17).

AMAC

Bu calismada; antitrombotik bir ajan olan AT-11I’Un antienflamatuar etkinligi dikkate
alinarak, toksik duman inhalasyonu sonrasi gelisen akut akciger hasarinda mikrovaskuler
dolagima katkisi ve akciger hasarini azaltmada terap6tik etkilerinin olup olmadiginin

arastirilmasi amaglanmistir.



Il. GENEL BiLGILER

I1.1. INHALASYON HASARI

Duman inhalasyonu, alevin neden oldugu termal yaralanmalarda mortaliteyi arttiran
onemli nedenler arasindadir. inhalasyon yaralanmalari insidansi, tanisal kriterler ile degisir.
Anamnez ve fizik muayene ile tani konma orani %2-15’e kadar dusmekte iken, fiberoptik
bronkoskopi gibi tani yontemleri kullanilarak bu oran %32-38’a kadar yukselmektedir (5,18-
20). inhalasyon hasari varliginda mortalite orani inhalasyon hasarinin siddetine bagl olarak
%45-78 arasinda degismektedir (5). Ozellikle agir inhalasyon hasarinin eslik ettigi 60 yas tizeri
termal yaralanmalarda bu oran %2100’lere kadar ¢ikmaktadir (18,19).

Yaniklarda sistemik inflamatuar mediatorlerin salinimi ile akciger hasari duman
inhalasyonundan bagimsiz olarak artmaktadir. Duman inhalasyonu sonrasi, ortamda oksijenin
(O,) azalmasi, CO’in artmasi ve inhale edilen dumandaki toksik kimyasal ajanlarin etkisiyle
gelisen cok sayida patolojik olay hipoksi ile sonuglan akut akciger hasarini olusturur. Duman
iceriginde bulunan toksik gaz ve ajanlarin inhalasyonu, dogrudan lokal hava yolu ve pulmoner
alveollerin hasarina neden olmakla kalmaz, ayni zamanda inflamatuar mediatérlerin salinimiyla,
inflamatuar strecin baglamasina yol acar ve bu da hipoksiyle giden akut solunum yetmezligine
neden olur. Akciger hasari gelisiminde, yanik ve duman inhalasyonu birlikteligi, kendi baslarina
yol agtiklarindan daha siddetli bir tablo meydana getirir (2-4,21).

Duman inhalasyonundan suphelenilen hastalarda yiz ve orofarengeal hava yolunun
muayenesi erken dénemde dikkatlice yapilmalidir. Yiz yanigi, oral mukoza ve burun killarinin
yanmis olmasi, mukozal 6dem, kurumlu balgam, sekresyon artigi, ses kisikligl, hava aclig,
hiriltith solunum, stridor, ekspiratuar wheezing veya ronkis, ciddi hava yolu 6demi ve duman
zehirlenmesinin isaretleridir. Biling diizeyinde degisiklik ve spesifik norolojik bozukluklarin
varhiginda dzellikle CO zehirlenmesi yoninden testler yapilmalidir. Kanda tespit edilen yuksek

COHb seviyeleri duman zehirlenmesi ile iliskili bir kanit olarak kabul edilmelidir.



Inhalasyon yaralanmalari klinik olarak 3 farkli bolime ayrilir. Bunlarin semptom ve

tedavileri de farkhlik gosterir. Bunlar;

1) Karbon Monoksit Zehirlenmesi

Kapali ortam yanigl olan bir hastada biling bulanikliginin olmasi CO intoksikasyonunu
akla getirmeli ve aksi ispatlanana kadar duman inhalasyon hasarinin varhgi kabul edilmelidir
(2-5,22-25). Ev yangini nedeniyle 6lenlerin %60-70’inin karbon monoksit zehirlenmelerinden
etkilendigi bildirilmistir. Duman inhalasyon yaralanmalarinda erken o6lim en sik CO
intoksikasyonuna bagli olarak gelismekte ve yanginla ilgili 6lumlerin %50 sebebi olarak
gosterilmektedir (26).

Karbon monoksit; renksiz, kokusuz ve hemoglobine oksijenden 200 kat daha fazla
baglanma kapasitesi olan bir gazdir. Inhale ve absorbe edildiginde hemoglobine baglanarak
karboksi hemoglobin (COHb) haline gelir. COHb, oksijenin dokulara tasinmasini ve
kullanimini ¢esitli yollarla dnler. COHb oksijen-hemoglobin disosiasyon egrisini sola kaydirir
ve bu sekilde doku duizeyinde normal hemoglobinden oksijenin ayrilmasini azaltir. CO sitokrom
a3 kompleksini inhibe ederek intraselluler solunumun etkinligini azaltir. Ayrica CO kalp ve
iskelet kaslarina baglanarak direkt olarak toksisiteye neden olur, santral sinir sisteminde

demiyelinizasyona neden olarak norolojik hasar meydana getirir.

2) Termal Hava Yolu Yaralanmalari

Isinin yaptigl hasar, kuru havanin isiyr tasima kapasitesinin distik olmasi sebebi ile
genelde vokal kordlarin Uzerindeki alanlarda go6zlenir. Alt solunum yolu ve akciger
parankiminde gercek termal hasar kuru havaya oranla isiy1 tasima kapasitesi 4000 kat daha fazla
olan sicak buhar ya da uzun sireli ve akimin oldugu dumana maruziyet olmadikca oldukca
nadirdir (23,27). Bu durumda buhar suya donusir ve alt solunum yollari alveollerinde ciddi
yaralanmalar meydana getirebilir. Derin parankimal hasar 12-96 saat sonra belirginlesir. Bu
hastalarda alt solunum yollari ¢ok cabuk tikanir ve tedavi edilemeyen asfiksiden dolayi
genellikle 6limle sonuglanir (4,28).

Hava i1sisi yanan odada 540 C (1000 F) veya daha fazlasina ulasir. Fakat hava isiyi iyi
iletme kapasitesine sahip olmadigindan genelde vokal kordlarin Gzerinde kalarak biylk bir
kismi nazofarinks ve Ust solunum yolunda dagilir ve Ust solunum yollarinda énemli termal
yaralanmalara neden olabilir. Solunum yollarinin termal yaralanmalarinda genellikle mukozal
ve submukozal 6dem, eritem, hemoraji ve Ulserasyon olusur. Termal yaralanmalarda duman

icerigindeki 1sinin yaptigl hasar genellikle st solunum yolu ve trakea ile iki nedenle sinirhdir,



Nazofarinks ve orofarinks, relatif genis yuzey alani ve tlrbilansi oldugu kadar mukozal sivi
tabakasi nedeniyle bir 1s1 deposu gibi gorev yaparak cok etkili bir 1s1 degisimi mekanizmasi
saglar. Ayrica ani sicak hava vokal kordlarin refleks olarak kapanmasini tetikler ve boylece alt

solunum yollari yaralanmasi potansiyeli azaltiimis olur.

3) Toksik Duman Inhalasyonu

Inhale edilen havadaki karbonmonoksit (CO) ve O2 gibi gaz oranlarindaki degisiklikler
ani gelisen 6lum sebebleri arasinda 6nemli yer tutsa da akut solunum yetmezliginin gelisimine
katkida bulunan ve mortaliteyi arttiran asil neden duman igerisinde bulunan diger toksik
kimyasal ajanlar (Siyanit, asit ve aldehitleri vs.) dir. Dumana maruziyet sonrasi inhale edilen
CO, hidrojen siyanid, hidrojen klorid gibi toksik gazlar organizmada 6nemli dinamik
degisiklikler meydana getirir. Duman inhalasyonu orofarinksten alveole kadar tim solunum
yolu dizeyinde direkt epitelyal hasara neden olabilir. Duman inhalasyonu sonrasi solunum
sistemini etkileyen cok sayida toksik gazlarin etkisiyle bronsial epitelyal alanlarda ani kayip ve
alveoler strfaktanda azalmaya neden olarak 6zellikle kiclk hava yollarinda mukozal 6dem ve
mikroatelektaziler bazen de makroatelektaziler meydana gelebilir. Bu durum bdlgesel
hipoventilasyon, alveoler atelektazi, intrapulmoner sant ve sonrasinda persistan hipoksi ile
giden akut solunum yetmezligi ile sonuclanir. Solunum yolunun kimyasal gazlar ile irritasyonu
ust ve alt solunum yolunun akut inflamatuar cevabina da yol agmaktadir (4,25,29).

Duman inhalasyonu sonrasi olusan solunum sistemi hasari; partikil konsantrasyonu,
partikul byiklugi ve kimyasal komponentler ile iligkili olarak dumanin igerigine, inhale edilen
dumanin yogunluguna, duman icinde kalinan stireye ve akcigerin verdigi yanita bagli olarak
degismektedir. Dumanin igerigindeki partikil blyukligu yanan materyalin turiine gore 0,1-15
um arasinda degismekte olup ortalama 3-5 pm’dir. 5S5um’nin Gzerindeki partikiller
nazofarenksten temizlenirken daha kiguk partikiller alveollere kadar ulasmaktadir.

Yaralanmanin kimyasal mekanizmasi, farkl toksik Grtnlerde farkli olabilmektedir. Toksik
urtinlerin  dagihmi; yanan vyakitin cesitine, yuksek wveya dusik oksijenli ortamalarda
yanabilmesine ve gercek yanma isisina bagl olarak yanma veya piroliz siirecine baghdir. Odun
dumaninda 280 toksik trun belirlenmistir. Tamamlanmamis yanmanin 6nde gelen Urtinleri
stlfar, nitrojen ve aldehitlerin oksidasyonlaridir. Duman inhalasyonundan sonra yanma ve
pirolizle oldukga yiiksek ¢ozunirligi olan aldehitler olan formaldehit, asetaldehit ve akrolein
olusur. Bu aldehitler Ust ve alt solunum yolu mukozasi lzerindeki sivida ¢ok hizli bir sekilde
cozunur ve direkt epitel yaralanmasina neden olur. Bir aldehit olan akrolein 10 ppm gibi disuk

konsantrasyonlarda bile ciddi pulmoner 6deme neden olmaktadir. Ayrica amonyak oldukca



¢ozunebilirdir ve solunum yolu sivisi ile reaksiyona girerek ¢ok kuvvuetli bir alkali olan
amonyum hidroksiti olusturur. Inhale edilen silfir oksit, benzer sekilde hidrolize ve sonra
okside edilerek sulfur ve sulfirik asit haline gelir. Hidrojen klorlr de dahil olmak (izere bu
kostik asitler 6nemli mukozal koagiilasyon ve likefaksiyon nekrozuna yol acarlar (30). Ust
solunum yollarinda olusan epitel nekrozu, 6dem ve submukozal hemoraji olarak alt solunum
yollarini da etkiler. Hidrojen siyanid polyuretan yanmasinin yaygin bir rind olup CO’in
sellliler respirasyonundan daha etkin bir inhibitérdir. Bu toksik gaz doku dizeyinde normal
oksijen kullanimini bozar oksidatif fosforilasyonun son basamagi olan sitokrom a3 dizeyini
inhibe ederek aerobik metabolizmayi durdurur ve laktik asidoza neden olur. Siyanidin etkisi
Ozellikle santral sinir sistemi gibi sinirli anaerobik rezervli yaralanmis dokularda olur. Siyanid
ve CO etkilerinin kombine olarak etkisi doku oksijen dagiliminda sinerjik azalma 6limle
sonuglanir. Tedavide antidotu olarak sodyum tiosulfat veya hidroksikobalamin kullanthr
(25,30).

11.2. INHALASYON HASARININ FiZYOPATOLOJISI

Duman inhalasyonu sonrasi gelisen akciger hasari sirkulatuar ve mikrosirkulatuar
disfonksiyonun kompleks bir strecidir. Duman icerisindeki aldehit, nitrojen dioksit, stlftr
dioksit, hidrojen klorit gibi toksik kimyasal ajanlara bagli olarak direkt alveoler epitel ve
mikrovaskdiler endotel hasari, silier aktivite kaybi, bronsial édeme bagl obstriksiyon ve
sirfaktan salgilayan PII hasari ile alveoler atelektaziler meydana gelir.

Zehirli kimyasallarin ve gazlarin inhalasyonu, dogrudan lokal hava yolu ve pulmoner
alveollerin hasarinin yani sira, ayni zamanda sistemik inflamatuar mediatorlerin salinimiyla,
inflamatuar stirecin baslamasina neden olarak akut akciger hasarinin gelisimine neden

olmaktadir.

Direkt Endotel ve Epitelyal Hasar

Alveolo-kapiller bariyeri olusturan yapi; Tip | ve 1l pnémositlerden olusan alveol epiteli
ile pulmoner kapiller endoteldir (31). Alveol yizey alaninin normalde %90’ in1 olusturan diz,
tip I hiicreler kolaylikla hasara ugrayabilirken, geri kalan %210’luk alani kaplayan kuiboidal, PII
hlcreler ise hasara karsi daha dayanikhdir ve siirfaktan yapimi, iyon tasinmasi, hasar sonrasi
cogalma ve tip | hcrelere diferansiyasyon gibi gorevleri vardir. PII hiicrelerinde hasar

surfaktan Uretimi azaltarak karakteristik siirfaktan eksikligi anormalliklerine neden olur.



Alveol epitelinin hasarlanma derecesi, sonucun 6nemli bir belirleyicisidir (25,32,33).
Baslangicta alveoler-kapiller membranda permeabilite artisi ne kadar siddetli ise prognoz o
kadar kottdur. Duman inhalasyonu sonrasi birkag saat iginde trakeobronsial ve alveoler epitel
zarar gormeye baslar. Duman inhalasyonunun akut fazinda, toksik kimyasal ajanlarin alveolo-
kapiller bariyerin butunligini bozmasina bagl olarak proteinden zengin sivinin alveoler
boslugu doldurmasi ile pulmoner interstisyel 6dem olusur (33-35). Alveolo-kapiller bariyerin
batlnluginu bozmasi bakteriyel pnémonisi olan hastalarda septik soka sebep olabilir. Eger
epitelyal hasar ciddiyse, diizensiz veya yetersiz epitel onarimi fibrozise yol agabilir (25,31,33).

Duman zehirlenmesinin erken donemlerinde pulmoner fonksiyonlar degiskendir.
Pulmoner fonksiyonlarin kétiilesmesinin major nedeni havayolu obstriksiyonudur. Birkac saat
icinde trakeal ve bronsial epitel zarar gérmeye baslar ve hemorajik trakeobronsit, kiicliik hava
yollarindaki mukozal 6dem nedeniyle mikro ve makroatelektaziler meydana gelebilir. kiiglk
hava yolu tikanikliklarina siirfaktan kaybina bagl alveoler kollapin eglik etmesiyle yaygin
alveoler atelektaziler olusur. Buna alveoler-endotelyal epitel batunliginin bozulmasi sonucu
yaygin intersitisyel ddemin de eslik etmesiyle klinik tablo agirlasir. Obstriktif dokinti
materyalleri havayolu limenini tikarlar, bu da ventilasyonun fokal kaybi veya hipoventilasyonla
sonuclanir. Bolgesel hipoventilasyon, alveoler atelektazi, intrapulmoner sant ve sonrasinda
gelisen hipoksi ile sonuglanir (25,36,37). Ventilasyon sahasindaki vazokonstriksiyon ile
perfuzyon yetersiz kalir, bu da ventilasyon-perfiizyon oraninda uygunsuzluga neden olur.
Ventile alandan ventile olmayan alana kan transferi arteryel kanda oksijenizasyon yetersizligi
ile dolayisiyla organlarda hipoksemik degisiklikliklerle sonuglanir. Tikanmayan kisimda
hiperventilasyon olusur. Boylece volum kontrollii mekanik ventilasyon yapildiginda havayolu
basinci artar. Tipik olarak azalmis fonksiyonel rezldiel kapasite, azalmis vital kapasite,

obstruktif hastaligin kaniti olan akim hizlarinda azalma ve 6lu boslukta artma meydana gelir.

inflamasyon

Zehirli kimyasallarin ve gazlarin inhalasyonu, dogrudan havayolu ve pulmoner alveollerin
hasarina neden olmakla kalmaz, solunum yollarinda akut inflamatuar cevabin baslamasina da
yol agar (21,29). Duman inhalasyonuna bagh gelisen akciger hasarinin fizyopatolojisinin
anlastimasi ve hasarin 6nlenmesine yonelik yapilan ¢alismalarda, duman inhalasyonuna Kkarsi
gelisen inflamatuar cevabin etkili oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Duman hasarina cevap olarak
cesitli lokal ve sistemik inflamatuar mediatdrler salinir. Bu inflamatuar mediattrlerden bazilart;
TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IL-8 gibi sitokinler, PAF, PG, TxA2, LTBa4 gibi arasidonik asit

metabolitleri, endotelyal-l6kosit adezyon molekiilleri ve endotelyal kaynakli NO gibi vazoaktif



ajanlar ve serbest O2 radikalleri olup bunlar dolasimdaki l6kositleri aktive ederek akut akciger
hasarinin gelismesine neden olmaktadirlar.

Duman inhalasyonu sonrasi, inhale edilen duman partikulleri alveolar makrofajlar
tarafindan fagosite edilir. Bu fagositoz esnasinda alveoler makrofajlardan guclu kemotaktik
ajanlar oldugu bilinen TNF-a ve IL-1p gibi proinflamatuar sitokinler salinir TNF-a alveoler ve
endotelyal hiicresi nekrozuna neden olarak doku hasarini arttirir. Yapilan calismalarda TNF-a
ve IL-1p’nin sistemik dolasimdaki seviyeleri ile akciger hasarlanma derecesinin siddetinin
birbiri ile korele oldugu bildirilmistir (38). Bu proinflamatuar sitokinler daha sonra akciger
hasarinin olusmasinda major rolleri oldugu bildirilen 1L-6 ve IL-8 gibi diger sitokinlerin
salinimini indtiklemektedirler (33,38,39).

Duman icerigindeki toksinler ve serbest oksijen radikalleri, akciger mikrovaskiler damar
endotelini ve alveoler epiteli aktive eder. Duman inhalasyonu sonrasi erken fazda olmak Uzere
ilk birka¢ saatte proteolitik sistem aktivasyonu sonucu serin proteaz kallikrein tarafindan
kininojen degradasyonu ile olusan kininlerden &zellikle histaminin dokulardan, mast
hicrelerinden ve trombositlerden bulyiik miktarlarda salinimi gerceklesir ve bu kapiller
vazodilatasyon ve vaskiler permeabiliteyi arttirir, bronkokonstriksiyon ve trombosit
agregasyonunu stimule eder ve pulmoner vaskiiler rezistansta artisa neden olur. Aktive olan
endotel hicrelerinden ayrica, PAF, LTB,4, TxA2 gibi glcli kemotaktik ajanlar oldugu bilinen
arasidonik asit metabolitleri salinir (33,35).

Duman inhalasyonu sonrasi olusan histamin ve diger inflamatuar mediatorler solunum
sisteminde ilk 12-96 saat igerisinde vaskuler permeabilite artisina neden olmaktadir (22,25,40).
Akcigerlerde anormal onkotik basing gradyenti olusturan yanmis ve yanmamis dokulardaki
permeabilite artisi ile damarlardan plazma proteinlerinin kaybi, plazma onkotik basincini
disdrdr. Tam bunlar pulmoner hipertansiyon ile birlesince yaygin intersitisyel 6dem gelisir. Bu
da akcigerlerde ventilasyon- perfiizyon dengesizligine neden olarak oksijenizasyon yetersizligi
ile giden akut akciger hasari ile sonuclanir (25,33,41).

Duman inhalasyonuna bagh gelisen akciger hasarinin fizyopatolojisinin anlagiimasi ve
hasarin dnlenmesine yonelik yapilan calismalarda, duman inhalasyonuna karsi gelisen akciger
parankim hasarinin ortaya ¢ikmasina neden olan inflamatuar cevap olusumunda, dolasimda
bulunan uyariimis I6kositlerin ve 6zellikle nétrofiller tarafindan salgilanan proteazlar ve toksik
oksijen metabolitlerinin 6nemli rolt oldugu bildirilmektedir (22,33,42-46).

Duman hasarinin eslik etmedigi yanik olgularinda ve iskemi-reperfiizyon modelinde yapilan
cok sayida deneysel calismada lokal doku hasari sonucu aktive olan nétrofillerin en fazla



akcigerlere go¢ ederek uzak organ hasari olusturduklari bildirilmektedir. Aktive olan
notrofillerin akcigerleri daha ¢ok tercih etmesinin bir cok nedeni vardir;

1- Pulmoner vaskdler yatak oldukga genistir.

2- Pulmoner kapillerler sistemik kapillerden daha dardir.

3- Pulmoner kapiller basing sistemik basingtan daha dustktir.

4- Alveoler makrofajlar nedeniyle akcigerde daha fazla sitokin tretilir.

5- Notrofiller aktive olduklarinda sekil degistirebilmeleri guic olup kapillere takilirlar.

Duman inhalasyonu sonucu toksik ajanlarin alveoler ve endotelyal dokularda yapmis
oldugu direkt hasar, yukardaki sebeblerle aktive notrofillerin akcigerlerde yogun olarak
birikmesi ile daha da artar. Ayrica duman inhalasyonu sonrasi vaskiler permeabilite artisl
nedeniyle protein igeriginden zengin pulmoner lenf akim hizi yaklasik 10 kat artar. Alveollerin
asirt gerilmesi notrofiller icin major kemotaktik olarak bilinen IL-8 basta olmak Uzere diger
sitokinlerin sentezini de indliklemektedir (33,36), (Sekil 1).

Kemotaksi ile uyarilan dolagimdaki I6kositler, aktive olarak rolling, adezyon ve migrasyon
basamaklarindan gegerek damar disindan yaralanan akciger dokusuna gecer Lokositler, dnce
gecici daha sonra da sikica endotele yapisir. Lokosit adezyonu bir anahtar-kilit gibi birbirini
tamamlayan l6kosit ve endotel yiizeylerinde yer alan adezyon molekdllerinin baglantisi ile
gerceklesir. Endotele yapisan lokositler damar ceperinden interstisyel dokuya goc ederler. Bu
I6kosit-endotel adezyonu daha sonraki lokositlere bagli olaylar icin bir baslangigtir.

Aktive lokositlerden salinan serbest oksijen radikalleri ve doku proteazlarinin etkisiyle
vaskdler permeabilite artisi devam eder ve akciger parankim hasari ortaya cikar (28,45,47). Bu
olaylar zinciri birbirleri ile iliskili olup, akut solunum yetmezligine giden tabloyu hazirlar (48),
(Sekil 2). Pulmoner alveoler makrofajlarin kemotaksisindeki yetersizlik yanikh hastalarda gec
donem pnémonilerinin yiksek siklikla gorilmelerine neden olur (49).

Lokositlerin parcalanmasiyla agiga cikan lizozomal enzimler ve endotoksinin etkisiyle
kapiller endotel zedelenir. Endotel hiicre hasari sonucu endotel hicreleri tarafindan salgilanan
doku tromboplastini koagllasyon mekanizmasi da aktive olur. Damar duvarindaki
gecirgenligin artmasi ile proteinden zengin sivi damar disi dokuya gecer. Kiguk damarlarda
kanin hucresel elemanlarinin  konsantrasyonunu ve kanin viskozitesi artar. Kan akimi
yavasladikca, notrofiller, eritrositler ve trombositler, vaskiler endotel boyunca perifere dogru
yonlenir. Pulmoner kapillerlerde trombosit agregasyonu ve fibrin birikimi ile hyalen
mikrotrombiisler olusur. Inhalasyon hasarinin ilerleyen dénemlerinde jeneralize trombosis
bulgularinin saptanmasi klinik tabloyu agirlastiririr. Alveoler ekstida ise mikroorganizmalar icin

zengin bir kaltdr vasati oldugundan sekonder infeksiyonlar siktir. Hasta akut fazi atlatirsa,



diffiz interstisyel fibrozis gelisir ve respiratuar fonksiyonlar giderek bozulur. Sonucta,
pulmoner 6dem, hemoraji, atelektazi, hyalen membran olusumu ve kapiller trombislerle
karakterize ARDS tablosu ortaya ¢ikar.

ARDS; oksijenizasyonun ileri derecede bozuldugu fizyolojik anormalliklerle iliskili, sol
atrial veya pulmoner kapiller hipertansiyon ile agiklanamayan fakat beraber olabilen ve
radyolojik olarak bilateral diffiz pulmoner infiltrasyon gorinimdi ile seyreden, pulmoner
vaskuler gecirgenlik artisinin eslik ettigi akut baslangicli ve persistan akciger inflamasyonu ile
giden bir Kklinik sendromdur (50,51). ARDS’de prognoz iyi degildir ve son yillarda
patofizyolojisi daha iyi anlasilmasina ragmen tadavisinde 6nemli bir gelisme olmamistir.
Hipoksemiyi tedavi etmek icin verilen yiiksek konsantrasyondaki oksijen tedavisinde Oz2’den
kaynaklanan serbest radikaller hastaligin progresini hizlandirir. Hasta 6zelliklerine bagli olarak
rapor edilmis ARDS mortalite oranlari %31-70 arasinda degismektedir (52). Hastalarin yaklagik
%50’si akut fazda Olur.
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Sekil 1. Duman inhalasyonu sonrasi akcigerlerdeki fonksiyonel degisiklikler
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DUMAN iNHALASYONU

— T,

Toksik kimyasallar: Artmig CO ve Azalmis oksijen
Aldehit, NO,, SO, Hidrojen siyanit icerigi
HCL, vb. |
v v \
Tip Il pnomosit Alveolar epitel CO ve siyanit
hasarl — ve mikrovaskuler intoksikasyonu *hipoksi

endotel hasari

t» Surfaktan l\‘
deaktivasyonu

Inflamatuar mediator Akcigerlerde
Salinimi: C3a, TXA,, PMNL ve Trombosit <]
HA, Lizozomal enzimler tutulmasi
Serbest O, radikalleri vb.

v

Trakeabronsial
mukoza hasari

v v v

Bronsial Yuksek Mikrovaskdler Pulmoner

konstriksiyon alveoler permeabilite artis mikrovaskuler

ylizey tansiyonu ve epiteliyal hasar basing artis!

|
Hava yolu Atelektazi Pulmoner 6dem
Ventilasyon Ventilasyon Diffuzyon
yetersizligi perflizyon orani hasarl

bozulmasi

» AKUT SOLUNUM YETMEZLIiGi

Sekil 2. Duman inhalasyonuna bagli gelisen akut solunum yetmezliginin fizyopatolojisi.
NOy; nitrojen dioksit, SO,; silfar dioksit, HCL; hidrojen klorit,
HA; histamin, TXA,; tromboksan A2, C3a; aktif kompleman 3,

PMNL; polimorfonukleer nétrofil 16kosit.
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11.3. INHALASYON HASARINDA ROL ALAN MEDIATORLER

11.3.1. ARASIDONIK ASIT METABOLITLERI

Arasidonik asit metabolitleri travma sonrasi hasarlanan dokuda olusan inflamatuar yanitin
major komponentleridir. Fosfolipidlerden arasidonik asit sentezi icin fosfolipaz A2’nin
enzimatik aktivasyonu gereklidir. Arasidonik asitin okside oldugu iki major yol, siklooksijenaz
ve lipooksijenaz doénguleridir. Prostaglandinler ve tromboksanlar siklooksijenaz déngustnde
olusurlar. PGI2 olusumu icin prostasiklin sentetaz, TxA2 olusumu ic¢in tromboksan sentetaz
enzimlerinin aktivitelerine gereksinim vardir. Lipooksijenaz dongisuinde ise lokotrienler ve
HETE meydana gelir (237), (Sekil 3).

Duman inhalasyonu sonrasi siklooksijenaz ve lipooksijenaz Urtinleri basta alveoler epitel
ve kapiller endotel olmak Uzere alveoler makrofajlar gibi inflamatuar hicreler tarafindan

fagositoz sirasinda da salgilanabilirler.

PROSTASIKLIN (PGl2)

Vaskiler stres ve hipoksiye yanit olarak arasidonik asitten ilk olarak salindigi bildirilen
vazoaktif ajanlardir. PGI2 Gretimi, arasidonik asit salan membran fosfolipidlerinin fosfolipaz
aktivitesiyle baslatilir. Arasidonik asit siklooksijenaz ile prostaglandin endoperoksitlerine
(PGH2), o da sirasiyla prostasiklin sentetaz ile prostasikline dénustirilir. Prostasiklin, basta
endotel hucreleri olmak Uzere I0kositler gibi diger inflamatuar htcreler tarafindan da
sentezlenir. Prostaglandin sentezinin hiz kisitlayici basamagi, sitokinler ve gesitli inflamatuar
mediatorler tarafindan stimdile edilen bir enzim olan fosfolipaz A2 tarafindan saglanir. PGl
sentezini, steroidler fosfolipaz Az2’yi inhibe ederek, aspirin benzeri ilaglar da siklooksijenaz
enzimini inhibe ederek azaltirlar. PGl2 Uretimi, yas, sigara icimi, diyabet, ateroskleroz gibi
durumlarda azalir. AT-111 endotel huicrelerinden PGI2 serbestlesmesini arttirmaktadir.

Endotel kaynakl gucli bir vazodilatator olup endotelyal nitrik oksite benzer fonksiyonlari
vardir. Ayrica ¢ GMP’yi arttirarak trombosit deaktivasyonu vaskiiler endotelyuma adezyonunu
ve agregasyonunun 6nlenmesine neden olur. Sadece trombus formasyonunu 6nlemekle kalmaz,
ayni zamanda var olan agregatlari da ortadan kaldirir. inflamatuar reaksiyonlar sirasinda l6kosit
ve monositlerin aktivasyonunu ve lizozomal enzim salinimini inhibe edebilir.Ozellikle septik
sok ve hipoksi sirasinda dolasimda endojen PGl2 saliniminin arttigi bildirilmekte ve bunu da

sitokinin aracilik ettigi siklooksijenaz izoenzim-2’nin induksiyonu ile oldugu bildirilmektedir.
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TROMBOSIT AKTIVE EDICI FAKTOR (PAF)

PAF, fosfolipaz A2 etkisiyle bir membran fosfolipidinden olusur ve endotelyal hiicre
tarafindan Uretilirler. PAF sekresyonu yapan diger hilcreler PMNL’ler, mast hucreleri ve
eozinofiller olup salinimi TNF-a, IL-1 ve diger inflamatuar mediatorler tarafindan
indUklenmektedir. Bu glcli inflamatuar mediattrler siklooksijenaz dongisini stimile ederek
TxA2 yapimini arttirir ve trombosit aktivasyonuna ve agregasyonuna yol acarlar. PAF endotel
hicrelerini kontrakte ederek seklini degistirir ve bu yolla vaskuler permeabilitenin artmasina
neden olur. Duman inhalasyonu sonrasi lokosit aktivasyonu, adheransi, diyapedezine neden
olmaktadir. Yapilan calismalarda PAF’In mikrovaskiler endotelyuma lokosit adheransini
kolaylastirdigi gosterilmistir. PAF 6zellikle 16kosit ve diger hicreler tarafindan prostaglandinler

ve LTB4gibi diger kemotaktik mediyatorlerin sentezini de uyarmaktadir.

TROMBOKSAN A2 (TxA2)

Arasidonik asit metaboliti olup siklooksijenaz yolu ile Uretilirler. TxA2’ nin etkileri;
vazokonstriksiyon, artmis kapiller permeabilite, trombosit agregasyon ve adezyonu, membran
destabilizasyonu, miyosit ve endotelyal hiicrelerin sitolizini icermektedir. TxA2 ayni zamanda
endotele notrofil adezyonunu indiikleyen giiclii bir kemoatraktandir. PMN aktivasyonu sonucu
marjinasyon Yyoluyla genel bir l6kositopeni gelisimini de indukler. Ayrica  pulmoner
hipertansiyon ve bronkokonstriksiyon yapici etkileri de bildirilmektedir. Mikrodolasim ve
trombositler Uzerindeki net etki dominant olarak TxA2 ve PGI2 dlzeylerine baghdir. Fizyolojik
kosullarda trombosit agregasyonu ve vazokonstriksiyonun derecesi TxA2 ve PGl2 tarafindan
dengede tutulmaktadir.

TxA:2 sentezini, steroidler fosfolipaz A2’yi inhibe ederek, NSAID ilaglar ise siklooksijenaz
enzimini inhibe ederek azaltmaktadirlar. TxA, reseptor blokaji veya sentez inhibisyonu ile
pulmoner hasarin azaltilabilecegi bildirilmektedir. Bir NSAID olan ketorolak siklooksijenaz
enzim inhibisyonu yaparak PG ve TxA2 sentezini engelledigi bunu da NO dretimini inhibe
ederek yaptigi bildirilmistir (18). Yapilan bir diger calismada ise selektif TxA, sentetaz
inhibitori OKY-046 ile pulmoner disfonksiyonun duzeltilebilecegi ileri strtilmektedir (53).

LOKOTRIEN B4 (LTBa)
LTBs4, inhalasyon hasarinda endotelyal disfonksiyonda 6nemli rol oynayan arasidonik sit
metabolitleri olup lipooksijenaz yolu ile Gretilir. Endotel gegirgenliginin ve notrofillerin doku

gocundndn arttirlimasindan  sorumludurlar. LTB4, nétrofil yizeyindeki 0zel reseptorlere
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baglanir ve adezyon molekdillerinin (CD18) aktivasyonu ile l6kositlerin endotele yapismasini
arttirir. Bdylece endotele yapisan lokositlerde serbest O2 radikalleri ve proteazlarin olusumuna
neden olarak hticre hasarini arttirir. Stiperoksit radikali, notrofil kemotaktiksisi i¢in gerekmekte
olup LTB4 salinimi igin de olasi bir uyaridir (6). Serbest Oz radikallerinin inhibisyonu,
arasidonik asit metabolitlerinin salinimini 6nlemektedir. LTB4’Un ayni zamanda TNF-a ve IL-1
gibi sitokinlerin sentezine de aracilik ettigi bildirilmektedir.

LTBa4 sentezinin inhibisyonu, inhalasyon hasarina neden olan nétrofil infiltrasyonunu
azaltmaktadir (6,7,54). Yapilan bir calismada; LTBa inhibitort olan montelukast’in deri ve uzak
organlarda yaniga bagli oksidatif hasari azaltici etkisi oldugu belirtilmektedir (55). Artan
LT’lerin ARDS ve COYS’da rol oynadigi ve yogun bakimda kalis suresini arttirdiklari
gosterilmistir (56).
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Sekil 3. Arasidonik asid kaskadi (TXA,; tromboksanlar, LT; Lokotrienler, PGI2; Prostasiklin, PG;
Prostaglandinler, HPETE; Hidroperoksieikozatetraenoik asit)
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11.3.2. ENDOTELIYAL HUCRE MEDIATORLERI

Vaskiler endotelyal tabaka, koagulasyon ve vazomotor aktivitelerin diizenlenmesine ek
olarak, travma sonrasinda vaskdler endotelden salinan gesitli lokal hormonlar ve mediatorlerin
salinimiyla iflamatuar surece katilirlar. inflamatuar siirece katilan endotelyal kaynakli bu
mediatorler; prostasiklin (PGl2), tromboksan A2 (TxA2) ve Iokotrien B4 (LTBa4) gibi arasidonik
asit metabolitleri, endotelden kaynaklanan relakse edici faktor (EDRF)histamin ve cesitli
sitokinlerdir (236) (Sekil 4). Endotel ayni zamanda lipid transportunda ve immdinolojik cevapta
belirgin bir role sahiptir.

Endotelyal hucreler ayni zamanda nétrofil integrinlerine (CD11/CD18) baglanan adezyon
molekdllerinin (ICAM-1, ICAM-2, ELAM) ekspresyonunu dtzenleyerek inflamatuar yaniti
modifiye etmekte ve notrofil infiltrasyonuna aracilik etmektedirler. Vaskuler permeabilite
artisina ve lokositlerin hasarli akciger dokusuna gdcune neden oldugundan endotele olan
notrofil adezyonunun klinik 6nemi biydktir. Bunlar duman inhalasyonu sonrasi akut akciger
hasarinin gelisiminde énemlidir. Aktive endotel hicrelerinde E-selektin (endotelyal l6kosit
adezyon molekili-1 ‘ELAM-17), P-selektin ve intraselliler adezyon molekilleri (ICAM-1 ve
ICAM-2) gibi I6kosit adezyon reseptorii ekspresyonunda artis olur. Inflamatuar siirecin erken
evrelerinde endotel yiizeyine l6kosit ve trombosit adezyonunda rol alan adezyon molekillerinin
aktif hale gecebilmesi icin TNF-o ve IL-1 gibi sitokinler ve diger inflamatuar mediatorlerin

stimilasyonuna gerek vardir.

ENDOTEL KAYNAKLI NITRIK OKSIT

1980°de Furchgott ve Zawadzki tarafindan endotel kaynakli relakse edici faktor olarak
(EDRF) adlandirilan, lokal olarak etki gosterdigi saptanan endotel kaynakli prostaglandin
olmayan bir vazodilatatorin varhigr gosterilmis ve bu faktor daha sonra nitrik oksit (NO) olarak
tanimlanmistir. Endotel kaynakh nitrik oksit, bazal kosullar disinda travma sonrasi gelisen
hipoksi ve hiicresel yaralanmaya yanit olarak da salinmaktadir.

NO, nikotinamid adenin dinlkleotid fosfat (NADP)’a ihtiyac duyan kalsiyum ve
kalmoduline bagimh ya da bunlardan bagimsiz olarak ¢alisan spesifik sitozolik bir enzim olan
nitrik oksit sentaz (NOS) yoluyla, aminoasit L-arjinin’den serbestlesen bir radikaldir. NOS
spesifik sitozolik bir enzim olup endotel hicreleri basta olmak tizere PMN ve makrofajlar gibi
diger inflamatuar hiicre elemanlarinda da bulunmaktadir (57). NOS’un molekil agirliklar 125-

160 kDa arasinda degisen (¢ izoformu vardir,;
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1- Konstitisyonel NOS (cNOS): Az miktarda endotel ve ndéronal nitrik oksit
yapimindan sorumludur. Ca™ ve kalmodulin bagimhdir. Uyarilma sonucu saniyeler veya
dakikalar icinde duslik veya orta derecede yapilan NO, daha ¢ok fizyolojik amacli olaylarda
etkilidir.

2- Indiiklenebilir NOS (iNOS): Sitokinler ve enzimlere maruz kaldiktan sonra,
ozellikle makrofajlarda NO yapimindan sorumludur. Ca™ wve kalmoduline gereksinim
gostermez. Bu enzim daha cok sitotoksik ve immiinomodulator etkilerden sorumlu, uzun strede
fazla miktarda NO vyapimi ile iligkilidir. iINOS aktivasyonu gen transkripsiyonu
gerektirdiginden, NO yapimi birkag saat sonra gorulir ancak birka¢ giin devam edebilir.

3- Ugtincii tip NOS: Nétrofillerde bulunur, kalsiyuma bagimlidir ancak kalmoduline
gereksinim gostermez (58).

NO, yapisal NOS (eNOS) enzimi ile olusursa organizmada olumlu etkiler yapar.
Endotelyal NO’in diisuk diizeyleri organizmada; noro-iletiminde, kan basinci regiilasyonunda
ve periferik dolasimda vazodilatasyonda fizyolojik dizenleyici olarak gorev yapmaktadir.
Endotelyal NO, nétrofil adezyonu ve agregasyonunu inhibe ederek bu hiicrelerden lizozomal
enzimlerin salinimini engeller (59-62). Ayrica distk seviyelerde mikrosirkilasyonda onemli
etkileri bulunmaktadir. EDNO’in damar duz kasini gevsetebilmesi icin solubl guanilat siklazin
aktive olmasi ve myositler icindeki sitozolik siklik guanozin monofosfat’in  (cGMP) artmasi
gereklidir. Trombositlerde de cGMP vardir ve EDNO tarafindan aktive edilirler. Trombositlerde
cGMP arttiginda adezyon ve agregasyon azalir. Yapilan calismalarda endotelyal NO’in diiz
kaslar tzerine antiproliferatif etkisi oldugu gosterilmis ve bunu cGMP’yi arttirarak sagladigi
bildirilmistir.

Yanik travmasi, uyarilabilen nitrik oksit sentetaz (INOS) artisina neden olan inflamatuar
yanita neden olur. Artmis iINOS aktivitesinin yanik sonrasi gelisen hicresel hasara katkisi
oldugu gosterilmistir. Yanik travmasi sonrasi ilk birka¢ saat iginde iNOS aracili NO uretimi
artar. NO’in bu asin Gretimi, birka¢c mekanizma ile hiicre hasarina neden olur. Birincisi asiri
periferik vazodilatasyona neden olarak vaskiler dekompansasyon yaratirken, ikinci olarak da
transkripsiyon faktor Nukleer Faktor kappa B (NF-xB)’yi arttirarak inflamatuar sinyal
yolaklarini uyarabilir ve inflamatuar sitokinlerin salinimini tetikler (36,63-65) (Sekil 5).

NO’nun mikrovaskler sistem (zerinde vyararli vazodilatator etkileri varmis gibi
gorinmesine karsin paradoksik olarak sitotoksik radikallerin dretimine katkida bulunarak doku
hasarinin artmasina neden olur. Son derece reaktif bir serbest radikal gaz olan NO, hizh
difuizyona ugrayan ve yart émrii ¢cok kisa olan bir maddedir. Son zamanlarda, NO’in pek ¢ok

patolojik durumda peroksinitrit anyonu (ONOO-) vasitasiyla sekonder sitotoksik Grtnler
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vermek Uzere superoksitle reaksiyona girerek peroksinitrit olusumuna neden olduklari ileri
strilmektedir (65). Slperoksit ve NO dretim hizindaki kigcik artiglar, peroksinitrit olusum
hizini sitotoksik diizeylere gelecek kadar arttirabilir. Nitrik oksit (NO) ve peroksinitritler gibi
aktif radikaller ve akciger notrofil infiltrasyonunda belirgin artis saglarlar (66). Lokosit kaynakli
NO pulmoner ve bronsiyal mikrovaskiler gecirgenlikte artisa sebep olarak patolojik
vazodilatasyon, vazomotor kontroliin kaybi ve parankimal édeme neden olarak iskemik siirecin
ilerlemesine yol acar (54,65,67,68). Son derece toksik ve reaktif bir radikal olan
peroksinitritlerin dolasimdaki nétrofiller igin gucli bir kemotaktik ajanlar olmasinin yani sira,
bunlar mitokondriyal enzimleri etkileyerek hiicrenin enerji kaynaklari ile baglantisini keserek
hicresel hasari arttirir. Yapilan ¢alismalarda NO’in, nikleik asitlerde yapisal bozulmaya neden
olarak apoptotik hicre olimani tetiklerdigi bildirilmistir (69-72). Ayrica NO, supresor T
hicrelerini inhibe ederek lenfositlerde DNA sentezini artirir ve blastojenik ¢ogalmayi saglar
(73).

Inhalasyon hasarinin eslik ettigi yanik modelinde sepsis ve ARDS ile komplike hale gelen
olgularda NO’in up-regulasyonu gosterdigi ve bunun da vaskiler rezistansta disme ve
endotoksin dlzeyinde artis ile iligkili oldugu bildirilmistir (31).

Inhalasyon hasarinin eslik ettigi yanik modelinde bir baska calismada; NO derivesi olan
INOS'un, denovo sentezini selektif olarak inhibe eden BBS-2 ile pulmoner fonksiyonlarin,
vaskuler permeabilitenin ve histolojik hasarlanma derecesinin 6nemli oranda duzeltildigi
billdirilmistir  (74,75). Yapilan bir diger calismada ise nNOS’un 7-nitroindazol ile
inhibisyonunun akut akciger hasarini azaltabilecegi ileri sirtlmastir (76).
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Sekil 4. Doku hasarinda endoteliyal hiicrelerin rolu

(C; Kompleman, ELAM; Endoteliyal l6kosit adezyon molekilii, ICAM; Interselliiler adezyon molekiili, IL;
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Sekil 5. Duman inhalasyon hasarinda iNOS’un etkileri (IL; Interlokin
iNOS; Uyarilabilen Nitrik Oksit Sentetaz, NO; Nitrik Oksit)
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11.3.3. LOKOSITLERE BAGLI DOKU HASARI

Dolagimdaki nétrofillerin akcigerlerde olusan hasardan sorumlu oldugu konusunda ¢ok
sayida calisma mevcut olup notrofil-endotelyal hicre etkilesiminin  hasari  baglattig
bildirilmektedir (7-9,66,77,78). Lokal organ hasarinda aktive olan notrofillerin sistemik
dolasima gecmesi akciger ve diger organlarda multisistem organ yetmezligi ile
sonuglanabilmektedir (10). Travma sonrasinda aktive olan notrofiller serbest radikallerin,
peroksidazlarin ve proteolitik enzimlerin salimina neden olarak organ hasarini arttirmaktadirlar
(7,8). Dolasimdaki nétrofillerin sistemik dolagimdan uzaklastiriimasi ile akcigerlerdeki
permeabilite artisi ve 6demin geriledigi gosterilmistir (79).

Normal sartlarda, endotelin dolasindaki l6kositleri tanima ve baglama kapasitesi disuktr.
Duman inhalasyonu sonrasi toksik gaz ve hasarlanan alveoler ve endotelden ¢esitli inflamatuar
mediatorlerin  salinimi ile uyarilan lokositler, dokuda bdlgesel l6kosit infiltrasyonu ve
I0kositlere bagli erken doku hasarina yol agarlar. TNF, IL-1p, IL-8 gibi sitokinler, endotel
kaynakli faktorler, arasidonik asit metabolitleri olan PAF, lokotrienler, prostaglandinler ve
TxA2, histamin, SOR ve komleman komponnentleri PNL’lerin uyarilmasinda rol oynayan
O6nemli mediyatorlerdir. Ayrica IL-6’nin da notrofil tarafindan stiperoksit yapimi igin gugcla bir
indUkleyici oldugu bidirilmektedir. Kompleks bir yapi olan bu olayin diizenlenmesi, yiizey
adezyon molekulleri tarafindan saglanir. Dolasimdaki lokositlerin aktive olarak postkapiller
venillerden hasarlanan akciger dokusuna gecisi birbirini izleyen ¢ asamada gerceklesir. Bu
mekanizma lokal doku inflamasyonu ve mikroorganizmalarin eradikasyonu icin yararli
olmalarina karsin, sistemik dolasima gecerek, reaktif oksijen metabolitleri, proteazlar ve cesitli
inflamatuar mediatorlerin salinimina yol agarak akut akciger hasarinin gelisiminden sorumlu

tutulmaktadir.
LOKOSITLERIN DOKUYA GECISININ BASAMAKLARI

Rolling

Dolagimdaki l6kositler damar endoteli ile nadiren temasta bulunurlar. Dolasimdaki
I6kositlerin hasarlanan dokuya goctinde ilk basamak olan bu asamada; I6kositlerin ve damar
endotelinin inflamatuar mediatorlerle uyariimasi, l6kositlerin 6zellikle de nétrofillerin aksial
akimlarini kaybetmesine ve kendi etraflarinda yuvarlanmalarina neden olur. Sonugta normal
kosullarda post kapiller ventlde 300 um/saniye hizla hareket eden I6kositlerin hizi, rolling olay!

ile 50 um/saniye hiza iner. Bu olaya ‘rolling” adi verilir. Rolling olay1 ile hizlari disen I6kositler
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birbirleri ile ve endotel hicreleri ile temasa gecer ve gecici yapismalara bagh yumusak
adezyonlar ve serbestlesmeler olur (80,81).

Bu rolling olayi ayni gruptan olan L, P ve E- selektinler olarak bilinen adezyon molekdlleri
tarafindan yonlendirilir. L-selektin, lokositlerde 6zellikle de nétrofillerde daha yogun olarak
bulunur. E-selektin endotel hicrelerinde bulunur. P-selektin ise, endotel hiicrelerinin Weibel-
Palade organellerinde ve trombositlerin o granillerinde bulunur. Inflamatuar mediatérlerin
uyarisi; L ve E-selektin sekresyonunda artisa, P-selektinlerinde hiicre yiizeyine ¢ikmasina neden
olur.

PMNL ve endotel hiicre aktivasyonu sirasinda E-selektin ekspresyonu 4-6 saat sonra
baslarken, P ve L-selektin ekspresyonu dakikalar iginde basladigindan E-selektinin inhibisyonu
ile pulmoner 6demin azaltilmasinin mimkin olabilecegi ileri surulmistir (82). Yapilan bir
calismada, kombine yanikli hastalarda plazma ve akciger lenfatiklerindeki nitrit miktarinin
O6nemli oranda artis gosterdigi olgularda bu degisikliklerin anti-L-selektin l6kosit adezyon
molekili olan ‘LAM-(1-3)’ ile zayiflatilarak akciger lenfatik akimin ve permeabilitesinin
duzeltilebildigi gosterilmistir (83). Yapilan baska bir calismada ise; P-selektin blokajinin yanik
sonrasi ilk 48 saatte akciger hasarini azaltmadigl ortaya konulmustur (84). intraperitoneal olarak
fucoidin verilerek yapilan bir calismada da fucoidinin rolling olayini L, P ve E-selektin
diizeyinde bloke ettigi, bununda akcigerlere nétrofil invazyonunu engellemek suretiyle

notrofillerin neden oldugu inhalasyon hasarini azalttigi belirtilmistir (83).

Adezyon

Akis hizlar dusen ve endotel hiicreleri ile yumusak adezyonlar olusturan I6kositlerin
damar disina ¢ikisindaki ikinci basamak siki adezyondur. Adezyon olayi, l6kositlerde bulunan
ve B, integrinler olarak adlandirilan l6kosit integrini CD11/CD18 ile endotel hcrelerinde
bulunan interselluler adezyon molekulii ICAM-1 veya ICAM-2 arasinda gerceklesir (85).
Endotel-I0kosit adhezyonu, lokositlerin endotel Uzerindeki spesifik bolgelere yapismasini
saglayan integrin CD11/CD18 glikoprotein reseptorlerinin ekspresyonunu uyarmaktadir. Bu
adezyon molekdllerinin salinimi ve birbirlerine karsi olan afiniteleri cesitli inflamatuar
mediatorlerle uyariimaktadir (81,86,87). Adezyon molekulleri, 6zellikle de B, integrinler;
notrofillerin pulmoner endotele baglanmasinda gorev aldiklari gibi nétrofil aktivasyonu ve
mediyator salinimina da etkileri vardir (88,89).

Agir inhalasyon hasarinin eslik ettigi yanik olgularinda, nétrofillerde CD11/CD18
adezyon molekillerinin ekspresyonunda yetersizlikler nedeniyle nétrofillerde azalmis
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intraselluler éldirme kapasitesinin oldugu ileri strtlmus ve bununla ilgili olarak yapilan bir

calismada bu azalmanin bakteriyemi ve pndmoni ile direkt olarak iligkili oldugu belirtilmistir.

Migrasyon

PMNL’lerin endotel adezyon reseptorlerine yapismasi ile kemotaksi ve fagositoz
fonksiyonlari uyariimaktadir. Fagositoz esnasinda nétrofillerden proteolitik enzimler, toksik O2
radikalleri ve inflamatuar mediyator salgilamaktadir. Bu arada komsu dokularda da doku hasari
meydana gelmektedir. PMNL’ler tarafindan salinan ve gevre dokularinda hasarina yol agan
maddeler, endotel hiicre baglantilarinin ayrilmasina ve kapiller sizinti gelismesine neden
olmaktadirlar. Siki adezyonu takiben Iokositler, endotel hiicreleri arasindan acilan araliklardan
dokuya gecerler. PMNL’lerin damar disina migrasyonuna diapedez adi verilmektedir.
Migrasyon olayina, immunglobulin gen superfamilyasinin bir Gyesi olan platelet/endoteliyal
baglanma molekili-1 aracilik eder (47,90). Dokuya gecen Iokositler salgiladiklari proteazlar ve
toksik oksijen metabolitleri ile doku hasari olustururlar (22,42-45,91-94).

ARDS’li hastalardan alinan bronkoalveoler lavaj sivisi ve histolojik 6rneklerinde
egemen olan inflamatuar hucrelerin nétrofiller oldugu ve bunlarin Grini olan elastaz,
kollajenaz, reaktif oksijen trunleri ve TNF-o gibi sitokinleri iceren mediatorlerin buralarda
asirl miktarda bulundugu belirtilmektedir (95,96-101) Yapilan ¢ok sayida deneysel calismada,
pek cok hayvan modelinde nétrofil akiminin engellenmesi ile akciger hasarlanma derecesinin
dramatik olarak azaldigi bildirilmektedir (102-104).

Duman inhalasyonu sonrasi gelisen solunum sistemi hasarindan sorumlu tutulan
uyarilmis lokositlerin, 6zellikle de noétrofillerin damar disina gécindeki bu basamaklardan
herhangi birinin engellenmesi ile olusacak doku hasari azaltilabilir. Bu yolda énemli gérevleri
bulunan adezyon molekdllerinin selektif ve selektif olmayan inhibasyonlarinin yani sira bu
slrecte gorev alan inflamatuar mediator inhibitorlerinin ve serbest oksijen radikal
antagonistlerinin kullanimi ile de akciger dokusunda olusacak hasar engellenmeye calisiimistir
(44). Duman inhalasyon hasarini énlemeye yonelik yapilan bir calismalarda, I6kositler icin
major kemotaktik ajan olan ve monositler, endotel hticreleri ve nétrofiller tarafindan salinan IL-
8’in monoklonal antikorlar ile noétralizasyonunun duman inhalasyon hasarini azalttigi ileri
stralmstdr (105).

Sepsisli hastalarda kemik iliginden PMNL salinimi ve Gretiminin uyarilmasi ile sikhkla
I6kositoz gozlenmekle birlikte bazilarinda baslangicta gecici nétropeni gézlenebilmektedir. Bu
durum, baskilanmis kemik iligi fonksiyonu veya dolagimdaki I6kositlerin tliketiminin artmis
olmasina baglanmaktadir. Akciger hasarinin notropenik hastalarda da gelisebildigi bildirilmekle
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ve bu hastalarda nétropeninin dizeltilmesiyle pulmoner fonksiyonlarin daha da bozuldugunun
gosterilmesi ile notrofillerin akciger inflamasyonunda 6nemli rollerinin oldugunu birkez daha
hatirlatmistir (106-107).

Yapilan bir galismada melatoninin kombine yanikta akcigerdeki notrofil birikimini
deprese ederek MPO aktivitesini azalttigl ve azalan GSH duzeyini arttirdig1 saptanmistir (108).
Grandilosit koloni uyarici faktorlerin denendigi baska bir ¢alismada ise, G-CSF verilmesini
takiben nétrofillerin aracilik ettigi akciger hasarinda belirgin bir artis saptanmamasi, ARDS’nin
patogenezinde baska faktorlerin de rol aldigini gostermektedir (107,109).

Yakin dénemde yapilan galismalarda; akciger hasarinin olusmasinda 6nemli rolii olan
I6kositlerin dokuya gociinde, trombinin de gorev aldigi bildirilmektedir (110,111). Trombin 14
amino asitli bir peptid olup, P ve E-selektinlerinin ekspresyonunu uyararak lokositlerin
kiimelenmesini arttirir. Trombinin endotel hicresi ile temasindan sonra dakikalar iginde P-
selektin artisi gozlenirken, E-selektin’in artisi ortalama 4 saat sonra baslar. Ayrica trombin, hizli
bir sekilde hiicreler arasi baglanti molekdli olan ICAM-1, IL-8 ve PAF Uretimini artirir Tim
bunlarin sonucunda l6kositlerin endotele yapismasi artmaktadir (110). Ayni zamanda trombin;
TNF-a ve IL-1p Gretimini de artirarak etkisini guclendirir (111).

Yapilan ¢ok sayida iskemi-reperfiizyon galismalarinda; I6kositlerin neden oldugu doku
hasarinin 6nlenmesinde trombinin dogal inhibitori olan AT-111 denenmistir. Bu ¢alismalarin
sonucu olarak da AT-111I’Un l6kositlerin dokuya gocini ve vaskdiler permeabiliteyi azalttig

gosterilmistir.

11.3.4. SITOKIN KASKADI

Sitokinler, yaralanma bdlgesindeki cesitli hicre gruplart ve immin sistem hticreleri
tarafindan regulator kimyasallar olarak salinan, etkilerini disiik konsantrasyonlarda gosterebilen
kicUk polipeptid veya glikoprotein yapisinda mediatordirler. Hicre ylzeyindeki reseptorlere
etki ederek hcrelerin blylmesini, matirasyonunu ve tamirini diizenleyen sitokinler; bazen
lenfokin, monokin, IL, interferon olarak da isimlendirilebilen heterojen bir grubu
icermektedirler.

Sitokinlerin salinimi termal hasar, iskemi-reperfiizyon, endotoksin salinimi, kompleman
aktivasyonu ve diger sitokinler gibi bircok nedene bagli olabilir. Aktive I6kositlerden, 6zellikle
monositlerden, aktive fibroblast ve endotel hicrelerinden salgilanirlar. Bunlar lokal olarak
akcigerlerde inflamatuar hicrelerce, akciger epitel hicrelerince veya fibroblastlarca da
uretilebilirler. Bu hicrelerin aktivasyonu doku harabiyetine en erken hicresel yaniti

olustururlar. Sitokinler, aragidonik asit metabolitleri, kompleman sisteminin aktivasyonu,
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notrofil degradasyonu ve serbest oksijen radikali olusumu gibi cesitli inflamatuar
mediyatorlerin salinimi ile de iliskilidir. Inflamatuar olaylarin yani sira hiicre blyime ve
diferansiyasyonuna ve organizmanin htcre aractlikli savunma mekanizmalarina da aracilik
ederler.

Travmaya yanit olarak aktive olan sitokin dongusu, fizyolojik regtllatuar mekanizmalar
uzerine farkl etkileri olan kompleks bir agdan meydana gelir. Sitokinler etkilerini spesifik
hiicre reseptorlerine baglanarak ve gen transkripsiyonunu modile eden intraselliler
mekanizmalari aktive ederek gosterirler. Yanik sonrasi hastalarda uzak organ ve ¢oklu organ
yetmezliklerinin gelisiminde ve mortalite (zerinde sitokinlerin etkisi vardir. Duman
inhalasyonu sonrasi hasarlanan dokudan proinflamatuar sitokin olan TNF-a hizla induklenir,
Dolasimda erken doénemde tespit edilen TNF-a’nin maksimum dlzeyi tim donemlerde
prognostik Gneme sahiptir.

TNF-a vaskiler endotelin nétrofil aracili saldiriya karsi duyarlihgini arttirir. TNF-o
tarafindan makrofajlardan ve endotelyal hicrelerinden salinimi induklenen IL-1B ve PAF,
PMNL’lerin aktivasyonu ic¢in oldukca gucli kemotaktik ajanlarlardir (56). TNF-o ve IL-1,
notrofil-endotel adezyonunun, nétrofil aktivasyonunun, mikrovaskiler sizintinin gelismesine
yardimci olabilir ve diger proinflamatuar cevaplari arttirabilirler (88,96). TNF-o ve IL-1
tarafindan baslatilan inflamatuar dénginiin sonraki asamalarinda ise I1L-2, IL-6, IL-8, graniilosit
makrofaj koloni stimile edici faktor (GM-CSF) ve interferon-y (IFN- vy) gibi sitokinler de olaya
katilarak ARDS ile sonuglanabilen akut akciger hasarinin seyrindeki inflamatuar cevabi arttirlar
(112). Bu sitokinlerden TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IL-8’nin ARDS’li hastalarin bronkoalveoler
lavaj sivisi ve plazma drneklerinde artmis olduklari bildirilmistir (96-99).

Yogun notrofil akimina sebep olan kemotaktik faktorler arasinda onceleri kompleman
sisteminin en 6nemli etken oldugu belirtilirken, son zamanlarda IL-8 gibi sitokin ve ENA-78,
monosit kemotaktik peptidleri gibi kemokinlerin aktivasyonunun daha énemli bir yer tuttugu
bildirilmektedir (88,113). Yapilan bir calismada; ARDS gelisen olgularda, Yuksek Mobilite
Grup Protein-1 ‘HMG-1’in notrofilik inflamasyonu arttiran TNF-a, IL-1p ve bir kemokin olan
makrofaj inflamatuar protein-2 (MIP-2) dretimini indlkleyerek alveoler-kapiller bariyerin
permeabilitesini artirip akciger 6demi gelisimine neden oldugu bildirilmektedir (114). HMG-1,
gen transkripsiyonunu Kkolaylastiran ve steroid hormon aktivitesini regille eden bir DNA
baglanti proteinidir. Daha 6nce yapilan bir calisgmada sitokin serbestlenmesiyle aktive olan
gecikmis endotoksin olumculliginin ge¢ mediatori oldugu saptanmistir (114). Bir baska
notrofil kemoatraktani olan Duffy antijeni ve a-2 makroglobulinin de ARDS gelisiminde

kemokinlerin modilasyonunda 6nemli role sahip olduklari bildirilmistir (115).
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TNF-a.

Yanik sonrasi gelisen doku hasari, proinflamatuar sitokinlerin salinimi ile kompleks bir
inflamatuar yanitin olusmasina neden olmaktadir. Bu sitokinler arasinda TNF-o, konakgl
yanitinin olusmasina yol acan ilk ve en glcli mediatérlerdendir (116). TNF-a; monositler,
makrofajlar ve T hucreleri tarafindan sentezlenmektedirler. TNF-o’ nin yanik hasarini takip
eden erken ve daha gec¢ donemlerde yikseldigini gosterilmistir (117). Fakat yapilan bir calismda
da TNF-a’in erken donemde artigl fakat daha sonra pulmoner mikrovaskiler basincin artmasi
sonrasinda akciger lenf akiminda artis gostermedigi saptanmistir (118). Akut travmaya yanit
olarak TNF-o salinimi hizli ve kisa strelidir. Proinflamatuar uyariyi takiben TNF-a dizeyi
hizla ylkselir ve basta IL-I olmak (zere diger sitokinleri aktive ettikten sonra ¢ok ¢abuk
kaybolur. Endotoksin uyarisi ile akut inflamatuar yanit olusturulan deneysel ¢alismalarda, TNF-
a saliniminin monofazik bir egri izledigi, 90 dakikada pik yapip 4 saat icinde dlzeylerinde
diisme saptandigl ve IL-1’in baslangi¢ indliksiyonundan sonra sentezi birka¢ giin daha devam
ettigi bildirilmektedir. Yari 6mru 15-18 dakika olmasina ragmen, TNF-a’nin dolasimda kisa
stireli olmasi bile 6nemli metabolik ve hemodinamik degisikliklerin gelismesine ve dongunin
sonraki basamaklarindaki sitokinlerin aktive olmasina neden olmaktadir. TNF-a seviyelerindeki
artls yanik sonrasi sepsisle korele olsa da komplike olmayan yaniklar bile artmis TNF-a
dolagim duzeyleriyle iliskilidir.

TNF-a, serbest oksijen radikal Gretiminin stimilasyonu, endotelyal adezyon
molekullerinin ekspresyonu, I6kosit aktivasyonu ve NO dretimi ile akciger hasarinin olusumuna
katkida bulunmaktadir (119). TNF-o’nin diger fonksiyonlari arasinda; koaglasyonun
faktorlerinin aktivasyonu, prostaglandin E2 (PGE2), platelet aktive edici faktor (PAF),
glukokortikoidler ve eikozanoidlerin saliniminin arttirilmasi yer almaktadir (120).

Akut akciger hasarinin patogenezinde yer alan TNF-a ile nétrofiller arasindaki iliskinin
varligl yapilan deneysel ¢alismalar ile ortaya konulmustur (121,122). Proinflamatuar bir sitokin
olan TNF-o da notrofil aktivasyonu ve adezyonuna Kkatkida bulunmakta, adezyon
reseptorlerinde upregilation olusturarak doku sekestrasyonuna, nétrofil degranilasyonuna ve
toksik oksijen drlnlerinin ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir (123). Yapilan baska bir
calismada; anti-TNFa  serumunun akcigerlerdeki  notrofil — sekestrasyonunu  kismen
azaltmasindan yola ¢ikarak, TNF-o’nin lokositleri direkt olarak aktive etmesi ve pulmoner
endotel hicrelerini Iokositlere karsi daha adeziv hale getirmesi sonucunda akciger hasarina

neden oldugu ileri strilmektedir (9).
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IL-6

IL-6’nin travma sonrasi olusan antiiflamatuar déngu Gzerine gesitli mekanizmalar araciligi
ile mediator etkisi vardir. Akut faz yanitinin modiilasyonunu saglar. Immun yanitin ve
hematopoezin dizenlenmesinde gorev alir. Yanik sonrasi gelisen inflamasyon sirasinda IL-6,
PMNL aktivasyonunu indukler ve yaslanmis ya da disfonksiyonel PMNL’lerin fagositozunu
geciktirir. Inflamatuar PMINL’lerin travmay! takiben sebat etmesi akciger hasari gibi uzak organ
hasarini aciklamaktadir. IL-6 ayrica, o glukoprotein, C-s, fibronektin gibi antibakteriyel Grtnleri
de kapsayan akut faz proteinlerinin hepatik sentezini indiklemektedirler. IL-6’nin major
induktorleri TNF-o ve IL-1p°dir. Butln hicre tipleri tarafindan sentezlenebilirler. 1L-6, doku
harabiyetinin, cerrahi travmanin boyutu ile plazma/serum dizeyleri arasinda korelasyon
gosteren sensitif ve erken bir belirte¢ olarak gorilmektedir (126). Travmadan sonraki 60 dakika
icinde dolagimdaki diizeyi olculebilir, 4-6 saatte pik yapar ve dolasimda kalma stresi 10 glne
kadar uzayabilir. Olglebilirliginin kolay olmasinin nedeni daha uzun bir yari 6mrii olmasidir.
IL-6’nin ulastigl kan diizeyi doku hasari ile dogru orantilidir. Akut travma sirasinda IL-6’nin
kan duzeyi yikseldiginden genellikle sistemik inflamatuar yanit indikatori olarak kullanilir.
Yapilan ¢alismalarda 1L-6 aktivasyonu ve salinimina TNF-o bagiml mekanizmalarin aracilik
ettigi bildirilmekte olup ¢oklu organ yetmezliginden 6len hastalarda dolasimda TNF-a ve IL-6
dizeylerinin dramatik olarak arttigl ve 6zellikle de IL-6’daki artisin %100 mortalite ile iliskili
oldugu gosterilmistir (127,128)

11.3.5. KOMPLEMANIN ROLU

Kompleman kaskadinin aktivasyonu, biyolojik olarak aktif peptidlerin  olusumu ile
sonuglanir. Bu peptidler, artmis kapiller permeabilite ve vazodilatasyona neden olurlar. C5a,
inflamatuar cevabi giiclendiren TNF-a, IL-1 ve IL-6 Uretimini arttirir. inflamatuar etkisi C3a ya
gore 20 kez daha gucludur. C3b ise niikleer kB faktor yolu ile B2 integrin (CD11b, CD18),
endotelyal 16kosit adezyon molekdllerinden vaskiler hiicre adezyon molekild, hicreler arasi
adezyon molekili 1, E-selektin ve P-selektin Gretimini arttirir. C5b-9 ve 1L-8, monosit aktive
edici protein 1 salgilanmasini arttirir. Butiin bunlarin sonucunda kompleman sistemi, vaskuler
hemostazis ile birlikte I6kositlerin endotele yapismasini arttirir.

Kompleman kaskadinin aktivasyonunun notrofiller tzerindeki etkileri; kemotaksis, CD18
reseptor ekspresyonu, endotelyuma artmis adherans, serbest Oz radikallerinin Gretimi ve

degranilasyondur. Yapilan calismalarda artmis akciger permeabilitesinin kompleman inhibitori
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olan solibl human kompleman reseptér tip 1 ‘sCR1’ ile azaltilabildigi gosterilmistir. Ancak
yapilan bazi ¢alismalarda pulmoner permeabilitedeki artisin kompleman bagimli, akcigerdeki

notrofil sekestrasyonunun ise komplemandan bagimsiz oldugu bildirilmektedir (7,9).

11.3.6. INTRASELLULER MEDIATORLER

REAKTIF OKSIJEN METABOLITLERININ ROLU

Hcrelerin yasami ve 6lumi arasindaki denge gesitli faktdrlere baglidir. Serbest oksijen
radikalleri bu faktorler arasinda onemli bir yer tutmaktadir. Reaktif oksijen metabolitleri
(ROM), yasam suresi kisa olan ileri derecede reaktif, dis yoriingelerinde bir veya daha ¢ok
ciftlesmemis elektron iceren stabil olmayan serbest oksijen molekulleridir. Bitun dokularda,
koruyucu ve antioksidan enzimler (superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz,
tokoferol, askorbik asit, co-enzimQ vs.) ve reperflizyon hasarina yardimci olan prooksidan
elementler (O, OH", H,0,, lipid, protein ve DNA radikalleri) arasinda bir denge vardir (131).
Kontrol edilemeyen fazla miktardaki serbest oksijen radikalleri lipid, protein ve DNA gibi
hicresel yapilarin yok edilmesine ve hiicrenin apopitozis ya da nekroz yolu ile 6limine sebep
olmaktadir.

Serbest radikaller, patolojik durumlarda ksantin oksidaz enzim aktivitesi ile olustuklari
bilinmektedir. Yanik travmasinda olusan serbest oksijen radikallerinin ana kaynaginin simdiye
kadar ksantin oksidaz enzimi oldugu dusundlirken, ginimizde aktive notrofillerden
kaynaklandigi bildirilmektedir (132-135). Yanik travmasi sonrasinda aktive notrofillerin
olusturdugu serbest radikaller ksantin oksidaz aktivitesini arttirarak akcigerlerde doku hasari
meydana getirmektedir (136). Normal hiicre metabolizmasinda ise serbest radikal Gretiminin
kaynaklari; purin oksidasyonu, nétrofillerdeki NADPH bagiml oksidaz sistemi, prostaglandin
ve lokotrienlerin olusumunu baslatan arasidonik asitin yikilmasidir.

ROMS’nin yapimi, anaerobik glukoz oksidasyonu ile birlikte oksijenin stiperoksit
anyonlarina rediksiyonunu da iceren kompleks bir sirectir. Hucreler kendi ROMS’nin
etkilerine Kkarsi bagisik degillerdir. Fakat genellikle glutatyon ve katalazlar tarafindan
korunurlar. Iskemik dokularda ROMS’nin olusturulmasi igin intraselliiler mekanizmalar aktive
haldedir. Fakat oksijen yoklugundan dolayi nonfonksiyoneldir. Dokulardaki Adenozin Trifosfat
(ATP) miktar1 azalirken, Adenozin Monofosfat (AMP) artar ve bir dizi biyokimyasal reaksiyon
sonucu hipoksantinin yikimi gerceklesir. Normalde hipoksantin ksantin dehidrogenaz enzimi ile

ksantine okside olur. Bununla birlikte iskemi sirasinda ksantin dehidrogenaz, ksantin oksidaza
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donlsturalir. Ksantin dehidrogenaz én madde olarak ADP’yi kullanirken ksantin oksidaz 6n
madde olarak oksijeni kullanir. Bu nedenle iskemi sirasinda hipoksemi nedeniyle hipoksantin
ksantine donustlrilemez, dokuda hipoksantin birikir. Reperfiizyonla ortama oksijen girmesi ile
Ozellikle ilk dakikalarda daha fazla olmak Uzere ksantin oksidaz yolu ile asiri dizeyde serbest
oksijen radikalleri Gretilir. Devam eden hipoperfiizyon zaman icerisinde hdcrenin 6limu ile
sonugclanirken, hipoperfizyonun dizeltilmesi iskemi-reperflizyon hasari yapar. Bu durum
‘oksijen paradoksu’ olarak ifade edilir (62).

SOR bir taraftan lipid peroksidasyonuna neden olurken, diger taraftan fosfolipaz A2’yi
aktive ederek arasidonik asitten lipooksijenaz yolu ile TxA2 ve LTBa4 olusturur bunlar da I6kosit
aktivasyonuna ve kemotaksisine neden olur. SOR ayrica nukleer kB faktor yolu ile l6kosit
adezyon molekulleri ve sitokin gen Uretimini arttirirlar. Bu yolla l6kosit aktivasyonunu ve
kemotaksisini arttirirlar.

ROMS apoptozisi de indukler. T lenfositlerle yapilan calismalarda, intraselltler
glutatyon veya ROM engelleyicilerinin azalmasinin mediatorliigiinde major bir apoptotik
mekanizmanin gelistigi gosterilmistir. GSH’1n azalmasi ve bunun sonucunda intraselliler ROM
birikimi ve hiicre 6limi olusmasindan proapoptotik Fas/CD95 reseptor aktivasyonu sorumlu
tutulmaktadir. Bu hiicrelerde GSH’nin artmasi bu etkileri tersine cevirebilir.

REAKTIF NITROJEN METABOLITLERIN ROLU
NO’lerin superoksit radikaller ile etkilesime girerek doku hasarini arttiran bir bilesik
olan peroksinitritlere donustip DNA’daki kiriklari arttirarak hiicre 6limine neden oldugu
bildirilmektedir. Reaktif nitrojen drunlerinin aracilik ettigi hasarin niikleer enzim olan PARP'In
(Poly ADP-Ribose-Polymerase) aktivasyonu sonucu DNA hasarlanmasi ile iliskili oldugu
dustnulmektedir (36) (Sekil 6). PARP bir ¢ok hticrenin ekspresyonunu olusturan kromatin bagl
bir enzim olup DNA onariminda da rolt vardir. PARP’In, niikleer enzim poli ADP riboz
sentetaz (PARS) ile aktive olmasi hicresel enerjiyi azaltmasi ve sonucgta hiicre nekrozunun
olusumu ile sonuclanir (140,141). PARS aktivasyonu sonucu Nikotinamid Adenin Dinikleotid
(NAD)’in azalmasi ile elektron transportu, ATP sentezi ve glikoliz bozulur. Sok ve
resusitasyonda peroksinitritin zararl etkileri, sulfidril gruplarinin oksidasyonu, tirozin, triptofan
ve guanin aminoasitlerinin nitrasyonu ve membran Na-K ATPaz’inin inhibisyonu ile olur
(63,64).
NF-kB'nin aktivasyonu iNOS'un up-regulasyonuna neden olur, bunun sonucunda NO ve
reaktif nitrojen tirlerinin (RNS) formasyonu hizlanir. RNS DNA hasari igin yiiksek potansiyele

sahip olmasi nedeniyle PARP aktivasyonunun potent stimulanidir.
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Yapilan calismalarda PARP'In inflamatuar surecin regilasyonunda rol aldigi, 6zellikle NF-
kB olmak tzere 6nemli transkripsiyon faktorleri ile iliskili fonksiyonlari baslattigi gosterilmistir
(142). PARP-1'in supresyonu ile TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin ve MIP-1 (makrofaj
inflamatuar protein-1) gibi kemokinlerin azaldigi ve rat akcigerlerinde MPO (myeloperoksidaz)
aktivitesinin suprese edildigi bildirilmistir (142,143). Yapilan bagka bir calismada ise LPS'nin
bronkoalveolar lavaj sivisindaki reaktif nitrojen Grunlerinin seviyesinde artisa neden oldugu
bunun da PARP inhibisyonu ile 6nemli oranda azaltildigi saptanmistir (142).

Duman inhalasyonu sonrasi akciger dokusunda yapilan histopatolojiklojik
degerlendirmelerde akciger dokusuna notrofil ekstravazasyonu olmakta ve noétrofillerin aktive
olmasi ile oksijen radikalleri ve elastaz serbestlenerek doku hasari ortaya ¢ikmaktadir (144).
MPO aktivitesini baz alinarak yapilan degerlendirmelerde akcigerde nétrofil birikimi PARP
inhibitorleri ile zayiflatilmistir (145). Boylece fazla miktarda PARP aktivasyonu inhibisyonu
fazla miktarda NOP inhibisyonu yolu ile ve NF-kB gibi transkripsiyonel faktorlerle iliskili
olarak nétrofillerin aktivasyonu pulmoner fonksiyonu duzeltir.

Inhalasyon hasarinin eslik ettigi yanik modellerinde yapilan calismalarda PARP
inhibisyonunun, oksijenizasyonu dizeltigi, pulmoner vaskuler permeabiliteyi azaltarak akciger
6demini azalttig1 ve pulmoner fonksiyonlarda duzelme gozlendigi bildirilmistir (145).

PARS (Poly ADP ribose sentetaz) selektif inhibitdri olan INO-1001"in; sistemik vaskdiler
permeabiliteyi azaltarak ve havayolundaki artmis kan akimini azaltarak akciger 6dem
formasyonunu azalttigi, havayolunda basing degisiklikleri ile alveollerden efektif gaz
degisimlerini saglayarak oksijenizasyonu duzelttigi ve akciger dokusunda histolojik hasari
azalttigl bildirilmektedir (145).
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I1.4. INHALASYON HASARININ DEGERLENDIRILMESI

11.4.1. DIGER BIYOKIMYASAL VE IMMUNOHISTOKIMYASAL PARAMETRELER

11.4.1a. Myeloperoksidaz (MPO)

Lokosit aktivasyonu inflamasyon ile ilgili teorilerin temelini olusturur. Notrofil
aktivasyonu oksijen radikalleri, proteazlar ve arasidonik asit metabolitlerinin salinimina yol
acar. Bu drlnlerin yani sira aktive makrofajlar ve trombositlerden salinan maddelerde doku
hasarini artirirlar. Multifaktoryel nedenle aktive olan nétrofillerden salinan serbest oksijen
radikalleri, hidrojen peroksit ve stiperoksit anyonu gibi toksik radikaller protein destriuksiyonu
ve lipid membran hasari olusturur. Kompleman aktivasyonu bu yaniti siddetlendirir (146,147).

Notrofil degraniilasyonu ile basta myeloperoksidaz (MPO) olmak uzere nétrofil elastaz,
laktoferrin, B-glukuronidaz, ve N-asetil glukozaminidaz gibi toksik sindirim enzimleri salinir.
Bu reaksiyon doku harabiyetine ve immdin direncin azalmasina neden olur (146,147).

Lokositlerin dokuya gecerek doku hasarini baslattiklarinin en 6nemli kanitlarindan biri
doku MPO diizeyidir. MPO, l6kositlerin pirimer granllerinden (azurofil) salinir ve hidrojen
peroksidin klorit iyonlari ile dokuya zararli hipoklorik asit olusturma reaksiyonunu katalize eder
(146,147).

Notrofil sekestrasyonunun kantitatif olarak ol¢tilmesinde duyarl bir gosterge oldugu
kabul edilen MPO aktivitesi, iskemi-reperfiizyon modelinine dayanan birgok calismada gelisen
akut akciger hasari ile iliskili olarak bulunmustur (121,148,149). Bu calismalarin sonuglarina
gore, akciger dokusu MPO aktivitesinde artis ile ortaya konan doku hasari, ilging olarak
komplemandan bagimsiz olarak gergeklesmekte oldugu bildirilmis ve proinflamatuar bir sitokin
olan TNF-a inhibisyonunun MPO duzeyleri tizerine etkili olmadigi belirtilmistir (149,150).

AT-III tedavisinin etkinligini degerlendiren iskemi-reperflizyon ¢alismalarinda; tedavinin
etkinligi doku MPO aktivite duzeyi ile degerlendirilmis ve AT-I1I tedavisinin MPO dizeyinin
yani sira akciger dokusunda histopatolojik inceleme bulgularini da anlamh derecede duzelttigi
bildirilmistir (151,152).
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11.4.1b. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH) enzim sistemi, oksidatif hasarin azaltilmasinda rol oynayan en énemli
mekanizmalardan biri olup oksidatif strese karsi Oncil savunma rolu Ustlenerek stres
durumunda, antioksidan olarak fonksiyon gostermektedir. GSH, serbest radikallerin hiicre
icinde detoksifikasyonuna neden olan ve lipid peroksidasyonunu onleyen en énemli endojen
mekanizmalardan  birisidir  (163,164). GSH intraselluler bir tripeptid olup, vy-
glutamylcysteinylglycine yapisindadir (165).

GSH direkt ya da indirekt olarak glutatyon peroksidaz enzimi ile iliskili bir ¢cok radikali
notralize eder (166). Glutatyon peroksidaz (GP) enzimi, GSH’dan elektronlari ayirarak hidrojen
peroksiti suya donlstiiren selenyuma baglh sitoplazmik bir enzim olup peroksidasyon
urtinlerinin detoksifikasyonunu saglar (155). GP’in H,O;’e baglh hicre hasarinda hcreyi
koruyucu etkisinin katalazdan daha fazla oldugu bilinmektedir. Glutatyon, rediktaz enzimi ile
rediikte glutatyon haline gecer. GP’In antioksidan aktivitesi gdstermesi, hiicre icinde yeterli
konsantrasyonda glutatyon rediiktaz, GSH ve NADPH bulunmasina baghdir (167,168).

Indirgenmis glutatyon (GSH)+H,0; »  Okside glutatyon (GSSG)+H,0
Glutatyon Peroksidaz

Endojen ya da ekzojen olarak olusan radikaller, GSH dzeyini azaltmakla birlikte, GSH
metabolizmasina bagli enzimlerin aktivitesini de inhibe ederek, pulmoner alveolar makrofaj
fagositozunu bozar ve l6kositlerin kemotaksisini inhibe ederek oksidanlar tarafindan hasarin
ilerlemesine neden olurlar. GSH-redoks dongustnun kritik bilesenleri olan doku glutatyon
dizeyi, glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz aktiviteleri oksidatif stres sirasinda énemli
oranda azalir. Septik sokta GSH duzeylerinin azaldigi gosterilmistir ve hicreici GSH
depolarinin azalmasi ile birlikte mortalite oranlarinda da artis gorilmektedir (169).

Hicrenin apopitozisi baslatmasinda yada devam ettirmesinde hiicre i¢ci GSH seviyesinin
o6nemli oldugu gorilmustur. Hicre ici GSH seviyesi dusiik oldugunda hicre ici serbest oksijen
radikalleri artmakta ve buda apopitotik surecteki kaspaz aktivasyonunu uyarmaktadir (170).
GSH’nin azalmasina baglh olarak artan serbest oksijen radikalleri lipid, protein, DNA gibi bir
cok biyolojik molekille reaksiyona girerek, bu molekillerde yapisal hasarlanmaya yol
acmaktadir (56).
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11.4.2. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Duman inhalasyonu sonrasi toksik gazlarin alveolo-kapiller membranda olusturdugu
ciddi hasar ARDS’na ilerleyen akut solunum yetmezligi ile sonuclanabilir. Hastaligin
baslangicinda vaskiler permeabilite artigina bagh olarak akut akciger ddemi gelisir. Surec
ilerledikce hiicresel nekroz, epiteliyal hiperplazi, inflamasyon ve fibrozis gelisir. ARDS ile
sonlanabilen diffuz alveoler zedelenme ‘Diffuse aveoler damage’ histopatolojik olarak
hasarlanma derecesi ve gegen sureye bagl olarak birbiriyle iliskili olarak ekstdatif, proliferatif

ve fibrotik evrelerinden olusur (88,171).

Ekstdatif faz

Duman inhalasyonu sonrasi ilk patolojik bozukluklarin gérildugi bu faz, semptomlarin
baslamasindan sonra bir hafta kadar strer (171). Makroskopik olarak hastaligin erken fazinda
akcigerler koyu kirmizi, sert, havasiz ve agir goérunimdedir. Isik mikroskobunda saptanabilen
ilk degisiklikler kapiller konjesyon, interstisyel ve alveoler 6dem ve intraalveoler kanamadir.
Kapiller ve alveoler boslukta nétrofil birikimi vardir. Bu fazin en karakteristik bulgusu,
Ozellikle genislemis alveoler duktuslari ddseyen, endotel-epitel bariyerinde hasar sonucu
alveoler bosluga sizan yogun plazma proteinleri ve epitel hiicre kalintilarindan olusan
eozinofilik hiyalen membranlardir. Komsu konjesyone, ddemli ve surfaktan yapiminda kayip
nedeni ile alveoler kollaps gelisen alveollerin tersine alveoler kanallar genislemis
gorunumdedir. Endotelyal zedelenme 1sik mikroskobu ile gorilebilecek kadar belirgin
olabilecegi gibi bazen elektron mikroskobunda gorilebilir. Elektron mikroskopisinde yapilan
incelemede ise endotel hasari; endotel hiicrelerinde sisme, endotel hicreler arasi birlesme
yerlerinde genisleme ve pinositik vezikillerde artis olarak gozlenir. Bunun yani sira endotel
hicre nekrozu, kapiller bazal membranin soyulmasi ve damar igi fibrin birikimi gozlenebilir.
Alveoler septum; interstisyel O6dem, fibrin ve ekstravaze olmus eritrositler nedeni ile
genislemistir. Endoteldeki diizensiz ve genelde hafif degisikliklerin tersine tip | alveoler epitel
hicrelerinde yaygin nekroz gozlenir. Bu alveoler epitel bariyerinin kaybi ile interstisyel sivi

serbestce alveoler bosluga kagabilir.
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Proliferatif faz

Bu evre akut fazda olusan intraalveoler ve interstisyel ekslidanin organizasyonu ile
karakterizedir ve tipik olarak hasardan sonra en erken 3-4. giin basalar, 10. glinde belirginlesir
ve Uglincu haftaya kadar gozlenmektedir. Kapiller ag hasarlanmistir ve kapillerlerin profilinde
ilerleyici bir azalma vardir, sonradan liminal alani daha da azaltan intimal proliferasyon
gozlenmektedir. Interstisyel bosluk belirgin sekilde genisler, tip 1 pnémositlerin nekrozu
epiteliyal bazal membrani ortaya cikarir ve alveoler limen lokositler, eritrositler, fibrin ve
hiicre kalintilari ile dolar. PII hiicreleri soyulmus epiteliyal yuzeyi kaplayacak sekilde ¢ogalir ve
tip I hicrelere differansiye olur, bu degisimleri immunhistokimyasal boyamalarla takip etmek
de mimkdanddr. Alveol duvarinda fibroblastlar ve myofibroblastlar cogalirlar ve takiben alveol
bazal membranindaki araliklar yoluyla alveol icindeki fibrindz eksudaya go¢ edip bunu kollajen
depozisyonuyla hcresel granulasyon dokusuna cevirirler. Epiteliyal hicreler organize olan
granulasyon dokusunun yuzeyi uzerinden go¢ ederler ve bdylece alveol ici eksudayi interstisyel
dokuya cevirirler. Bu islem ARDS’deki akciger remodellinginin en dnemli mekanizmasidir.
Fibrozisin esas yeri alveol boslugu olmasina ragmen interstisyumda da olabilir ve genis alveolar
septaya sebep olabilir. Sonucta, artarak alveoler bosluklari dolduran fibréz doku akciger
parankim yapisini buytk o6lciide bozar. Bazi alanlarda alveoler kollaps vardir ve normal alveoler
kapiller Unite obliteredir. Fakat diger alanlarda alveoller ve alveoler duktuslarda dilatasyon

goralur.
Fibrotik faz

Bu donem baslangictaki hasardan 10 gin sonra baslayabilir. Makroskopik olarak
akcigerdeki skarlasma ve kollagen depolanmasi nedeni ile kaldirim tagi manzarasi olup gri
renktedir. Myointimal kalinlasma ve mural fibrozis nedeni ile damarlarda daralma mevcuttur.
Hasta iyilestikce histolojik veri azaldigindan mikroskopik olaylar yeterince iyi dokiimante
edilememigtir. Diffliz interstisyel fibrozis alanlari arasinda dizensiz ve dilate hava bosluklari
goralur. Buna bal petegi akcigeri ‘Honey comb lung’ adi verilir. Bronkoalveolar lavaj (BAL)
bulgulari, nétrofildeki azalma, lenfosit ve makrofajdaki rolatif artisi desteklemektedir. En
dramatik degisiklikler akciger kollajeninde gozlenmektedir. Total akciger kollajen igerigi ilk 2
hafta iginde 2 katina ¢gikabilir (172), fakat bu yol yok edilebilir ve birkag ¢alismada gosterildigi
gibi sag kalanlar rolatif olarak normal akciger fonksiyonlarina geri donebilirler (95). Yapilan bir

calismada miyofibrobalst ve prokollajen tip-1 dretiminin ARDS’nin erken fazinda artig
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gosterilmistir (173). Ilging olarak, ilk birka¢ hafta icindeki patolojik degisikliklerin ciddiyeti
(hyalin membran, hava bosluklarinin organizasyonu, hiicre artisi, vb) ge¢ fonksiyonel iyilesme
ile iligkili gérinmemesine ragmen fibrozisin derecesi sonucun anahtar belirleyicisidir. Fibrozis
akciger kompliyansini azaltarak solunum isini arttirir, tidal volimi azaltir ve hiperkapniye
sebep olur. Ote yandan alveoler obliterasyon ve interstisyel kalinlasmadan dolay gaz alisverisi
azalir ve hipoksi ve ventilator bagimlihgina neden olur. Ventilator iligkili pnédmoninin veya
ventilatér bagimhligina bagh diger nazokomiyal infeksiyonlarin sonucu olarak da, ARDS’deki
gec Olimlerden genelde sorumlu olan, sepsistir.

Son yayinlarda, inflamatuar ve fibroproliferatif evrelerde 6nceki distincelerin aksine

daha fazla ortlisme oldugu ve pek ¢cok mediyatoriin ortak oldugu 6ngérulmektedir (174,175).

11.4.3. INFLAMATUAR HUCRE OLUMUNUN REGULASYONU

Herhangi bir patoloji olmadan gerceklesen programli hiicre 6lumi olan apopitozis
sirasinda, yaslanmis ve disfonksiyonel makrofajlar ve PMNL’ler diger immdanositleri aktive
etmeden ve proinflamatuar iceriklerini serbestlestirmeden sistemik olarak ortamdan yok
edilirler. Ortamda inflamasyon olmasi, disfonksiyonel veya yaslanmis hiicrelerde apopitotik
mekanizmanin bozulmasina yol acarak aktive makrofaj ve PMNL’lerin imhasinin gecikmesine
neden olur. In vitro ortamda, makrofaj ve PMNL apopitozisinin seyri cesitli proinflamatuar
sitokinler tarafindan geciktirilebilir. Bunlar arasinda TNF-a, IL-1, IL-3, IL-6, GM-CSF,
granulosit koloni stimile edici faktor (G-CSF) ve IFN-y sayilabilir. Bunun aksine IL-4 ve IL-10
ise aktive monositlerde apopitozisi hizlandirir. inflamatuar immiinositlerin yasam stirelerinin
uzamasl, travma ve infeksiyona olan inflamatuar yanitin artmasina ve uzamasina yol acar. Bu
da, ciddi travmaya ugramis olanlarda multipl organ yetmezligi riskini ve 6lim oranini arttirir .

Inhalasyon hasarinda akcigerlerde naétrofil ve endoteliyal hiicre apopitozisi yapilan
deneysel calismalarla gosterilmis olup ARDS gelisen olgularda akcigerlerde notrofil
apopitozunun gecikmis oldugu bildirilmistir. Endoteliyal apopitozis ise alveoler epitelin ve
alveoler kapiller endotelin hasarlanmasi olup epitel fonksiyonu bozulmustur. Epitel ve
endoteliyal htcrelerin hasarlanmasi sonucunda akciger permeabilitesinde ciddi bir artis ve
alveoler bosluklarda proteinden zengin eksuda 6zelliginde sivi ile dolma gozlenmektedir. Erken

donemde kaybedilen kisilerde Tip | pnomosit’lerin boyutlarinin azaldigi ve nikleer
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kromatinlerin yogunlastigi gézlenmistir. Yapilan calismalarda, alveoler epiteliyal hicrelerin
DNA’sinda fragmantasyon ve apopitozise yol acan bir bcl-2 analogu olan bax geninde artmis
ekspresyon oldugu bildirilmistir.

Inflamatuar  hiicre  6luminin  regiilasyonunda TNF-R ve Fas (CD95/APO-1)
reseptorlerinin aracihik ettigi iki ayri hicre 6limu tanimlanmistir (Sekil 7). Tumor nekroz
faktori reseptorleri (TNF-R), immunositlerin de dahil oldugu yaklagik 15 transmembran
proteinden olusmaktadir. Bu reseptorlerin aktivasyonu ile programli hiicre élimdini de iceren
cesitli hiicresel yanitlar induiklenir. iki fakl spesifik transmembran TNF-R’l vardir. Bunlar Tip
| p55 ve Tip Il p75 olup bunlarin intraselliiler etki alanlari farklidir. p55 TNF-R, apopitozis,
sitotoksisite, endotelyal hiicrelerdeki adezyon molekullerinin etkinligi, ve nukleer faktor-kappa
B’yi (NF-xB) indlkler. p75 TNF-R ise T hiicrelerinin, fibroblastlarin, dogal éldrtct hiicrelerin
proliferasyonunu ve proinflamatuar sitokinlerin sahinimini indukler. p55 TNF-R, apopitozisin
tetiklenmesinde major rol oynamasina ragmen bu siirecin baslatilabilmesi icin hem Tip | hem
de Tip Il TNF-R’lerinin olaya katilmasi gereklidir. Endotoksin uyarisi ile sepsis olusturulan
deneysel calismalarda makrofaj ve PMNL’lerde TNF-R aktivitesinde azalma gozlenmis ve bu
azalma inflamatuar makrofajlar ve PMNL’lerdeki apopitozisi geciktirerek inflamatuar yanitin
uzamasina neden oldugu bildirilmistir (176).

Fas reseptorlerinin ise bilinen tek rolt programli hiicre 6limuni baslatmaktir. Fas ve TNF-
R’nin intraselliiler 6zellikleri benzer oldugundan, her ikisinin de apopitozisi indikleme
mekanizmalari birbirine benzemektedir. Fakat, Fas’in aracilik ettigi apopitozis, p55 TNF-R’ne
oranla saatler icinde gerceklesecek sekilde ¢cok daha hizlidir. Bu da Fas’in TNF-R Tip I’e oranla
daha direkt olmak (izere daha az kompleks bir mekanizma ile apopitozisi baslattiginin
gostergesidir. Aktive edilmis immunositlerde apoptozisin Fas/FasL capraz baglari araciligl ile
indlklenmesi sistemik inflamasyon sirasinda avantajli olmasina karsin doku diizeyinde zararli
olabilir. Ozellikle karacigerde inflamasyon sirasinda Fas’in aracilik ettigi aktivite hepatik
harabiyet miktarini arttirir. Akut travmalarda karaciger parankimindeki Fas reseptorlerinde artis
olurken, infiltre eden lenfositlerdeki FasL belirginlesmesi de artar. Fas/FasL etkilesimine
yonelik gelistirilecek tedavi stratejileri istenmeyen organ yaralanmalarini engelleyebilmek igin
mutlaka selektif olmalidir.

p55 TNF-R ve Fas reseptorlerinin sitoplazmik dizilim sekilleri benzer olup bu kisima 6lim
bolgesi adi verilmektedir. Bu 6lim bolgeleri diger intraselliler proteinlerle etkilesime girerek
programli hiicre 6lumi emrinin daha ileriye ulasmasini saglarlar. TNF-RI bittn hiicre tiplerinde
bulunmasina karsin, Fas (CD95, APO-1) daha ¢ok karaciger, akciger, kalp, barsaklar, deri ve

lenfositlerde bulunur. insanlarda Fas etkisi dokuya spesifik olup spesifik hormon olan FasL
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tarafindan tetiklendiginde Fas, bilinen tek fonksiyonu olan apoptozisi baslatma isini yapar. Fas
ve FasL’de olan mutasyonlar lenfoproliferatif hastaliklarin gelismesinden ve inflamatuar
makrofajlarin imhasinin gecikmesinden sorumlu tutulmaktadir. ARDS gelisen olgularda
pulmoner 6dem sivilarinda Fas ligandinin olgulebilir oldugu belirtilmekte olup Fas bagimh
yollar alveoler makrofajlar tarafindan sitokin yapimini stimiile etmektedir. Boylece Fas bagiml
yollarin inflamasyona neden oldugu ve akcigerlerde tekrarlanan inflamasyonlar sonucunda
hiicre membran butunliginde bozulmaya, hava yolu ve alveoler epitelde nekroza yol agattig
belirtilmektedir (177,178).

Programlanmis hiicre 6lUmu olan apopitozis, ‘caspase—3’ ve ‘caspase—8 ’ proteinlerinin
aktivasyonu ile meydana gelmektedir. Bu proteinler, mitokondrial membranda birtakim
degisikliklere sebep olmalarinin yanisira, sitoplazmaya sitokrom ¢ salinmasina ve sonucta
nikleer DNA’nin yikilip hticrenin 6lmesine sebep olmaktadirlar (179-182). Ligandlari ile
baglandiktan sonra Fas ve TNF-RI, adaptor proteinler ve pro-caspaslardan olusan bir 6lim
kompleksinin olusmasina aracilik ederler. Bu kompleks, caspase-8 ve caspase-3 ‘Un
aktivasyonunu saglar (183). Pre-apoptotik proteinlerin aktivasyonu sonrasi gelisen hicresel
stress olusturarak sitokrom c’nin salinmasina yol agar. Sitokrom c, Apaf-1’e baglanarak
caspase-9’u aktive eder. Bu noktadan sonra caspase-9 efektor caspase’lar aktive ederek
anahtar proteinlerin siral bir sekilde aktivasyon ve yikilmasi ile apoptozis olay gerceklesir
(183). Mitokondrial ve reseptdr yollarinin, Bid proteini tUzerinden birbiri ile iliskide olduklari
dustnllmektedir. Bid proteini, caspase—8 tarafinca aktive edildikten sonra mitokondrilerden
sitokrom ¢ salinmasini saglamaktadir (183).
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11.5. ANTITROMBIN 111 (AT-111)

Antikoagulan mekanizmalar, damar endotelinden kaynaklanan antikoaguilan maddelere ve
plazmada bulunan karaciger kaynakli antikoagilan faktorlere bagimlidir. Normal kosullarda
adhezyon-agregasyon olayl kandan ve zedelenen damar dokusundan gelen antiagregan
fibrinolitik aktive ile dengelenmis durumdadir. Antiagregan ve fibrinolitik aktiviteyi saglayan
olaylardan birincisi damar endotelinden gelen PGI2’dir. Trombosit kiimelesmesi olayini
baslatan damar duvari zedelenmesi PGI2’nin de hizla sentezine yol acar ve bdylece
trombositlerin damar duvarina yapismasini ve agregasyonlarini inhibe eder. PGl2 ayrica gugli
bir vazodilatator etki saglayarak kan akimini hizlandirir. Bu sekilde trombositlerdeki TxAz ile
antagonist fizyolojik etki gosterir. Normalde bir denge igerisinde bulunan agregan antiagregan
etkilesim damar endotelinde ortaya ¢ikan belirgin ve uzamis bir zedelenmede ile bozularak bu
denge trombosit agregasyonu lehine déner ve trombosit kiimelesmesi irreversible bir déneme
gecerek pihti ve tromboz olusur. Burada kandan ve zedelenen dokudan gelen pihtilasma
faktorlerinin birlesmesi sonucu fibrin olusur. Fibrin, trombositleri ve diger kan hucrelerini
sararak pihti olusturur. Trombis olusumunda énemli bir olay da fibrinolizisdir. Fibrinolizis, kan
pthtilasmasi sonucu olusan fibrinin parcalanmasi ve pihtinin erimesi olayidir. Fibrinolitik

aktivitenin azalmasi trombds olusumunu kolaylastirir.
11.5.1. BiYOKIMYASAL OZELLIKLERI VE FARMAKOKINETIGI

Ik olarak 1932’de tanimlanmis bir plazma glikoproteini olan AT-III terminolojisinin
tarihi  1905’lere kadar uzanir. Bu donemlerde Morawitz tarafindan trombinin asir
koagulasyonun engellenebilmesi icin notralize edilmesi gerekliligi anlasiimistir. 1965 yilinda
Egeberg yiksek tromboz riskinin disuk antitrombin aktivitesine bagli oldugunu gostermistir.
1968 yilinda Abildgaard tarafindan homojen antitrombin elde etme yontemi ile ilk olarak
biyolojik aktivitesi tanimlanmistir. AT-I11 insan plazmasindan elde edilerek 1974 yilindan bu
yana tedavide kullaniimaktadir.

Plazmada bulunan antikoagtilan faktorlerden olan AT-I11, 58.000 dalton molekul agirlikli,
432 aminoasitten olusan, zincir yapisinda 3 adet disilfid bagi ve 4 karbonhidrat yan zincirleri
olan tek zincirli a2 globulin yapisinda bir glikoproteindir. %15 oraninda karbonhidrat icerir.
Aktif bolgesi Arg 385 — Ser 386 peptid bagindadir. Fonksiyonel olarak AT-II1 molekiltnin
trombinin baglandigl ve heparin ve diger glikozaminoglikanlarin baglandigi bolgeler olmak
uzere iki 6nemli bolgesi vardir. AT-I11 karboksil grubunun yanindaki arginil grubu ile trombinin
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aktif serin bolimiine yapisarak kompleks yapmaktadir. Bu yolla trombin 1/1 kompleks olusumu
ile inaktive edilmektedir. AT-IlI molekuliniin heparini baglayan bolgeleri lizin dallari olup
heparini 1/1 molar oraninda baglamaktadir. Endotel hcrelerinin limene bakan yizeyini
kaplayan heparin sulfat adh heparin benzeri molekiller plazmada dolasan antitrombinin
etkinligini arttirir (212).

AT-1I’Un primer sentez yeri karaciger olup ancak vaskuler endotel hiicrelerinde de en az
kandaki miktarda AT-1I1 bulunmasi endotel hicrelerinden de sentezlenebildigi sekilde
yorumlanmistir. Antitrombinler 6 adet olarak tanimlanmistir; Antitrombin I, fibrinojen olup
koagulasyon esnasinda kendisi fibrine donlsurken trombini baglar. Antitrombin I1, heparinin
kofaktoridir. Son zamanlarda AT-11 ve AT-I11I’n ayni oldugu yani heparin ile aktive edilmis
AT-11 oldugu gorust hakimdir. AT-1V, koagllasyon esnasinda meydana gelen bir antitrombin
olup fonksiyonu tartigmalidir. AT-V, kollagen doku hastaliklari ve immiunolojik hastaliklarda
gorilen bir gamma globulin olup normal kisilerde rastlanmamistir. AT-VI ise fibrinojen ve
fibrin yikim Grtnleri (FDP) olup trombin ile kompetitif bir etki gosterir (212).

AT-III’Un plazmadaki normal duzeyi %80 - %120 arasindadir. Radyoaktif calismalarda
antitrombinin dolagimdaki yarilanma émrl 2,6-2,8 giin olarak bulunmustur. AT-111 molekdld,
bir proteinaz olan alfa-trombin ile kompleks yaptiginda hepatositler Gzerindeki serpin reseptor |
adi verilen baglanma bélgeleri tarafindan dolasimdan temizlenir (212).

AT-III’Un aktive edilmis pihtilasma enzimlerinin fizyolojik bir inhibitori olarak énemi,
plazmada fonksiyonel AT-111"tin gerekli seviyesi saglanmadiginda, tromboza egilimin belirgin
olarak arttiginin gosterilmesi ile ortaya konmustur. AT-I11 eksikligi ailesel olabilir ve gegis
peterni genellikle otozomal dominanttir. AT-111 geni 1. kromozomun 1g23-g25 lokisi izerinde
tamimlanmistir. Erkek ve kadinlari esit olarak etkilemektedir. Herediter AT-1I1 eksikliginin
prevalansi genel popilasyonda 1/2.000-5.000 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (212).

Edinsel eksiklik, AT-Ill sentezinin azalmasi, vaskiler yoldan kaybinin artmasi ve
harcamanin artmasi durumlarinda ortaya ¢ikar. AT-I1I’Un harcanmasinin akut artisi 6zellikle
DIC’de gorilur. Septik hastalarda da AT-111"Un yarilanma émrQ kisalmistir. Bu vakalarda AT-
I1I’Gn harcanmasi temel olarak koagulasyonun aktif serin proteazlari ile masif kompleks
olusturmasina baglidir. Sepsis gibi agir vakalarda ¢oklu organ yetmezligine bagl olarak sentez
azalmasi da olabilir. DIC’in giderek artmasinin nedeni AT-H1’Un azalmasidir. DIC’de AT-1II
ekstresi verilmesinin hayat kurtarici oldugunu goésteren bircok ¢alisma mevcuttur. Edinsel AT-
I11 eksikliklerinde intravaskiler trombotik olayin ciddiyeti ile AT-I1I diizeyi arasinda genel bir
paralellik vardir. Sepsis olgularinda erken dénemde ve yiiksek dozda AT-I1I kullanimi hastayi

sepsis komplikasyonlarindan koruyarak COYS gelisimini 6nlemede yarar saglamaktadir.
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ARDS’de AT-III diizeyinin duslk dizeylerde oldugu gosterilmistir. AT-111°0n sepsis ve DIC’de
kullanimini sinirlayan durumlardan biri trombinin fibrin plaklarina baglanip, bdylece

inaktivasyonunun engellenmesidir.

11.5.2. BiYOLOJIK OZELLIKLER
Antikoagulan Ozellikler

Duman inhalasyonu sonrasi aktive olan TNF-o ve diger sitokinler inflamatuar yanit ile
birlikte koagulasyon sistemini de aktive etmektedir. Hemostaz dengesi prokoagulanlarin artisina
karsin koagulasyon inhibitdrlerinin azalmasi ile bozulmaktadir (213).

Alfa 2 globulin yapisinda antikoagulan bir ajan olan AT-II1, koagulasyon kaskadinda yer
alan trombin gibi  serin proteazlarinin fizyolojik inhibitoriidir (151). Inhibitor profili
koagulasyonun intrinsik (F Xla, F IXa), ekstrinsik (F VIla’ya bagh doku faktoril) ve ortak
yolunu (F Xa, trombin) icerir. Ayrica aktif bolgelerinde birer serin grubu iceren Protein C gibi
serin proteazlari, kompleman inhibitért olarak bilinen Protein S ve yuksek molekul agirhkli
kininojeni de inhibe ettikleri bildirilmektedir. Trombin ve diger serin proteazlarini ilerleyici ve
tersinir olmayan bicimde inhibe eder.

Endotel hiicrelerinden salinan PGl2, trombosit aktivasyonunu onleyen ve ayni zamanda
var olan trombosit agregatlarini ortadan kaldiran gucli bir vazodilatatordir. PGl2 trombositlerin
vaskuler endotele adezyonunu Onler. PGI2 antiagregan etkisini trombositlerdeki adenil siklaz
enzimini aktive ederek, hicre icindeki siklik AMP dizeyini yikseltmek suretiyle gosterir (214).

Endotel hicre bitunlGginin bozulmasi, trombositlerin buraya adezyonuna, aktive olarak
grantllerinde depo edilmis olan Urdinlerininin sekresyonuna ve tromboksan Az sentezine neden
olur. Vaskdler duvarda hasarlanma membran glikoproteinleri (GP) olan trombosit reseptorlerini
aktive eder. GP1b reseptori von Willebrand faktoriiniinin, GPla reseptorli subendotelyal
kollajenin, GP11b ve GP111a reseptorl ise fibrinojenin trombositlere baglanmasini saglar. Bu
reseptorler, endoplazmik retikulumdan kalsiyum salimini saglayarak trombositlerin aktive
olmasini saglarlar. Trombosit kalsiyumunda artma trombosit agregasyonunu saglayan
faktorlerden birisidir. Trombosit kalsiyumunda artma sonucunda, trombosit ici aktin ve miyozin
aktive olarak kasilir ve bu da trombosit agregasyonuna yol acar. Bu kontraksiyon sonucunda,
trombosit glikoprotein reseptérleri, von Willebrand faktor, fibrinojen ve trombini kapsayan
degisik makromolekiillerle daha blyuk oranda reaksiyona girip daha ¢ok trombositin

agregasyonunu ve damar duvarina adezyonunu saglar.
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Hemostaz regilasyonunda AT-HI’Un oynadigl santral yol, heparin veya endoteldeki
heparin bagimh yapilar tarafindan hizlandirilan inhibitor fonksiyonuna dayanmaktadir (14,215).
AT-111’ln bu etkisini endotel hiicre yuzeyindeki heparin benzeri glikozaminoglikanlarla (GAG)
etkilesmesi sonucunda ortaya ¢iktigi ileri strilmektedir (15,215,216).

AT-III, endotel yizeyindeki heparin silfat proteoglikanlar ile kompleks olusturdugunda
proteazlari inhibe edici etkisi guclenmektedir. Normal sartlarda az miktarda AT-I1II, heparin
stlfat proteoglikanlarina bagh olarak durmaktadir. Bunun sonucu olarak da AT-III intrensek
pthtilasma yolu enzimlerinin olustugu ylzeylerde secici olarak aktivedir ve bu hemostatik
enzimleri notralize ederek dogal yizeyleri trombis olusumuna karsli korur. Herhangi bir
nedenle endotel hasari olusmus damar duvarinda trombinin koagulan aktivitesi ortaya cikar.
Yaralanma boélgesinde her yaranin etrafinda hemostaz saglamak igin fibrin formasyonunu
saglayan koagulasyon enzimleri kuvvetle aktive olur. Lokalize pihtilasma olayr tamamlandiktan
sonra koagulasyon faktorlerinin inhibe edilmesi icin bir yol bulamazlarsa aktif serin proteazlar
dolasimda surekli olarak tromboza neden olacaktir.

AT-III koagulasyon proteazlarini 1/1 oraninda inhibe eden bir glikoproteindir. AT-III ile
trombin arasindaki reaksiyonda AT-HI’Un arginin kismi trombinin aktif serin kismina
baglanarak irreversibl bir reaksiyon ile inaktif bimolekdler bir kompleks olusur. Bu reaksiyon
progresiftir. Bu kompleks olusumu belli bir dengeye eristiginde durmaktadir. Trombin-
antitrombin kompleksi genelde stabildir. Heparin AT-111’U aktive eder. AT-111tn epsilon-lizin
kismina heparinin baglanmasi konformasyonal bir degisiklige sebep olarak serin bdlgesini
baglayan argininin daha duyarl hale gelmesine neden olur. Bu degisiklik sonucu trombin ve
inhibitorin arginin reaktif ucu arasinda daha hizli bir reaksiyona imkan verir. Boylece AT-
I11I’0n inhibitdr potansiyeli artmig olur. Bu enzim inhibisyonu heparinin yoklugunda daha yavas
ilerler. Heparin AT-IlI’e yuksek aktivite gosterirken trombin-antitrombin kompleksine olan
afinitesi disukttr. Heparin-AT Il kompleksi olustuktan sonra heparin serbestlesir ve serbest
inhibitore baglanmaya hazirdir. Boylelikle heparin ard arda trombin-AT 111 kompleks olusumu
turlarini katalize edebilir. Heparinin bu 6zelligi kiiciik miktarlarinin bile nasil blyuk miktarlarda
aktif enzimi inaktive etigini gostermektedir. Bu da heparinin katalizor rol oynadigini, reaksiyon
sonucu yapisinin bozulmadigi ve AT IlI-trombin kompleksi olusur olusmaz kompleksten
ayrilarak serbestlestigi anlamina gelmektedir. Bu durumda AT-III antikoagilan, heparin ise

kofaktor olarak gorev yapmaktadir (215).
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Antienflamatuar Ozellikler

AT-11"Un iskemi-reperfiizyon hasarina bagli organ disfonksiyonunda yararli olabilecegini
bildiren ¢alismalarda; ajanin antikoagulan 6zelliklerinden bagimsiz olarak etki mekanizmasinda
prostasiklin Gretiminin de rol oynadigi 6ne surilmekte ve bu 6ngori prostasiklinin stabil
metaboliti olan 6-keto-PGFla dizeyinin saptanmasi ile desteklenmektedir (15). Kimyasal
olarak anstabil olan PGlz’nin yarilanma 6mri 2-3 dakika olup stabil formu olan 6-keto-
PGFla’ya hidrolize olarak bobreklerden atilir.

AT-I1I"Un endotelyal hiicre yuizeyindeki heparin benzeri glikozaminoglikanlarla etkilesimi,
in vitro ve in vivo olarak endotelyal hiicreden PGIl2 salinimini kolaylastirir. Bu sayede
inflamatuar reaksiyonlar sirasinda monositlerden TNF-a Oretimini baskilar, intraselltler
cAMP’yi arttirarak I6kosit ve monositlerin aktivasyonunu ve endotelyal hicrelere notrofil
adezyonunu inhibe eder ve lizozomal enzimlerin ve serbest oksijen radikallerinin olusumunu
engeller. Bu nedenle de AT-III’lin aktive l6kositlerin indiikledigi organ hasarini Onledigi
belirtilmektedir (10,16,17,217,218), (Sekil 9,10,11).

Dolasimda hemorajik ve endotoksemiye bagh gelisen septik sokta ve hipoksi sirasinda
endojen PGl2 olusumu artar (176). AT-II tedavisinin etkilerini arastiran bir calismada; rat
karacigerinde olusturulan iskemi-reperflizyon hasarinda AT-III’ln PGIl2 Gretimi Uzerinden
mikrodolasimi iyilestirdigi ve histolojik hasari azalttigi bildirilmistir (219,220). Yapilan
calismalarda, AT-11’Un iskemi-reperflizyon sonrasi akcigerdeki histolojik hasari, lipid
peroksidasyonu ve notrofil infiltrasyonunu inhibe ederek Onledigi gosterilmistir (151,152).
Yapilan bir baska calismada da AT-HI’Un sadece antitrombotik degil ayni zamanda
antienflamatuar etkisinin de oldugu belirtilip, nétrofil akimilasyonu ve adezyonuna Karsi
sadece profilaktik olarak degil terapotik olarak da kullanilarak mikrovaskdler disfonksiyonun
duzeltilmesinde etkili olabilecegi belirtilmistir (221,222).

Saghkli bireylerde AT-III’0n yart 0mri yaklagik 55 saat olup, bu stre ciddi sepsisli
hastalarda azalmaktadir (223). inflamatuar siirecte sitokinlerin uyarisi ile aktive olan
notrofillerden salinan elastaz gibi proteolitik enzimlerin AT 11’0 yiktig1 belirtilmektedir. Ciddi
sepsisi olan hastalarda uygulanan AT-I1I desteginin; 6zellikle dustk plazma AT-111 diizeyi olan
ve dissemine intravaskiler koagulasyon belirtileri sergileyen hastalarda, organ koruyucu
ozelliklerinin yani sira iyi tolere edilebilir bir tedavi secenegi olusturdugu bildirilmektedir (224-
227). Ciddi sepsisli olgularin degerlendirildigi bir meta-analizde; AT-III ile tedavi edilen
hastalarda, 30 gunlik izlem sirasinda saptanan mortalitenin  %22.9 oraninda azaldigi
bildirilmistir (223).
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Endotel hasari sirasinda olusan trombinin vaskiler duz kas hicresinde mitojen 6zellikte
oldugu konusunda bulgular mevcuttur. Alfa trombin ile yapilan bir ¢alismada alfa trombinin
arteriyel diz kas hucresinde konsantrasyona bagl olarak DNA sentezini arttirdigl ve hicre
proliferasyonuna neden oldugu tespit edilmis ve AT-I11’0n, alfa trombinin trombine baglh DNA
sentezini inhibe ettigi belirtilmektedir. AT-11I’in vaskiler diz kas hicresi Gzerindeki
proliferatif etkiyi indirekt yoldan bloke ettigi dustintilmektedir. immiinolojik hasarda endotel
hasarina sekonder prokoagilan aktivitenin varliginin belirlenmesinin ardindan AT-11’ln
trombin ve diz kas proliferasyonundaki inhibisyon guicuniin anlasiimasi, dikkatleri rejeksiyon
olgusundaki koagulasyon faktorlerinin degerlendirmesine yoneltmistir. Fonksiyonel kaybi olan
allogreftlerde vaskiler AT-11’Un kaybi ve fibrin birikimi tespit edilmistir. Yapilan deneysel bir
calismada; AT-HII’Un, T hicre aktivasyonunun inhibisyonu, antienflamatuar ve antitrombotik
etkileri dikkate alinarak transplantasyonda da terapotik etkinliginin olabilecegi bildirilmistir
(228).
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11.5.3. ANTITROMBIN 111 KONSANTRELERIi

AT-1Il konsantreleri, heparin-sepharose gel kromotografi yontemi ile purifiye edilmis
insan plazmasindan ylksek derecede saflastirilarak izole edilmistir. Ginimuzde Grinlerin timi
virsten arindirlimak tizere 10 saat boyunca 60 C’lik sollisyonlarda 1stya maruz birakilmistir.
Konsantreler suda ¢oziinmektedir (Resim 1). Aktiviteleri sise basina 500-1000 1.U’dir. Siselerde
belirtilen aktivite +10 oraninda dogru bulunmustur. Radyal immunodifiizyon ile simultane
konsantrasyon 6lcumleri aktivite 6lctimlerinden %0-9 arasinda daha ylksek sonuclar vermistir.
Bu kicuk farkliliklar plazmadan izolasyon sirasinda bazi AT-111 molekdllerinin bir sekilde
degiserek antijenitelerini koruduklari halde aktivitelerini kaybetmelerinin bir sonucu olarak
kabul edilmektedir. Preparatlarin saklanma sekli (+2)-(+8) C derecede 3 yil, oda isisinda ise 1
aydir. %5 dekstroz ya da %0.9 NaCl solusyonlari ile inflizyon cozeltileri hazirlanabilir.
Sulandirnimis ¢ozeltiler en ge¢ 12 saat iginde verilmelidir. Infiizyon hizi 50 1.U/dk olmahidir.

AT-III insan plazmasinda 24-37 mg/dl dizeylerinde bulunmaktadir. Yiksek derecede
saflastiriimis ve plazmaya oranla AT-1I1 konsantrasyonlari 150-600 mislidir. Uluslararasi
standartlara gore 1 ml plazmadaki AT-1I1 miktari 1 (nite olarak belirlenmistir. Cesitli
calismalarda 1 1U/Kg dozunda verilen AT-11I’Un plazma AT-I1I aktivitesini %1-1,8 oraninda
arttirdigr bildirilmektedir. AT-I11 diizeyi normalin yaklasik % 50°nin altinda olan hastalara
intraventz yolla 50 1U/Kg verilmesi ve replasman tedavisinin duzey tayininden sonra, AT-III
aktivitesini %100’de tutacak sekilde uygulanmasi veya yikleme dozunun %60’ inin her 24
saatte bir verilerek AT-III aktivitesinin % 80’in Uzerine ¢ikarilmasi 6nerilmektedir. Hayvan
deneylerinde ise AT-111 250 1U/Kg dozunda kullaniimaktadir. Birgok ¢alismada, plazmada AT-
Il dlzeylerinin RIA veya son zamanlarda daha yaygin olarak kullanilan ELISA yontemi ile
Olcildugu belirtilmektedir.
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I11. GEREC VE YONTEM

111.1. ARASTIRMA TiPi

Deneysel calisma protokolu Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma
Kurulu tarafindan etik ve bilimsel yonden onaylandiktan sonra Ulusal Saglik Enstitiisi
Laboratuvar Hayvanlari Bakim ve Kullanim Kilavuzu “National Institute of Health Guide for
the care and use of laboratory animals’ kurallarina uygun olarak gerceklestirilmistir. Deneyde
kullanilan ratlar Baskent Universitesi Arastirma Merkezine bagli Deney Hayvanlari Uretim

Merkezinden temin edilmistir.

111.2. ARASTIRMA YERI VE ORTAMI

Bu calisma, Baskent Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinde gerceklestirilmistir.
Calismada herbiri randomize olarak secilen, agirliklari 300-400 gram arasinda degisen, 12 aylik
matur, 35 adet Wistar Albino cinsi erkek rat kullanilmistir. Denekler ¢alismaya baslamadan 1
hafta 6nce Uretim merkezinden arastirma merkezine getirilerek sicakligi sabit ortamda (22 °C"),
12 saat gindiiz, 12 saat gece ortaminda tutularak ve standart rat yemi verilerek deneye
hazirlandi. Deneyde kullanilacak ratlar 12 saat dnce ac¢ birakilarak sadece su igcmelerine izin
verildi.

Deney sonrasi, denekler normal oda isisi ve atmosferine birakilarak standart rat yemi ve

su verilerek 48 saat izlendi.

111.3. ANESTEZI

Deneklere, 48 saat sonra yapilacak sakrifikasyon islemi oncesi anestezi, 60 mg/kg
ketamin hidrokloriir (Ketalar® Eczacibasi Warner-Lambert ilag sanayi, Levent, istanbul) ve 10
mg/kg xylazine hidroklorit (Rompun® Bayer , Sisli, istanbul) aseptik sartlarda intraperitoneal

verilmesi ile saglandi.

111.4. DUMAN INHALASYON MODELI

Duman inhalasyon hasari modeli olusturmak icin 70x20x16 cm boyutlarinda, birbiri ile

iligkili 7 bolmeden olusan, i¢c hacmi 22.4 It olan duman odasi yapildi. On kisim acilabilir cam
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strgu ile kapatildi. Kutunun st kismina 2 cm yiksekliginde dumanin hareketine olanak
verebilen, bolme yapildi. Ratlarin konuldugu bolumlere duman gecisini saglamak igin, her
bélimde 2 adet olmak tzere toplam 14 tane havalandirma deligi agildi. Ratlarin konuldugu
b6Imenin bir tarafina duman, diger tarafina oksijen girisi yapildi (229,230), (Resim 2).

Duman elde etmek icin ham pamuk, silindir seklinde celikten yapilmis 6zel yanma
odasinda yakildi. Olusan duman, yanma odasinin Gstiindeki konik yapidaki bacadan bir
aspirator yardimi ile toplandi. Aspire edilen duman, deney standartizasyonu ve 1si hasarini
Onlemek amaciyla, aspirator ile yanma odasi arasina yerlestirilen ici su dolu cam fanustan
gecirilerek sogutuldu. Aspiratore gelen hava, borular ile duman odasina aktarildi (229,230),
(Resim 2). Calisma sirasinda, duman odasindaki gaz profili oranlari ve 1s1 degisimleri
monitorize edildi. Gaz profili ve 1s1 6l¢cumleri, gaz analiz cihazi (Multi Gas Analyser
MGA 23) ile yapildi (Resim 3). Aspiratérden ¢ikan havanin hizi 27,93 + 0,5 m/sn idi ve
gruplar arasi yapilan dlciimlerde degisme gostermedi.

Yapmis oldugumuz bu calismada, deneklerin canli kalabildigi en uzun duman
inhalasyon suresi tespit edildi ve yapilan histopatolojik incelemelerde literatlir ile uyumlu

inhalasyon hasarinin olustugu belirlendi (Resim 4,5).

Resim 1. AT Il konsantreleri (Kybernin P®, 500 1U/flk)

o1



Resim 2. Duman inhalasyon hasari olusturmak i¢in kullanilan diizenek

Resim 3. Gaz analiz cihazi (MultiGasAnalyser MGA 23)

52



Resim 4. Kontrol grubunda normal yapida alveoller izlenmektedir (H&E x200).

' 4

Resim 5. Duman inhalasyon grubunda brons duvarlarinda yogun miks tip iltihabi hiicre infiltrasyonu,
alveollerde amfizemattz degisiklikler, alveoller arasi interstisyel alanda lenfoid agregatlar ve plevrada belirgin
kalinlasma izlenmektedir (H&E x200).

53



111.5. ARASTIRMA GRUPLARI

Bu deneysel calisma her biri randomize olarak secilen 35 rat (izerinde yapildi. Ratlar 3

calisma grubuna ayrilarak herbir hayvan yer alacagi gruba gore isaretlendi.

Grup 1 (Duman inhalasyon Grubu, n=15)
Denekler duman odasina konularak asagidaki siraya gore duman ve oksijen inhalasyonu

uygulandi.
e 3 dkduman
e 3dk 10 It/dk oksijen
e 4 dk duman
e 4dk 10 It/dk oksijen
e 5dk duman
e 5dk 10 It/dk oksijen
e 5dk duman
e 5dk 10 It/dk oksijen
e 5dkduman

e 5dk 10 It/dk oksijen inhalasyonu yaptirildi.

Duman inhalasyonu sonrasi plasebo olarak 2., 24. ve 48. saatlerde intraperitoneal yolla 2

ml % 0,9 NaCl verildi. Terapo6tik bir ilag verilmeyen denekler 48 saat sonra sakrifiye edildi.

Grup 2 (Duman inhalasyonu + AT-I11 Grubu, n=15)

Kontrol grubundaki siire ve oranlarda, deneklere duman ve oksijen inhale ettirildi.
Inhalasyondan 2, 24 ve 48 saat sonra ratlara 250 1U/kg/giin dozunda (~2 cc) intraperitoneal
yolla Antitrombin 11l (Kybernin P®, Aventis Behring GmbH Marburg/ Almanya, Fama-Tek)

verildi (Resim 6).
Grup 3 (Kontrol Grubu, n=5)

Duman ve oksijen verilmeksizin duman odasinda 44 dk tutuldu. Plasebo olarak

intraperitoneal yolla 2 ml % 0,9 NaCl verildi.
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48 saat sonra son ila¢ dozunu aldiktan 2 saat sonra deneklere anestezi verilerek karin
orta hat insizyonu ile laparotomi yapildi (Resim 7). Laparotomi esnasinda vena kava inferior
bulundu ve intraket ile kanulize edilerek kan ornekleri alindi (Resim 9). Ardindan orta hat
insizyonu ilerletilerek diyafragmaya ulasildi. Diyafragmaya insizyon yapilip akcigerlerin
kollapsi saglandi. Orta hattan sternum agcilarak torakotomi yapildi (Resim 8). Bu calismada
pulmoner vaskiler permeabilite analizi icin kullanilacak olan Evans Blue metodunda verilen
boya sistemik dolasima gectiginde ayni ratda akciger dokusunda GSH gibi diger biyokimyasal
parametreler, immunohistokimyasal ve histopatolojik degerlendirmeler yapilamamaktadir. Bu
nedenle Evans Blue boyasini elimine edebilmek icin; deneklere vena kavadan Evans Blue
boyasi verilmeden énce sag akciger hilusu klemplenerek perfiizyon engellendi. Ardindan
vena kava inferiordan 30 mg/kg Evans Blue boyasi verildi (Resim 10). Evans Blue vena
kavadan tim sistemik dolasima gectikten sonra rezidiiel boyayi elimine etmek amaciyla sol
akciger pulmoner arter yolu ile % 0,9 NaCl SF ile yikandi. Servikal dislokasyon sonrasi rat

akcigerleri trakea ile birlikte blok olarak ¢ikarilarak sakrifiye edildi (Resim 11).
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Resim 6. Kybernin’in ratlara intraperitoneal yolla verilmesi

Resim 7. Ratlara laparotomi yapilisi Resim 8. Ratlara torakotomi yapilisl
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Resim 9. Biyokimyasal analizler igin vena kavadan kan érneklerinin alinmasi

Resim 10. Vena kavadan evans blue boyasinin verilmesi
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111.6. ARASTIRMA PARAMETRELERI

111.6.1. BiYOKIMYASAL ANALIiZ

Vena kavadan kan alimindan hemen sonra serumda sitokin ¢alismasi igin diiz biyokimya
tlpiine ve plazmada 6-Keto-prostaglandin Flo analizleri icin ise CBC tipulne yalasik 3’er cc
kan drnekleri konuldu. 2000 g’de 10 dk santrflj edilerek serum ve plazma 6érnekleri elde edildi.
Elde edilen serum ve plazma 6rnekleri ependorf tlpleri icerisine konularak soguk zincir
prensiplerine uygun olarak analiz stiresine kadar -80°C’ de saklandi.

Tum deneklerin sag akciger Ust lobundan alinan doku 6rnekleri 6nce +4 °C’ de serum
fizyolojik ile yikanip kurulandiktan sonra ependorf tipleri igerisine alinarak soguk zincir
prensiplerine uygun olarak analiz siresine kadar -80°C’de saklandi. Tum biyokimyasal
analizler ¢ift calisma seklinde gerceklestirildi.

Evans blue boyasi ile boyanmis sol akciger lobunun tamami pulmoner mikrovaskiler

permeabilite analizi yapilmak tizere hemen degerlendirmeye alindi.

Serum TNF-a ve IL- 6 Analizi

Serum TNFo ve IL-6 diizeyleri ELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent Assay”)
yontemi ile ticari kitler kullanilarak analiz edildi (Biosource International Inc.,California, USA;
TNFoa: KRC3011, IL-6: KRC0061 ve IL-10: KRC0101)

Sitokinlerin analiz prensibi her ikisinde de benzer bir mekanizma ile “solid phase
sandwich ELISA” yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Bu yontemde, sican TNFa ve 1L-6’ya
karsi olusturulmus spesifik antikor ile kaplanmis *microtiter’ plaklara 6rnek, standard ve kontrol
serumlarinin pipetlenmesi sonrasinda biotin ile isaretlenmis ikinci bir antikor reaksiyon
ortamina eklendi. Bdylece ilk inkibasyon sirasinda orneklerde olculmek istenen sitokin
(antijen) farkh iki baglanma bélgesinden iki antikor ile baglanmis olmaktadir. Ortamdaki ikinci
antikorun fazla miktarinin uzaklastirilmasi sonrasinda, Streptavidin-Peroksidaz enziminin
eklenmesi ile biotin ile isaretli Ab’a baglanmasi sonucu dortli ‘sandwich’kompleksi olusturuldu
(mikroplaktaki immobil Ab-serumda aranan sitokin-biotin ile isaretli Ab-Enzim). Ikinci bir
inklibasyonu izleyerek baglanmamis fazla enzim ortamdan uzaklastirilip bir substrat solisyonu
eklenerek, enzimatik reaksiyonla olusan 0riiniin absorbansi 450nm’de ‘microplate reader’
kullanilarak o6lculdi (Bio-Tek Instruments, INC. ELX 800, USA). Sican orneklerindeki

derisimler; “four parameter curve fit’” metodu kullanilarak, absorbanslar y-ekseninde derisimler
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x-ekseninde olacak sekilde cizilen kalibrasyon grafiginden hesaplandi. TNF-a ve IL-6 serum
derisimleri pg/ml seklinde ifade edildi.

TNF-a icin analitik sensitivite 4 pg/ml, linearite 1000 pg/ml olarak belirtilmektedir.
Analiz ici tekrarlanabilirlik (‘intra-assay precision’) % CV, % 2,6-2,7; analizler arasi
tekrarlanabilirlik (“inter-assay precision’) % CV, % 3,5-4,3 olarak bulunmustur.

IL-6 icin analitik sensitivite 8 pg/ml, linearite 2000 pg/ml olarak belirtilmektedir. Analiz
ici tekrarlanabilirlik (“intra-assay precision’) % CV, % 3,7-4,9; analizler arasi tekrarlanabilirlik

(“inter-assay precision’) % CV, % 5,9-9,9 olarak bulunmustur.

Plazma 6-keto Prostaglandin Fy, (6-keto PGFy,) Analizi

EDTA’l kan ornekleri 2000g’de 10 dakika santrfiij edilditen sonra ayrilan plazmalar
analiz edilinceye kadar iki hafta -80°C’de saklandi. Plazma ornekleri farkli iki dilisyonda
Enzim Immunoassay (EIA) yontemi ile (Cayman Chemical Company, Catalog No: 515211,
USA) calisildi. Bu yontem 6-keto PGFy, ve 6-keto PGF,, —asetilkolinesteraz (AChE)
konjugatinin 6-keto PGF;,’ya spesifik tavsan antiserum baglama boélgesi igin yarismasi esasina
dayanmaktadir. Olusan antijen-antikor kompleksi EIA plak kuyucuklarina kaplanmis olan ikinci
bir antikorla, fare monoklonal anti-rabbit Ig G antikoru ile, baglanir. Baglanmamis fazla
reaktifin yikama ile uzaklastirllmasi sonrasi AChE’nin substratini iceren Ellman reaktifi ile
olusturulan enzimatik reaksiyon sonucu olusan sari rengin siddeti fotometrik olarak ‘microplate
reader’ullanilarak olgiilir (Bio-Tek Instruments, INC. ELX 800, USA). Olciilen rengin siddeti
plazma 6rnegindeki 6-keto PGF;, derisimi ile ters orantilidir. Sican érneklerindeki derisimler
‘four parameter logistic’ metodu kullanilarak %B/B, y-ekseninde, derisimler x-ekseninde
olacak sekilde cizilen kalibrasyon grafiginden hesaplandi. Sonuclar pg/ml olarak ifade edildi. %
20-80 arasinda elde edilen % B/By sonuglari kabul edilebilir dlgim araligi olarak alindi.

Yontemin analitik sensitivitesi 11pg/ml olarak belirtilmektedir.

Doku GSH Analizi

Doku orneklerinde rediikte glutatyon (GSH) analizleri igin akciger doku homojenatlari
sogukta 0,15 M KCI icinde (%10, w/v) cam homojenizatér kullanilarak hazirlandi. Doku
homojenatlarinda rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri Ellman tarafindan tanimlanan stlfidril
grup analizi prensibine goére tayin edildi (232). Bu yontemde 6rneklerin deproteinizasyonu

sonrasinda Ellman’in renk reaktifi (%40 DTNB, w/v %1 sodyum sitrat icinde) ile
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supernatantlarin reaksiyonu sonucu olusan renkli kompleksin absorbansi 412 nm’de reaktif
kori’ne karsi spektrofotometrik olarak hemen 6lgildu. GSH derisimleri GSH kalibrasyon egrisi
kullanilarak hesaplandi . Sonuglar nmol GSH/mg protein olarak ifade edildi.

Doku homojenatlarinda protein analizi Lowry ve arkadaslarinin yodntemine gore
gerceklestirildi (233). Bu yontem proteinlerdeki peptid baglarinin alkali ortamda Cu®
olusturmak tizere Cu™™ ile reaksiyona girmesi prensibine dayanmaktadir. Olusan kupréz iyonlar
(Cu") Folin reaktifi ile reaksiyona girerek fosfomolibdotungstati bakir katalizli aromatik amino
asit oksidasyonu yolu ile heteromolibden mavisine indirgemektedir. Reaksiyon sonrasi olusan
renkli kompleksin absorbansi 550 nm’de reaktif koru’ne karsi spektrofotometrik olarak olgildu.
Protein derisimleri standard kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplandi. Sonuclar mg/ml olarak
ifade edildi.

Pulmoner Mikrovaskiler Permeabilite Analizi (Evans Blue Yontemi)

Evans blue uygulamasi ve % 0,9 NaCl SF ile perfiizyon sonrasi sag akciger lobu ¢ikartild.
% 0,9 NaCl SF ile yikama sonrasi tartildi ve 90°C’de 24 saat Isitma sonrasi 2 ml formamid
icinde 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Formamid ekstraksiyonu sonrasi elde edilen eluentin boya
derisimi 620 nm’de spektrofotometrik élcim (Shimadzu uv-1600) sonrasi hesaplandi. Evans
blue standardi kullanilarak yapilan 6lgime gore 1 ug boya absorbansi 0.068 olarak bulundu.
Buna gore akcigerlerden ekstrakte edilen Evans blue boya derisimi hesaplanarak sonuclar pg
EB boyasi/g yas agirlik seklinde ifade edildi (77,234).

111.6.2. HISTOPATOLOJIK INCELEME

Yapilacak histopatolojik degerlendirme icin tim ratlardan, akcigerlerin ayni
bolgelerinden kesitler alindi. Formolin ile 24 saat tespit edilmis olan akciger spesimenleri
orneklenmis ve parafine gomilerek her bir parafin 6rnekten Hemotoksilen & Eozin boyalari
icin 4 u, immunhistokimyasal boyalar i¢in 3 p kalinhginda kesitler alinmistir. Akciger
spesimenlerinin rutin islem sonrasinda hazirlanan Hemotoksilen & Eozin kesitlerinde bronsitis,
talenjiektazi, atelektazi, amfizem, bronkopnémoni, interalveolar septal konjesyon, intralveolar
hemoraji ile l6kosit ve lenfosit hicre infiltrasyon durumu arastirildi. Butin patoloji

preparatlari ayni patolog tarafindan degerlendirildi.
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Akcigerde meydana gelen patolojik degisiklikler 4 skor seklinde siniflandiriimistir.
Skorlama asagidaki gibidir;
(0) = Hasar yok
(1) = Az hasar veya histolojik degisiklikler
(2) = Orta derecede hasar veya histolojik degisiklikler
(3) = Ileri derecede hasar veya histolojik degisiklikler

Immiinohistokimyasal Degerlendirme
Parafin bloklardan hazirlanan 3 p incelikteki kesitler, poly-L-lysin ile kaplanmis lamlara

alindiktan sonra 56 C°’ lik etlivde 14 saat, sonrasinda sirasiyla ksilen ve alkolde 30’ar dakika
bekletilmistir. Cesme suyunda yikanan lamlar, Citrat Buffer Sollisyonu’na (ph= 6,0) alinmistir.
Orta 1sida 20 dakika kaynatilip, 20 dakika oda isisinda bekletilmistir. Daha sonra avidin-biotin
kompleks metod kullanilarak kesitler INOS ( INOS Rabbit polyclonal antibody RB-9242-R7)
dilte edilmeden kullanima hazir formda, MPO (Myeloperoxidase DAKO polyclonal rabbit A
0398) 1:300 dilisyonla ve TNFa (TNFo. monoclonal mouse antibody, Histopathology Ltd., H-
7608) 1:75 dilisyonla primer antikorda 2 saat oda isisinda inklbe edildi. Son olarak da
kromojen 3,3 — diamino - benzidine — tetrahydrochloryde ile reaksiyon gorinur hale getirildi.
Interalveolar septumdaki inflamatuar hiicreler, respiratuvar epitel ve endotel hiicrelerde

meydana gelen patolojik degisiklikler 4 skor seklinde siniflandiriimistir. Boyanma ytizdelerine
gore skorlama asagidaki gibidir;

(0) = Boyanma yok

(1) = < %20 Boyanma

(2) = %20-40 Boyanma

(3) => %40 Boyanma

Apopitozisin Degerlendirilmesi (TUNNEL Ydntemi)

DNA fragmanlari ticari bir kit (ApopTag, Intergen, NY, US) ile terminal TdT iliskili
dUTP-biotin ile etiketlenerek (TUNEL) 6lmek (izere olan DNA bolgesi varligi saptandi. Parafin
bloklardan hazirlanan 3 p incelikteki kesitler parafinizasyon kaldirildiktan sonra PBS solusyonu
ile 5 dakika yikama sonrasi ‘Proteinase K’ solusyonu ile oda sicakliginda 15 dakika bekletildi.
Ardindan distile su ile 2 kez 2 dakika durulandi. Slaytlar % 3.0 hidrojen peroksit ile oda
sicakliginda 5 dakika alevden gegirildi ve 5 dakika 2 kez PBS ile durulandi. Ardindan oda
sicakhginda 10 saniye dengeli ¢Ozeltiye tatbik edildi. TdT enzimi (33ul) isaretli tampon
solusyonu (77ul) ile karistirldi. Fazla sivi atildi ve isaretli belirte¢ (20 pl/sample) eklendi.
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Slaytlar nemli tup iginde 37°C sicaklikta 1 saat bekletildi ve engelleyici soliisyonlar oda
sicakhginda 10 dakika slaytlara tatbik edildi. Ardindan ‘anti-Diogoxigenin’ konjugati slaytlar
uzerine eklendi ve nemli tlp icinde oda sicakhginda 30 dakika bekletildi. Daha sonra PBS ile 2
dakika 4 kez yikandi. Slaytlara ‘DAB peroxidase’ eklendi ve boya oda sicakliginda 5-6 dakika
bekletildi. Optimal boyama igin reaksiyon mikroskop altinda monitorize edildi. Boya tuttuktan
sonra slaytlar 3 kez distile su ile yikandi. Her bir degerlendirme icin 100 hiicre sayildi ve
boyama pozitif hiicrelerin total hiicre sayisina orani (TUNNEL indeksi) hesaplanarak apopitozis

yuzdeleri hesaplandi.

111.7. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Calismanin verileri SPSS 12 paket programi (Statistical Software for Social
Sciences, version 12.0) kullanilarak analiz edildi. Veriler aritmetik ortalama + standart hata
(Ortalama=SEM) hesaplanarak ifade edildi. Orneklem grubunun 30’dan kiigiik oldugu dikkate
alinarak istatistiksel analizler non-parametrik testlerden Kruscal-Wallis ve Mann-Whitney U
yontemleri kullanilarak analiz edildi. Analizlerde parametrelerin ortalamalari arasindaki
anlamhhk icin Kruscal-Wallis testi kullanildi ve 0,05’den kic¢lk olan p degerleri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Kruscal-Wallis testi istatistiksel olarak anlamli  bulunan
parametrelerde 2 grup arasindaki anlamlihk Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi ve
Bonferonni dizeltmesi dogrultusunda 0,017°den kiglk olan p degerleri anlamli olarak kabul
edildi. Kesikli veriler ki-kare yontemiyle analiz edilmis olup 0,05’den kiiglik degerler anlamli
olarak kabul edildi.
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IVV. BULGULAR

Bu deneysel calisma her biri randomize olarak secilen 35 rat (izerinde yapildi. Ratlar 3
calisma grubuna ayrilarak herbir hayvan yer alacagl gruba gore isaretlendi. Gruplar; duman
inhalasyon grubu, (Grup 1; n=15), duman inhalasyon + AT-IIl grubu (Grup 2; n=15) ve
kontrol grubu (Grup 3; n=5) olarak belirlendi. Duman inhalasyon (Grup 1) grubundan 2 adet,
duman inhalasyon + AT-III (Grup 2) grubundan 1 adet denek, CO intoksikasyonuna bagli
olarak duman inhalasyonu sonrasi erken donemde kaybedildi. Geriye kalan duman inhalasyon
(Grup 1) grubundan 13 adet, duman inhalasyon + AT-111 (Grup 2) grubundan 14 adet rat deney
sliresi olan 48 saat boyunca yasatildi ve ¢alismaya alindi. 48 saat sonra sakrifiye edilen ratlarin
kan ve akciger doku drnekleri alinarak yapilan ¢alismada elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirildi. Yapmis oldugumuz istatistiksel analizlerde tlim paremetreler her bir grup igin
ayri ayri degerlendirildi ve calisma araligl disinda kalan degerler ile doku 6rneklerinin yetersiz
olmasi nedeniyle degerlendirmeyen veriler calisma disi birakildi. Her bir grup igin

degerlendirilmeye alinan denek sayilari ilgili grafiklerde gosterilmektedir.

IV.1. GAZ ANALIZi VE ISI TAKIBI

Duman inhalasyonu sirasinda, duman odasindaki gaz 6lciimleri ve 1si takibi gaz analiz
cihazi (MultiGasAnalyser MGA 23) ile yapildi.

Kontrol grubunda duman odasindaki gaz oranlari
02: %20,9

CO oranlari: 0 ppm
NO oranlari: 0 ppm
SO, oranlari: 0 ppm olarak saptandi.

Duman inhalasyonu sirasinda duman odasindaki gaz élgimleri (Sekil 12)

Duman infiizyonu sirasinda Oksijen inflizyonu sirasinda
CO oranlari: 3500 - 4520 ppm 299 - 1797 ppm

NO oranlari: 11 - 22 ppm 0-9 ppm

SO, oranlari: 41-97 ppm 42-79 ppm

Duman inhalasyonu sirasinda, duman odasindaki O, orani %18,1’in altina inmedi. Isi

Olgtimlerinde, laboratuarin isisi 18°C idi, duman odasinin isisi 20+1°C arasinda degisti.
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Sekil 12. Duman inhalasyonu sirasinda duman odasindaki gaz lgtimleri

64



IV.2. BIYOKIMYASAL SONUCLAR

Plazma 6 -keto prostaglandin Fla analizi

Plazma 6-keto prostaglandin Fla dizeyleri icin Kruskal-Wallis testi ile yapilan
istatistiksel analizde gruplar arasinda anlamli farkhhklar saptandi (p=0,046). Mann-Whitney
U testi ile yapilan gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda Bonferroni dizeltmesine gore
p<0,017 degerleri anlamli olarak kabul edildi. Buna gore; 1. ve 2. grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar saptanirken (p=0,010), 1. ve 3. grup arasinda (p=0,797) ve 2. ve 3.
grup arasinda (p=0,206) istatistiksel olarak anlaml farkliliklar saptanmadi (Tablo 1). Plazma

6-keto prostaglandin Fla degerlerinin gruplara gore dagilimi sekil 13’de gosterilmektedir.

Serum TNF-a ve IL- 6 analizi

Serum TNF-a duzeyleri icin Kruskal-Wallis testi ile yapilan istatistiksel analizde
gruplar arasinda anlamli farkliliklar saptandi (p=0,008). Mann-Whitney U testi ile yapilan
gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda; 1. ve 2. grup arasinda istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar saptanirken (p=0,004), 1. ve 3. grup arasinda (p=0,354) ve 2. ve 3. grup arasinda
(p=0,028) istatistiksel olarak anlamli farkhliklar saptanmadi (Tablo 1). Serum TNF-a
degerlerinin gruplara gore dagilimi sekil 14’de gosterilmektedir.

Serum IL-6 duzeyleri icin Kruskal-Wallis testi ile yapilan istatistiksel analizde gruplar
arasinda anlamh farkliliklar saptandi (p=0,045). Mann-Whitney U testi ile yapilan gruplar
arasindaki ikili karsilastirmalarda; 1. ve 2. grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhliklar
saptanirken (p=0,004), 1. ve 3. grup arasinda (p=0,354) ve 2. ve 3. grup arasinda (p=0,028)
istatistiksel olarak anlamli farkhliklar saptanmadi (Tablo 1). Serum IL-6 degerlerinin gruplara

gore dagihmi sekil 15°de gosterilmektedir.

Doku GSH analizi

Doku GSH dizeyleri igin Kruskal-Wallis testi ile yapilan istatistiksel analizde gruplar
arasinda anlamh farkliliklar saptandi (p=0,013). Mann-Whitney U testi ile yapilan gruplar
arasindaki ikili karsilastirmalarda ise Bonferroni dizeltmesi dikkate alindiginda istatistiksel
olarak anlamh farkhhklar saptanmadi (p>0,017), (Tablo 2). Doku GSH degerlerinin gruplara
gore dagihmi sekil 16°da gosterilmektedir.
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Pulmoner mikrovaskiler permeabilite analizi

Yapmis oldugumuz bu c¢alismada duman inhalasyonu sonrasi pulmoner vaskdler
permeabilite degisiklikleri Evans Blue metodu kullanilarak degerlendirildi. Pulmoner
mikrovaskdiler permeabilite analizinden elde edilen degerlerin gruplara gore dagilimi sekil
17°de gosterilmektedir.

Pulmoner mikrovaskuler permeabilite analizinden elde edilen degerler igin Kruskal-Wallis
testi ile yapilan istatistiksel analizde gruplar arasinda anlamli farklihklar saptandi (p=0,000).
Mann-Whitney U testi ile yapilan gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda; 1. ve 2. grup
arasinda (p=0,000) ve 1. ve 3. grup arasinda (p=0,014) istatistiksel olarak anlamli farkhliklar
saptandi. 2. ve 3. grup arasinda ise istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmadi (p=0,075),
(Tablo 2).
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Tablo 1. Plazma 6 Keto PG-Fla., serum TNF-o ve IL-6 parametrelerinin degerlendirilmesi. Her bir paremetre icin elde edilen degerlerin her bir grup icin aritmetik ortalamalari, standart hatalari ve
ortalamalar arasindaki farkin anlamhlik durumlari gosterilmistir (Grup 1; Duman inhalasyon grubu, Grup 2; Duman inhalasyonu + AT-II1 grubu, Grup 3; Kontrol grubu).

* Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuglari (p<0,017 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.)

** Kruskal-Wallis testi sonuclari

6 Keto PG-Fla TNF-a. IL-6
Kargilagtirilan Onemlilik Onemlilik Onemlilik
| Durumu Durumu Durumu
grupiar X+SEM X+SEM X+SEM
MWU* KW#** MWU* KW** MWU* KW**
Grup 1 744,10+54,83 46,91+7,79 382,11+63,22
p=0,010 P=0,004 p=0,004
Grup 2 3322,58+1184,02 20,42+4,08 200,10+33,92
Grup 1 744,10+54,83 46,91+7,79 382,11+63,22
p=0,797 p=0,046 P=0,354 p=0,008 p=0,354 p=0,045
Grup 3 1609,81+755,37 35,65+3,68 220,99+37,71
Grup 2 3322,58+1184,02 20,42+4,08 200,10+33,92
p=0,206 P=0,028 p=0,028
Grup 3 1609,81+755,37 35,65+3,68 220,99+37,71

67




Tablo 2. Akciger dokusunda GSH aktiviteleri, pulmoner mikrovaskiiler permeabilite ve alveoler apopitozisin degerlendirilmesi. Her bir paremetre icin elde edilen degerlerin her
bir grup icin aritmetik ortalamalari, standart hatalari ve ortalamalar arasindaki farkin anlamlilik durumlari gésterilmistir (Grup 1; Duman inhalasyon grubu, Grup 2; Duman

inhalasyonu + AT-I11 grubu, Grup 3; Kontrol grubu).
* Bonferonni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuglari (p<0,017 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.)
** Kruskal-Wallis testi sonuclari

GSH Permeabilite Alveoler Apopitozis
Karstirilan Onemlilik Onemlilik Onemlilik
I Durumu Durumu Durumu
grupiar X+SEM X+SEM X+SEM
MwuU* KW** MWU* KW** MWU* KW**
Grup 1 10,82+0,77 1284,80+241,42 10,92+2,35
p=0,022 p=0,000 p=0,002
Grup 2 8,39+0,42 203,28+37,73 2,770,533
Grup 1 10,82+0,77 1284,80+241,42 10,92+2,35
p=0,019 p=0,013 p=0,014 p=0,000 p=0,550 p=0,003
Grup 3 7,26%+0,31 337,15+71,92 7+1,22
Grup 2 8,39+0,42 203,28+37,73 2,77+0,533
p=0,130 p=0,075 p=0,01
Grup 3 7,26+0,31 337,15+71,92 7+1,22
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IV.3. HISTOPATOLOJiIK BULGULAR

Akciger dokusunun 1sik mikroskobunda histopatolojik incelemelerinde; l6kosit ve lenfosit
hicre infiltrasyonu ile alveolar kollaps, intraalveolar septal kanama, intraalveolar septal
konjesyon, amfizem ve telanjiektazi durumlari degerlendirildi (Resim 11-14).

Akciger dokusunda degerlendirilen histopatolojik paremetrelerin her biri histolojik
hasarlanma skoruna gore degerlendirildi. Skorlar;

0 : Hasar yok
1 : Az hasar veya histolojik degisiklik
2 : Orta derecede hasar veya histolojik degisiklik

3 : Ileri derecede hasar veya histolojik degisiklik

Tum histopatolojik paremetreler bir arada degerlendirildiginde elde edilen toplam
histolojik skor ortalamalarinin, istatistiksel olarak gruplar arasi anlamlilik durumlari ki- kare
testi kullanilarak hesaplandi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptandi
(p=0,008). Yapilan degerlendirme sonucu; agir-orta derece hasarlanmanin sadece duman
inhalasyonu grubunda oldugu ve bu grupta hafif derecede histopatolojik degisikliklerin en az
sikhikta oldugu saptandi. Buna karsin duman inhalasyonu + AT-III ve kontrol gruplarinda

agirlikh olarak hafif histopatolojik degisikliklerin oldugu gozlendi (Sekil 18).
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Resim 11. interalveoler stromada lokosit infiltrasyonu (H&E x200). Duman inhalasyon grubunda alveoller
arasi septalar geniglemis olup, alveolleri destriikte ederek ortadan kaldiran yogun miks tip iltihabi hiicre
infiltrasyonu interstisyel aralikta izlenmektedir. Cok sayida nétrofil ve arada eozinofil l6kositler dikkati

cekmektedir.

Resim 12. interalveoler stromada lenfosit infiltrasyonu (TNF-a x200). Duman inhalasyon grubunda
TNF-o ile boyama sonrasi monondiklear iltihabi hiicrelerinin belirgin olarak sitoplazmik boyanma

gosterdigi izlendi.
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Resim 13. Atelektazi ve amfizem (H&E x100). Duman inhalasyon grubunda alveolleri destriikte ederek
ortadan kaldiran yogun miks tip iltihabi hiicre infiltrasyonu ve alveollerin ortadan kalkmasi ile eslik eden

amfizematoz ve atelektazik degisiklikler izlenmektedir.

Resim 14. Intraalveoler septal kanama ve septal konjesyon (H&E x200). Duman inhalasyon grubunda

alveoller arasinda interstisyumda belirgin konjesyon ve kanama dikkati cekmektedir.
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Toplam Histolojik Hasarlanma Skor Oranlari

70 ~
64,29

Grup 1 Grup 2 Grup 3

B 0-1 m1-2 m2-3

Sekil 18. Toplam histolojik hasarlanma skor ortalamalarinin gruplara gore dagilim grafigi

*Grup 1: Duman inhalasyon grubu; n=13, Grup 2: Duman inhalasyonu + AT-I11 grubu; n=14, Grup 3:
Kontrol grubu; n=5

** Skorlar: 0-1; Hasar yok veya hafif histolojik degisiklikler, 1-2; Hafif-orta derecede histolojik
degisiklikler, 2-3; Orta-agir derecede histolojik degisiklikler
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Her bir histopatolojik paremetre tek basina degerlendirildiginde istatistiksel olarak gruplar
arasi anlamhihk durumlari ki kare testi kullanilarak hesaplandi.

Doku lenfosit infiltrasyonunun degerlendirildigi histolojik skorlamada gruplar arasi
anlamli farkliliklar saptandi (p=0,046). Duman inhalasyon grubunda ileri derecede lenfosit
infiltrasyonuna egilim go6zlenirken, duman inhalasyonu + AT-IIlI grubunda hafif derecede

lenfosit infiltrasyonuna egilim saptandi (Sekil 19).

Doku Lenfosit infiltrasyon Oranlari
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Sekil 19. Akciger dokusundaki lenfosit infiltrasyon derecelerinin gruplara gére dagilim grafigi

*Grup 1: Duman inhalasyon grubu; n=13, Grup 2: Duman inhalasyonu + AT-I11 grubu; n=14, Grup 3: Kontrol
grubu; n=5

** Skorlar: 0; Lenfosit infiltrasyonu yok, 1; Hafif derecede lenfosit infiltrasyonu, 2; Orta derecede lenfosit
infiltrasyonu, 3; ileri derecede lenfosit infiltrasyonu
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Doku nétrofil infiltrasyonunun degerlendirildigi histolojik skorlamada gruplar arasi
istatistiksel olarak anlamli farklilklar saptanmadi (p=0,091). ilging olarak ileri ve orta derecede
nétrofil infiltrasyonu sadece duman inhalasyon grubunda gozlendi. Buna karsin hafif derecede
notrofil infiltrasyonu ise en fazla duman inhalasyonu + AT-111 ve kontrol gruplarinda saptandi
(Sekil 20).

Doku Nétrofil infiltrasyon Oranlari
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Sekil 20. Akciger dokusundaki notrofil infiltrasyon derecelerinin gruplara gore dagilim grafigi

*Grup 1: Duman inhalasyon grubu; n=13, Grup 2: Duman inhalasyonu + AT-I1I grubu; n=14, Grup 3:
Kontrol grubu; n=5

**Skorlar: 0; Notrofil infiltrasyonu yok, 1; Hafif derecede nétrofil infiltrasyonu, 2; Orta derecede nétrofil
infiltrasyonu, 3; ileri derecede nétrofil infiltrasyonu
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Intraalveoler septal kanama durumunun degerlendirildigi histolojik skorlamada gruplar
aras! istatistiksel olarak anlamli farkhliklar saptandi (p=0,016). ileri derecede intraalveoler
septal kanamaya higbir grupta rastlanmazken orta derecede intraalveoler septal kanamaya en
fazla ve sadece duman inhalasyon grubunda rastlandi. Duman inhalasyonu + AT-I1I grubunda

ise agirlikli olarak intraalveoler septal kanamaya rastlaniimadi (Sekil 21).

Septal Kanama Oranlari
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Sekil 21. intraalveoler septal kanama durumunun gruplara gére dagilim grafigi

*Grup 1: Duman inhalasyon grubu; n=13, Grup 2: Duman inhalasyonu + AT-111 grubu; n=14, Grup 3:
Kontrol grubu; n=5

**Skorlar: 0; Kanama yok, 1; Hafif derecede kanama, 2; Orta derecede kanama, 3; ileri derecede kanama
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Intraalveoler septal konjesyon durumlarinin degerlendirildigi histolojik skorlamada gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml farkliliklar saptandi (p=0,017). ileri derecede intraalveoler
septal konjesyona sadece duman inhalasyon grubunda rastlandi. Duman inhalasyon grubunda
orta-ileri derecede intraalveoler septal konjesyona egilim saptanirken, duman inhalasyonu +

AT-I1I grubunda hafif-orta derecede intraalveoler septal konjesyona egilim saptandi (Sekil 22).

Septal Konjesyon Oranlari
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Sekil 22. Akciger dokusundaki septal konjesyon durumunun gruplara gére dagihm grafigi

*Grup 1: Duman inhalasyon grubu; n=13, Grup 2: Duman inhalasyonu + AT-111 grubu; n=14, Grup 3:
Kontrol grubu; n=5.

**Skorlar: 0; Konjesyon yok, 1; Hafif derecede konjesyon, 2; Orta derecede konjesyon,

3; Ileri derecede konjesyon
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Amfizem durumlarinin  degerlendirildigi histolojik skorlamada gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml farklilklar saptandi (p=0,018). Ileri derecede amfizeme sadece
duman inhalasyon grubunda rastlandi. Duman inhalasyon grubunda hafif-orta derecede
amfizeme egilim saptanirken, duman inhalasyonu + AT-IIl ve kontrol gruplarinin biyik bir

kisminda amfizeme rastlaniimadi (Sekil 23).

Amfizem Oranlari
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Sekil 23. Akciger dokusundaki amfizem durumunun gruplara gore dagilim grafigi
*Grup 1: Duman inhalasyon grubu; n=13, Grup 2: Duman inhalasyonu + AT-111 grubu; n=14, Grup 3:

Kontrol grubu; n=5).
**Skorlar: 0; Amfizem yok, 1; Hafif derecede amfizem, 2; Orta derecede amfizem, 3; ileri derecede amfizem
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Telanjiektazi oranlarinin  degerlendirildigi histolojik skorlamada gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptandi (p=0,012). Ileri derecede telanjiektaziye sadece
duman inhalasyon grubunda rastlandi. Duman inhalasyon grubunda orta—ileri derecede
telanjiektaziye egilim saptanirken, duman inhalasyonu + AT-I11 grubunun buyik bir kisminda

hafif-orta derecede telanjiektazi gozlendi (Sekil 24).

Telanjiektazi oranlari
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Sekil 24. Akciger dokusundaki telenjiektazi durumunun gruplara gore dagilim grafigi
*Grup 1: Duman inhalasyon grubu; n=13, Grup 2: Duman inhalasyonu + AT-I1I grubu; n=14,

Grup 3: Kontrol grubu; n=5.
** Skorlar: 0; Telanjiektazi yok, 1; Hafif derecede telanjiektazi , 2; Orta derecede

telanjiektazi, 3; ileri derecede telanjiektazi
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Akciger dokusunun imminohistokimyasal incelemesinde boyanma yiizdelerine gore;
interalveoler septumdaki inflamatuar hicrelerde MPO, respiratuvar epitel ve endotel
hicrelerinde INOS ve TNF-a aktiviteleri degerlendirildi (Resim 15-17). Akciger dokusunda
degerlendirilen paremetrelerin her biri gruplar arasinda immunohistokimyasal hasarlanma skoru
ile karsilastirildi. Skorlar; MPO, iINOS ve TNFa icin su sekildedir;

0 : Hucrelerde boyanma yoksa

1 : Hicrelerde boyanma %20’den azsa

2 : Hicrelerde boyanma %20-40 arasindaysa
3 : Hicrelerde boyanma %40°’dan ¢oksa

Immiunohistokimyasal paremetrelerin analizinden elde edilen degerlerin  énemlilik
durumlari ki-kare testi kullanilarak hesaplandi ve p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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Resim 15. Endotel ve respiratuar epitel hiicrelerinde NOS boyamasi (NOS x200). Duman
inhalasyon grubunda alveoller arasi septalarda ve brons duvarinda infiltrasyon gdsteren iltihabi

hiicrelerin buytk bir kisminda siddetli derecede iNOS ile pozitif boyanma izlenmektedir.

Resim 16. inflamatuar hiicrelerde MPO boyamasi (MPO x200). Duman inhalasyon grubunda
alveoller arasi septalarda inflamasyona bagli genisleme ve inflamatuar hiicrelerin biytk bir kisminda

myeloperoksidase ile siddetli derecede boyanma izlenmektedir.
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Resim 17. Endotel ve respiratuar epitel hiicrelerinde TNF-o boyamasi (TNF-a x200). Duman
inhalasyon grubunda endotel, respiratuar epitel ve alveoller arasi septalarda izlenen inflamatuar

hiicrelerde TNF-a ile yaygin olarak siddetli derecede boyanma izlenmektedir.
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Akciger dokusunda iNOS aktiviteleri icin yapilan degerlendirmede gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptandi (p=0,03). Duman inhalasyon grubunda ileri
derecede iINOS aktivitesine egilim saptanirken, duman inhalasyonu + AT-III grubunda hafif-
orta derecede iNOS aktivitesine egilim saptandi. Kontrol grubunun buyuk bir kisminda ise hafif

derecede iINOS aktivitesine egilim saptandi (Sekil 25).

iNOS Oranlari
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Sekil 25. Akciger dokusundaki iNOS aktivitelerinin gruplara gore dagihm grafigi

*Grup 1: Duman inhalasyon grubu; n=12, Grup 2: Duman inhalasyonu + AT-I11 grubu;

n=14, Grup 3: Kontrol grubu; n=5.

** INOS i¢in skorlar su sekildedir: 0; Hiicrelerde boyanma yok, 1; Hiicrelerde boyanma
%20’den az, 2; Hiicrelerde boyanma %20-40 arasinda, 3; Hicrelerde boyanma %40’dan fazla
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Akciger dokusunun MPO aktivitesi degerlendirildiginde; gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml farkliliklar saptandi (p=0,003). ilging olarak ileri derecede MPO aktivitesi en
fazla ve sadece duman inhalasyon grubunda saptandi. Duman inhalasyonu + AT-III grubunda
ise hafif-orta derecede MPO aktivitesine egilim gozlendi. Kontrol grubunun buydk bir kisminda
ise hafif derecede MPO aktivitesi saptandi (Sekil 26).

MPO Oranlari

90 -

80,00

80 -
70
60 -
50 -

%
40 -

30 -

20 ~

14,29

10 -

0 1 2 3

Histolojik Hasarlanma Skorlari

EGrupl ®Grup2 BGrup3

Sekil 26. Akciger dokusunundaki MPO aktivitesinin gruplara gore dagilim grafigi

*Grup 1: Duman inhalasyon grubu; n=12, Grup 2: Duman inhalasyonu + AT-Ill grubu; n=14, Grup 3:
Kontrol grubu; n=5.

** MPO igin skorlar su sekildedir: 0; Hicrelerde boyanma yok, 1; Hicrelerde boyanma %20°den az, 2;
Hicrelerde boyanma %20-40 arasinda, 3; Hiicrelerde boyanma %40’dan fazla
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Akciger dokusunda TNF-a reseptor aktivitesini degerlendirmek lizere yapmis oldugumuz
analizde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farkliliklar saptandi (p=0,003). ileri
derecede TNF-ao reseptor aktivitesi sadece duman inhalasyon grubunda godzlendi. Duman
inhalasyonu + AT-I11 grubunun biyik bir kisminda ise hafif derecede TNF-a reseptdr aktivitesi
saptandi (Sekil 27).

Doku TNF-alfa Oranlari
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Sekil 27. Akciger dokusundaki TNF-a. reseptdr aktivitelerinin gruplara gére dagihm grafigi

*Grup 1: Duman inhalasyon grubu; n=12, Grup 2: Duman inhalasyonu + AT-I1I grubu; n=14,

Grup 3: Kontrol grubu; n=4

** TNF-o icin skorlar su sekildedir: 0; Hicrelerde boyanma yok, 1; Hucrelerde boyanma %20°den az,
2; Hiicrelerde boyanma %20-40 arasinda, 3; Hucrelerde boyanma %40’dan fazla
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Akcigerlerde, sirfaktan salgilayan ve duman inhalasyonu sonrasi gelisen akut solunum
yetmezliginde 6nemli rol oynayan PII alveoler hicrelerindeki apopitozis TUNNEL ydntemi
kullanilarak degerlendirildi (Resim 18,19).

Resim 18. Alveoler epitel ve inflamatuar hiicrelerde apopitotik boyanma (Apopitok x200). Duman
inhalasyon grubunda alveolleri déseyen pnémaositler ve inflamatuar htcrelerin biyik bir kisminda

artmig oranda apopitozis izlenmektedir.

Resim 19. Alveoler epitel ve inflamatuar hiicrelerde apopitotik boyanma (Apopitok x200). Duman
inhalasyonu + AT-111 grubunda alveolleri doseyen pnémositlerde ve inflamatuar hiicrelerde azalmis

oranda apopitozis izlenmektedir.
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Alveoler epitel hicrelerindeki apopitotik hiicre oranlari igin yapilan istatistiksel
analizde gruplar arasinda anlamh farkhhklar saptandi (p=0,003). Alveoler epitel
hicrelerindeki apopitotik hiicre oranlarinin  gruplara gore dagihmi sekil 28’de
gosterilmektedir.
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Sekil 28. Alveoler epitel hiicrelerindeki apopitotik hiicre oranlarinin gruplara gére dagihm grafigi
*Grup 1: Duman inhalasyon grubu; n=12, Grup 2: Duman inhalasyonu + AT-11 grubu; n=13,
Grup 3: Kontrol grubu; n=5
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V. TARTISMA

Dumana maruziyet sonrasi inhale edilen toksik gazlar organizmada 6nemli dinamik
degisiklikler meydana getirir. Zehirli kimyasallarin ve gazlarin inhalasyonu, dogrudan lokal
hava yolu ve pulmoner alveolar hasarin yani sira, sistemik inflamatuar mediat6rlerin salinimiyla
inflamatuar stirecin baslamasina neden olarak akut akciger hasarinin gelisimine neden
olmaktadir (21,29,38,44).

Normal kosullarda adezyon-agregasyon olay! kandan ve zedelenen damar dokusundan
gelen antiagregan fibrinolitik aktive ile dengelenmis durumdadir. Antiagregan ve fibrinolitik
aktiviteyi saglayan faktorlerden en Onemlisi damar endotelinden salinan PGI2’dir.
Mikrodolasim ve trombositler Uzerindeki net etki dominant olarak TxAz ve PGI2 dizeylerine
bagl olarak dengede tutulmaktadir. Normalde bir denge icerisinde bulunan agregan-antiagregan
etkilesim damar endotelinde ortaya ¢ikan belirgin ve uzamis bir zedelenmede bozularak damar
duvarinda koagulasyon enzimlerinin kuvvetle aktive olmasina neden olur. Hemostaz dengesi
prokoagulanlarin artisina karsin koagulasyon inhibitorlerinin azalmasi ile bozulmaktadir (213).

Bu vazoaktif ajanlar ayni zamanda inflamatuar reaksiyonlar sirasinda lokosit ve
monositlerin aktivasyonunu ve lizozomal enzim salinimini inhibe edebilir. Ozellikle septik sok
ve hipoksi sirasinda dolasimda endojen PGIl2 saliniminin arttigi bildirilmekte ve bunu da
sitokinin aracihk ettigi siklooksijenaz izoenzim-2’nin indiksiyonu ile gerceklestirdigi
gosterilmistir.

Alfa 2 globulin yapisinda antikoagulan bir ajan olan AT-III, koagulasyon kaskadinda yer
alan trombin gibi serin proteazlarinin fizyolojik inhibitoradar (151). AT-111"tn endotelyal hiicre
yuzeyindeki heparin benzeri glikozaminoglikanlarla etkilesimi, in vitro ve in vivo olarak
endotelyal hiicreden PG I2 salinimini kolaylastirir. Bu sayede inflamatuar reaksiyonlar sirasinda
monositlerden TNF-o Uretimini baskilar, intraselliler cAMP’yi arttirarak l6kosit ve
monositlerin aktivasyonunu ve endotelyal hiicrelere nétrofil adezyonunu inhibe eder ve
lizozomal enzimlerin ve serbest oksijen radikallerinin olusumunu engeller. Bu nedenle de AT-
II’Gn  aktive  lokositlerin  indlkledigi  organ  hasarini  onledigi  belirtilmektedir
(10,16,17,151,152,221).

AT-III’Un antienflamatuar etkilerini dikkate alarak yapmis oldugumuz bu calismada
ratlarda duman inhalasyon modeli olusturarak gelisen akciger hasari tzerinde etkili faktorler

ve ilacin toropatik etkileri degerlendirildi. Aralikli olarak duman ve oksijen inhalasyonu ile
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gaz intoksikasyonuna bagli mortalite 6nlenerek agir-orta derecede duman inhalasyon hasari
olusturuldu. Duman inhalasyonu sonrasi akcigerlerden doku &rnekleri alinarak yapilan
histopatolojik incelemelerde; telanjiektazi, amfizem, interalveolar septal konjesyon,
intraalveolar hemoraji ile I6kosit ve lenfosit hiicre infiltrasyon durumlari tespit edildi ve
bulgular literatiirle uyumlu olarak bulundu (22,93).

Bu calismada; gerceklestirilen duman inhalasyonu sonrast AT-11I’0n etkinligini
arastirmak lzere duman inhalasyonu + AT-11l grubuna, yiksek saflikta AT-Ill konsantresi
iceren ‘Kybernin P®’ verildi. AT-II’Un uygulama dozu segiminde Kybernin’in hayvan
deneylerinde 250 1U/kg/24 h olarak uygulanan dozunun etkin oldugunu gosteren galismalar
dikkate alinarak belirtilen dozlarda intraperitoneal olarak uygulandi (95,174,183).

AT-1I’Un iskemi-reperflizyon hasarina bagl organ disfonksiyonunda yararl olabilecegini
bildiren calismalarda; ajanin antikoagulan o6zelliklerinden bagimsiz olarak PGl2 Gretimi
uzerinden mikrodolasimi iyilestirerek histolojik hasari azalttigi bildirilmektedir (219,220). Bu
0ngori kanda prostasiklinin stabil metaboliti olan 6-keto-PGFla dizeyinin saptanmasi ile
desteklenmektedir (15). AT-11 verildikten ortalama 120 dakika sonra 6-keto-prostaglandin Fla
diizeylerinin kanda maksimum degerlere ulastig iskemi-reperfiizyon modelleri dikkate alinarak
ratlar son ilag dozunu aldiktan 120 dakika sonra sakrifiye edildi (95,170).

Sakrifikasyon islemi oncesi alinan kan orneklerinde plazma 6-keto-prostaglandin Fla
dizeyleri icin yapilan istatistiksel analizde gruplar arasinda anlamli farkliliklar saptandi
(p=0,046). Gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda; duman inhalasyonu ile duman
inhalasyonu + AT-III gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptanirken (p=
0,010), diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farkliliklar saptanmadi (p>0,017).
Plazma 6-keto-prostaglandin Fla dizeylerindeki artisin en fazla duman inhalasyonu + AT-II1I
grubunda oldugu gozlendi. Bu bulgular AT-111’in kanda endojen PGI2 diizeylerini arttirdigini
bildiren calismalarla uyumlu olarak bulunmustur (219,220). 6-keto-prostaglandin Fla
dizeylerindeki en az artisin ise duman inhalasyon grubunda oldugu goérildi. Endojen PGI2
saliniminin kontrol grubunda, duman inhalasyon grubundan daha yiiksek seviyelerde oldugunu
saptandi. Ancak bilindigi lzere, dolasimda hipoksiye yanit olarak endojen PGl2 salinimi
artmakta ve duman inhalasyonu sonrasi travmanin siddetiyle paralel olarak duman inhalasyon
grubunda, kontrol grubundan daha ylksek seviyelerde olmasi beklenmektedir (176,214).
Duman inhalasyon grubundaki endojen PGIl2 saliniminin azalmasina neden olan faktdrin
dolagimdaki AT-I1I duzeyleri ile iliskili olabilecegini distnuldu. AT-111"Un yarilanma 6mru agir

travma, ciddi sepsis durumlarinda ve duman inhalasyonu sonrasi harcanmaya bagl olarak

91



azalmaktadir (208,223). Ayrica inflamatuar slrecte sitokinlerin uyarisi ile aktive olan
notrofillerden salinan elastaz gibi proteolitik enzimlerin AT-111’U yiktigi belirtilmektedir. Bu
bilgilere dayanarak calismamizda duman inhalasyon grubunda, endojen AT-1II’in dokuda
harcanmasina ve inflamatuar hicrelerce yikilmasina bagli olarak kan diizeylerinin azalmasi ile
PGI2 saliniminin azaldigl disunitlmektedir. Bunun yaninda kontrol grubunda endojen PGl2
salinimindaki artisin, duman odasina alinan ratlarda olusturulan strese, verilen anestezi ve
cerrahi prosedurin etkisine bagh olabilecegi diisuntldu.

Duman igeriginde bulunan toksik kimyasal ajanlar mikrovaskiler damar endotelini ve
alveoler epiteli aktive ederek inflamatuar cevabin baslamasina neden olurlar. Duman
inhalasyonu sonrasi, inhale edilen duman partikilleri alveoler makrofajlar tarafindan fagosite
edilir ve bu esnada guclt kemotaktik ajanlar oldugu bilinen TNF-a ve IL-1p gibi proinflamatuar
sitokinler salinir. Bu proinflamatuar sitokinler, arasidonik asit metabolitleri, kompleman
sisteminin aktivasyonu, nétrofil degradasyonu ve serbest oksijen radikali olusumu gibi cesitli
inflamatuar mediyatorlerin salinimi ile de iliskili olup doku harabiyetine en erken hiicresel
yaniti olusturmaktadirlar. Dolasimda erken dénemde tespit edilen TNF-a’nin maksimum diizeyi
tim donemlerde prognostik dneme sahip olup bununla ilgili olarak yapilan ¢alismalarda TNF-a
ve IL-1p’nin sistemik dolagimdaki seviyeleri ile akciger hasarlanma derecesinin siddetinin
birbiri ile korele oldugu bildirilmistir (38,121,122).

Bu proinflamatuar sitokinler daha sonra akciger hasarinin olusmasinda major rolleri oldugu
bildirilen I1L-6 ve IL-8 gibi diger sitokinlerin salinimini indukleyerek inflamatuar cevabi arttirlar
(38,39). Yapilan calismalarda ARDS’li hastalarin 48 saat icinde alinan bronkoalveoler lavaj
sivisi ve plazma orneklerinde TNF-o ve IL-13’nin yani sira IL-6 ve IL-8’in de artmis olduklari
bildirilmektedir (96-99). Yanik sonrasi gelisen inflamasyon sirasinda IL-6, PMNL
aktivasyonunu indikler ve yaslanmis ya da disfonksiyonel PMNL’lerin fagositozunu geciktirir.
IL-6, doku harabiyeti ve cerrahi travmanin boyutu ile plazma/serum dizeyleri arasinda
korelasyon gosteren sensitif ve erken bir belirte¢ olarak gorilmektedir (126). Yapilan
calismalarda IL-6 aktivasyonu ve salinimina TNF-a bagimli mekanizmalarin aracilik ettigi
bildirilmekte olup coklu organ yetmezliginden 6len hastalarda dolasimda TNF-o ve IL-6
diizeylerinin dramatik olarak arttigl ve 6zellikle de IL-6’daki artisin %100 mortalite ile iliskili
oldugu bildirilmektedir (127,128). Notrofiller icin gicli bir kemoatraktan olan 1L-8’in duman
hasari sonrasi notrofillerin pulmoner sekestrasyonu ve akciger hasarinda 6nemli rol oynadiklar
bildirilmektedir (123,126). Yapilan ¢alismalarda; IL-8’in, IL-6 ile de iliskili oldugu bulunmus
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ve IL-6 ile birlikte coklu organ yetmezligi gelisiminde 6nemli gostergelerden biri olarak kabul
edilmektedir.

Yapmis oldugumuz bu calismada; biyokimsal incelemelerde serum TNF-a duizeyleri igin
yapilan istatistiksel analizde gruplar arasinda anlamli farkliliklar saptandi (p=0,008). Gruplar
arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda; duman inhalasyonu ile duman inhalasyonu + AT-I1II
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamh farkliliklar saptanmis olup (p= 0,004) diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml farkhliklar saptanmadi (p>0,017). Serum TNF-a
dizeylerinin en fazla duman inhalasyon grubunda arttigi gozlendi. Bu ayni zamanda
histopatolojik hasarin en yogun oldugu grup olarak belirlendi. Bu sonu¢ TNF-a’nin dolasimdaki
seviyeleri ile akciger hasarlanma derecesinin birbiri ile korele oldugunu bildiren ¢alismalarla
uyumlu bulunmustur (38,121,122). Duman inhalasyonu + AT-lll grubunda kanda TNF-a
diizeylerinin en disuk seviyelerde oldugu ve bu dusus ile korele olarak akciger dokusundaki
histopatolojik hasarin diizeldigi ve sonuglarin kontrol grubuna benzedigi saptandi. Bu bulgular
AT-III’0n, inflamatuar reaksiyonlarin baslangic asamasinda rol oynayan TNF-o salinimini
baskilanmada ©6nemli roli oldugunu ve bu sayede inflamatuar cevabi azalttigi gorisuni
desteklemektedir. Duman inhalasyon grubunda TNF-a dizeylerinin en yiksek degerlerde
saptanmasina ragmen kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh bir
farklilik saptanmadi. Bu sonug sitokinlerin yari dmriiniin ¢ok kisa olmasi nedeniyle, duman
inhalasyonu sonrasi hizla yukselerek sakrifiye edildigi 48. saatlerde bazal degerlere dogru dusus
gostermesi ile aciklanmaktadir. Diger taraftan ilging olarak TNF-o dlzeyleri duman
inhalasyonu + AT-III grubunda, kontrol grubunan daha dusik seviyelerde gdzlenmis olup

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi.

Serum IL-6 dizeyleri icin yapilan istatistiksel analizde gruplar arasinda anlamli farkhiliklar
saptandi (p=0,045). Gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda; duman inhalasyonu ile
duman inhalasyonu + AT-1I1 gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhliklar saptanmis
olup (p= 0,004) diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli
farkhhklar saptanmadi (p>0,017). Yapmis oldugumuz bu ¢alismada serum IL-6 dlzeylerinin
TNF-a duzeylerindeki artisa paralel olarak arttigl izlendi. 1L-6 dizeylerindeki en fazla artis
duman inhalasyon grubunda izlendi. IL-6 ve TNF-a dizeylerindeki degisikliklerin birbirine
paralel seyir gostermesi IL-6 aktivasyonu ve salinimina TNF-o bagimli mekanizmalarin aracilik
ettigini bildiren galismalar ile desteklenmekte (127,128) olup duman inhalasyonu + AT-III
grubunda, IL-6 dizeyindeki bu dususler literatur ile uyumlu bulundu (235). Duman inhalasyon
grubunda IL-6 dizeylerinin en yiksek degerlerde saptanmasina ragmen kontrol grubu ile
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karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi. Bu sonu¢ serum TNF-a
diizeylerinde oldugu gibi sitokinlerin yari dmriinin ¢ok kisa olmasi nedeniyle, duman
inhalasyonu sonrasi hizla yikselerek sakrifiye edildigi 48. saatlerde bazal degerlere dogru dus(s
g0Ostermesi ile agiklanmaktadir. Diger taraftan ilging olarak IL-6 duizeyleri duman inhalasyonu +
AT-I1I grubunda, kontrol grubunan daha dustk seviyelerde gozlenmis olup istatistiksel olarak

anlamh bir farklilik saptanmadi.

Duman inhalasyonuna bagl gelisen akciger hasarinin fizyopatolojisinin anlasiimasi ve
hasarin 6nlenmesine yonelik yapilan ¢alismalarda, akciger parankim hasarinin ortaya ¢ikmasina
neden olan inflamatuar cevap olusumunda, dolasimda bulunan uyarilmis I6kositlerin ve
Ozellikle notrofiller tarafindan salgilanan proteazlar ve toksik oksijen metabolitlerinin 6nemli
rolii  oldugu bildirilmektedir (7,8,22,28,42-47,91-94). ARDS’li  hastalardan alinan
bronkoalveoler lavaj sivisi ve histolojik oOrneklerde egemen olan inflamatuar hicrelerin
notrofiller oldugu ve bunlarin rlini olan elastaz, kollajenaz, reaktif oksijen trunleri ve TNF-au
gibi sitokinleri iceren mediatorlerin buralarda asiri miktarda bulundugu belirtilmektedir (95-
101).

Akciger parankim hasarinin ortaya ¢gikmasina neden olan inflamatuar cevap olusumunda,
dolagimda bulunan uyariimis I6kositlerin neden oldugunun anlasiimasi Uzerine bu konu
uzerindeki calismalar l6kositlerin dokuya gogiindeki basamaklarin engellenmesi (zerinde
yogunlasmistir. Yapilan cok sayida deneysel calismada, pek ¢ok hayvan modelinde nétrofil
akiminin  engellenmesi ile akciger hasarlanma derecesinin dramatik olarak azaldig
bildirilmektedir (102-104). Bu yolda 6nemli gorevleri bulunan adezyon molekullerinin selektif
ve selektif olmayan inhibisyonlarinin yani sira bu siirecte gorev alan ¢ok sayida inflamatuar
mediator inhibitorlerinin kullanimi ile de akciger dokusunda olusacak hasar engellenmeye
cahistimistir (44,45,80). Bununla ilgili olarak bir¢cok calisma yayinlanmis olmasina ragmen
az saylda basarih sonuglar bildirilmekte ve toropatik etkinligi kanitlanmis bir ajan heniz
bulunmamaktadir. Ayrica bu uygulamalar tartigtlabilir 6zellikler icermektedir. Bilindigi
Uzere Iokosit kemotaksisi organizmanin ilk inflamatuar yanit mekanizmasi olup,
organizmanin htcre aractlikli savunma mekanizmalarina aracilik eden bir tir savunma
mekanizmasidir. Hastada bu faktoriin dogal olmayan yollarla ortadan kaldirilmasi savunma
mekanizmasini en bastan ortadan kaldirmakla esdeger tutulabilir.

Yapilan galismalarda; akciger hasarinin olusmasinda 6nemli rolii olan I6kositlerin dokuya
gocunde, trombinin de gorev aldigi bildirilmektedir. Trombin P ve E-selektinlerinin

ekspresyonunu uyararak lokositlerin kiimelenmesini arttirir. Ayrica trombin, hizli bir sekilde
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hicreler arasi baglanti molekili olan ICAM-1, 1L-8 ve PAF Uretimini artirir. Tam bunlarin
sonucunda lokositlerin endotele yapismasi artmaktadir. Ayni zamanda trombin; TNF-a ve IL-
1B dretimini de artirarak inflamatuar etkisini glglendirir. Trombinin gicli ve dogal bir
inhibitord olan AT-II1 ile inaktive edilerek birbiri ile iligkili bu basamaklarin bloke edilmesi
duman inhalasyonunu takiben gelisen akciger hasarinin 6nlenmesinde 6nemli etkileri
olacagini distindiirmektedir.

Glutatyon (GSH) sistemi, oksidatif hasarin azaltilmasinda rol oynayan en Onemli
mekanizmalardan biri olup oksidatif strese karsi Oncil savunma rolu Ustlenerek stres
durumunda, antioksidan olarak fonksiyon gostermektedir. GSH, serbest radikallerin hcre
icinde detoksifikasyonuna neden olan ve lipid peroksidasyonunu onleyen en énemli endojen
mekanizmalardan birisidir (163,164).

Duman inhalasyonu sonrasi gerceklestirmis oldugumuz akciger hasarinda, AT-11’Un
oksidatif stresin azaltilmasinda rol alan GSH enzim sistemi ile iliskisi degerlendirildi. Doku
GSH duzeyleri icin yapilan istatistiksel analizde gruplar arasinda anlamli farkliliklar saptanmadi
(p>0,017). Yapmis oldugumuz bu calismada ilging olarak doku GSH diizeylerindeki artis en
fazla duman inhalasyon grubunda saptandi. GSH-redoks dongusunin kritik bilesenleri olan
doku glutatyon dizeyi, oksidatif stres sirasinda 6nemli oranda azalir. Endojen ya da ekzojen
olarak olusan radikaller, GSH duzeyini azaltmakla birlikte, GSH metabolizmasina bagl
enzimlerin aktivitesini de inhibe ederek oksidanlar tarafindan hasarin ilerlemesine neden
olurlar. Sepsis olgularinda doku GSH duzeylerinin azalmasi ile birlikte mortalite oranlarinda
artis goruldigu bildirimektedir (169). Bu bilgilerin 15181 altinda duman inhalasyon grubunda
doku GSH duzeylerinde daha dusik degerler beklenirken en yiksek degerlere sahip olmasi
dumanda bulunan toksik kimyasal ajanlarin organizmada inflamatuar yaniti baslatarak GSH
enzim sistemini indukledigini distndirmektedir. GSH seviyesindeki bu artis antioksidan etkiyi
arttirarak, savunma sistemini gugclendirici olarak etki etmektedir. Duman inhalasyonu + AT-III
grubunda doku GSH duzeylerindeki rolatif azalmanin nedeni ise; bu grupta aktive nétrofillerin
neden oldugu lipid peroksidasyonunun azalmasi sonucu oksidatif stres azalmakta ve bununla
iligkili olarak GSH enzim sistem aktivasyonunun yetersiz kaldigi dustinilmektedir. Duman
inhalasyonu + AT-IIlI grubunda, duman inhalasyon grubuna gére doku MPO aktivitesinde
anlamh azalmalarin (p=0,003) saptanmasi bu gorisi desteklemektedir. Bilindigi gibi
I6kositlerin dokuya gecerek doku hasarini baslattiklarinin en 6nemli kanitlarindan biri doku
MPO dizeyidir. MPO, I6kositlerin pirimer grandllerinden (azurofil) salinir ve hidrojen
peroksidin klorit iyonlari ile dokuya zararl hipoklorik asit olusturma reaksiyonunu katalize eder
ve dokudaki oksidatif stresi yansitmaktadir. (146,147). Ayrica GSH duzeylerinin duman
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inhalasyonu + AT-III grubunda, duman inhalasyon grubuna oranla daha dusik seviyelerde
saptanmasi bu ajanin doku hasarini dnleyici etkisinin antioksidan enzim sisteminden bagimsiz

olarak gerceklestirdigi fikrini de telkin etmektedir.

Duman inhalasyonu sonrasi aktive lokositlerin salgiladiklari doku proteazlari ve serbest
O2 radikallerinin etkisiyle doku hasari ile birlikte pulmoner vaskiler permeabilite degisiklikleri
de meydana gelmektedir. Ayrica duman icerigindeki toksik kimyasal ajanlar alveoler epitel ve
vaskuler endoteli aktive ederek arasidonik asit metabolitleri gibi pulmoner vaskiler
permeabilite degisikliklerine neden olabilen inflamatuar mediatorlerin salimina neden
olmaktadir. Yapmis oldugumuz bu calismada duman inhalasyonu sonrasi pulmoner vaskler
permeabilite degisiklikleri Evans Blue metodu kullanilarak degerlendirildi. Evans Blue boyasi
albiimine siddetle baglanir ve akut akciger hasari modellerinde protein ekstravazasyonunun
degerlendirilmesinde iyi bilinen bir belirtectir (167,168). Bu yontemle akciger dokusunun
Evans Blue boyasini tutma miktarlari hesaplandi ve elde edilen veriler degerlendirildiginde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhiliklar saptandi (p=0,000). Gruplar arasinda
yapilan ikili karsilastirmalarda; duman inhalasyonu ile duman inhalasyonu + AT Il gruplari
arasinda (p=0,000) ve duman inhalasyonu ile kontrol gruplari arasinda (p=0,014) istatistiksel
olarak anlamli farkhliklar saptanirken, duman inhalasyonu + AT 111 ile kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlaml farkliliklar saptanmadi (p>0,017). Duman inhalasyonu + AT-III
grubunda boya tutulumun en az, duman inhalasyon grubunda ise akcigerlerdeki hasarlanma ile
korele olarak tutulumun en fazla oldugu saptandi. ilging olarak boya tutulumunun, duman
inhalasyonu + AT-III grubunda, kontrol grubundan daha diistik seviyelerde oldugu saptanmis

olup aralarinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik saptanmadi.

AT-1II’Gn duman inhalasyonu sonrasi gelisen akciger hasarinin 6nlenmesinde
etkinligini degerlendirmek Uzere 48. saatte doku Ornekleri alinarak histopatolojik
incelemeler yapildi. Akciger dokusunun 1sik mikroskobunda histopatolojik incelemelerinde;
Iokosit ve lenfosit hicre infiltrasyonu ile alveoler kollaps, intraalveoler septal kanama,
intraalveoler septal konjesyon, amfizem ve telanjiektazi durumlari degerlendirildi.

Tum histopatolojik parametreler bir arada degerlendirilerek toplam histolojik skor
ortalamalari hesaplandi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farkliliklar saptandi
(p=0,008). Yapilan degerlendirme sonucu; agir-orta derece hasarlanmanin sadece duman
inhalasyonu grubunda oldugu ve bu grupta hafif derecede histopatolojik degisikliklerin en az
siklikta oldugu saptandi. Buna karsin duman inhalasyonu + AT 11l ve kontrol gruplarinda

agirhkh olarak hafif histopatolojik degisikliklerin oldugu gozlendi (Sekil 18). Bu verilere
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dayanarak AT-IIl ile tedavinin akciger dokusundaki histopatolojik hasari azalttig
distnilmektedir.

Doku lenfosit infiltrasyonunun degerlendirildigi histolojik skorlamada gruplar arasi
anlamli farkliliklar saptandi (p=0,046). Duman inhalasyon grubunda ileri derecede lenfosit
infiltrasyona egilim gdzlenirken duman inhalasyonu + AT-111 grubunda hafif derecede lenfosit
infiltrasyonuna egilim saptandi (Sekil 19). Bu verilere dayanarak AT-I11’iin akciger dokusunda
lenfosit infiltrasyonunu azalttig1 dustnulmektedir.

Doku noétrofil infiltrasyonunun degerlendirildigi histolojik skorlamada gruplar arasi
istatistiksel olarak anlamh farkliliklar saptanmadi (p=0,091). Ancak ilging olarak ileri ve orta
derecede notrofil infiltrasyonu sadece duman inhalasyon grubunda saptandi. Buna karsin hafif
derecede nétrofil infiltrasyonu en fazla duman inhalasyonu + AT IlI ve kontrol gruplarinda
saptandi (Sekil 20). Bu verilere dayanarak AT-111"tn akciger dokusunda nétrofil infiltrasyonunu
azalttig disunulmektedir.

Intraalveoler septal kanama durumunun degerlendirildigi histolojik skorlamada gruplar
aras! istatistiksel olarak anlamli farkhliklar saptandi (p=0,016). ileri derecede intraalveoler
septal kanamaya higbir grupta rastlanmazken orta derecede intraalveoler septal kanamaya en
fazla ve sadece duman inhalasyon grubunda rastlandi. Duman inhalasyonu + AT-I1I grubunda
ise agirlikh olarak intraalveoler septal kanamaya rastlaniimadi (Sekil 21). Bu verilere dayanarak
AT-1II’n  kanama profilini bozmayan ve iyi tolere edilebilir bir antikoagillan oldugu
dustnilmektedir.

Intraalveoler septal konjesyon durumlarinin degerlendirildigi histolojik skorlamada gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamh farkliliklar saptandi (p=0,017). ileri derecede intraalveoler
septal konjesyona sadece duman inhalasyon grubunda rastlandi. Duman inhalasyon grubunda
orta-ileri derecede intraalveoler septal konjesyona egilim saptanirken, duman inhalasyonu +
AT-I1I grubunda hafif-orta derecede intraalveoler septal konjesyona egilim saptandi (Sekil 22).
Yapmis oldugumuz bu calismada AT-III tedavisi ile akciger dokusunda intraalveoler septal
konjesyonun belirgin olarak azaldigi saptanmis olup bunun da akciger dokusundaki fonksiyonel
dizelmelere katkida bulunabilecegi dustinilmektedir. Daha 6nce yapmis oldugumuz pulmoner
mikrovaskuler permeabilite analizinde de AT-III tedavisi sonrasi duzelmelerin saptanmasi bu
sonug ile korele olup bu gorust desteklemektedir.

Amfizem durumlarinin degerlendirildigi histolojik skorlamada gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar saptandi (p=0,018). ileri derecede amfizeme sadece duman
inhalasyon grubunda rastlandi. Duman inhalasyon grubunda hafif-orta derecede amfizeme

egilim saptanirken, duman inhalasyonu + AT-IIl ve kontrol grubunun blyik bir kisminda
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amfizeme rastlanilmadi (Sekil 23). Bu verilere dayanarak AT-111’in duman inhalasyonu sonrasi
akciger dokusunda amfizemi azaltarak fonksiyonel dizelmelere katkida bulunabilecegi
dustnilmektedir.

Telanjiektazi durumlarinin  degerlendirildigi histolojik skorlamada gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptandi (p=0,012). Ileri derecede telanjiektaziye sadece
duman inhalasyon grubunda rastlandi. Duman inhalasyon grubunda orta—ileri derecede
telanjiektaziye egilim saptanirken, duman inhalasyonu + AT-111 grubunun bayik bir kisminda
hafif-orta derecede telanjiektazi gozlendi (Sekil 24).

Lokositlerin dokuya gecerek doku hasarini baglattiklarinin en 6nemli géstergelerinden biri
doku MPO dizeyidir. MPO, l6kositlerin pirimer granullerinden salinir ve hidrojen peroksidin
Klorit iyonlari ile dokuya zararli hipoklorik asit olusturma reaksiyonunu Kkatalize eder (146).
Notrofil degranilasyonu ile basta MPO olmak uUzere notrofil elastaz, laktoferrin, f-
glukuronidaz, ve N-asetil glukozaminidaz gibi toksik sindirim enzimleri salinir. Bu reaksiyon
doku harabiyetine ve immun direncin azalmasina neden olur (146).

Notrofil sekestrasyonunun kantitatif olarak 6l¢tilmesinde duyarl bir gosterge oldugu kabul
edilen MPO aktivitesi, iskemi-reperfizyon modeline dayanan birgok calismada gelisen akut
akciger hasar ile iliskili olarak bulunmustur (121,148,149). AT-lIl tedavisinin etkinligini
degerlendiren iskemi-reperfiizyon ¢alismalarinda; tedavinin etkinligi doku MPO aktiviteleri ile
degerlendirilmis ve tedavi sonrasi doku MPO dizeylerinde azalmalarin yani sira akciger
dokusundaki histolojik hasarin da anlamli olarak diizeltildigi bildirilmistir (151,152).

Notrofil akumilasyonunun kantitatif olarak olciilmesinde duyarli bir gosterge oldugu
belirtilen MPO aktivitesi ile dokudaki hiicre sayisi arasinda lineer bir iliski oldugunu gdsteren
verilere dayanarak yapmis oldugumuz bu calismada akciger dokusu MPO aktivitesi
immunohistokimyasal yontemle degerlendirildi. (81,86,166,174,183). Akciger dokusunun
MPO aktivitesi degerlendirildiginde; gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
saptandi (p=0,003). ilging olarak ileri derecede MPO aktivitesi en fazla ve sadece duman
inhalasyon grubunda gézlendi. Duman inhalasyonu + AT-III grubunda ise hafif-orta derecede
MPO aktivitesine egilim saptandi. Kontrol grubunun buyik bir kisminda ise hafif derecede
MPO aktivitesi saptandi (Sekil 26). Yapmis oldugumuz bu calismada, doku MPO
aktivitesindeki artisin en fazla duman inhalasyon grubunda oldugu ve bunun da doku l6kosit
infiltrasyonundaki artis ile korele oldugu saptandi. Duman inhalasyonu + AT-111 grubunda ise
doku MPO aktivitesinde azalma ile birlikte I6kosit infiltrasyonunda belirgin azalmalar
saptandi. Bu verilere dayanarak AT-1II’lin MPO aktivitesini aktive I6kositlerin dokuya
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g6elnl engelleyerek azalttigi sonucunu cikartmaktayiz ve bu sonug literatlr ile uyumlu
bulunmustur (151,152).

Yapmis oldugumuz bu c¢alismada, duman inhalasyonu + AT-IIl grubunda MPO
aktivitesindeki bu anlamli azalmalar ile korele olarak serum TNF-a ve IL-6 dizeylerinde de
anlamh azalmalar saptanirken histopatolojik bulgularda da anlamli dizelmeler gézlendi
(p=0,008). Yapilan calismalarda, akciger dokusu MPO aktivitesinde artis ile ortaya konan doku
hasarinin, ilging olarak kompleman sisteminden bagimsiz olarak gerceklestigi bildirilmis ve
proinflamatuar bir sitokin olan TNF-a inhibisyonunun MPO duzeyleri tzerine etkili olmadigi
belirtilmistir (149,150). Bu ¢alismalar dikkate alindiginda AT-111’ln, akciger hasarini nétrofiller
icin glcli kemotaktik ajanlar olan sitokinleri azaltarak énleyebileceginin yani sira kompleman
sisteminden bagimsiz olarak da gerceklestirebilecegini diisindirmektedir.

Inhalasyon hasarinin eslik ettigi yanik olgularinda, iNOS aracili NO Uretiminin artisina
neden olan inflamatuar yanit olusmaktadir. Artmis iINOS aktivitesinin yanik sonrasi gelisen
hicresel hasara katkisi oldugu gosterilmistir. NO’in bu asirt Uretimi transkripsiyon faktor
Nikleer Faktor kappa B (NF-xB)’yi arttirarak inflamatuar sinyal yolaklarini uyarabilir ve
inflamatuar sitokinlerin salinimini tetikleyerek hiicre hasarina neden olur (63,64). inhalasyon
hasarinin eslik ettigi yanik modelinde sepsis ve ARDS ile komplike hale gelen olgularda NO’in
up-regulasyon gosterdigi ve bunun da vaskiiler rezistansta diisme ve endotoksin dlizeyinde artis
ile iligkili oldugu bildirilmistir (31).

NO’lerin stperoksit radikaller ile etkilesime girerek doku hasarini arttiran bir bilesik olan
peroksinitritlere  dontsup DNA’daki kiriklar arttirarak hiicre  6limuane neden oldugu
bildirilmektedir. Reaktif nitrojen Grinlerinin aracilik ettigi hasarin nikleer enzim olan PARP'In
(Poly ADP-Ribose-Polymerase) aktivasyonu sonucu DNA hasarlanmasina yol actigl
disuntlmektedir. Yapilan calismalarda PARP'In inflamatuar stirecin regiilasyonunda rol aldigt,
Ozellikle NF-kB olmak tizere 6nemli transkripsiyon faktorleri ile iliskili fonksiyonlari baslattig
gosterilmistir (142).

Akcigerlerde endotel ve respiratuvar epitel hicrelerindeki INOS aktiviteleri
immiunohistokimyasal yoéntemle degerlendirildi. Daha 6nce AT-III’Un INOS aktivitesini
degerlendiren bir calisma mevcut olmayip yapmis oldugumuz bu calismada gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklihiklar saptandi (p=0,03). Duman inhalasyon grubunda ileri
derecede iINOS aktivitesine egilim saptanirken, duman inhalasyonu + AT-III grubunda hafif-
orta derecede iNOS aktivitesine egilim saptandi. Kontrol grubunun biyuk bir kisminda ise hafif
derecede iINOS aktivitesi saptandi (Sekil 25).
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Yapmis oldugumuz bu calismada duman inhalasyonu sonrasi akciger hasari gelisen
olgularda AT-III tedavisi ile INOS aktivitelerinde anlamh azalmalar saptanmis olup bu sonug
AT-III’Un hasara ugramis akciger dokusunda endoteliyal ve epiteliyal NOS aktivasyonunun
regilasyonunda 6nemli rolu oldugunu distndirmektedir. Bu sonuglar AT-111’Gn inhalasyon
hasarinda cok onemli rolleri olan artmis NO’in zarali etkilerine karsi  koruyucu etki
gosterebilecegi fikrini telkin etmektedir. Bu disiince duman inhalasyonu + AT-III grubunda,
INOS aktivitesindeki azalmalar ile korele olarak histopatolojik dizelmelerin saptanmasi ile de
desteklenmektedir.

INOS aracili NO’in PARP aktivasyonu ile inflamatuar surecin regtlasyonunda rol oynadigi
ve bunun supresyonu ile TNF-o gibi proinflamatuar sitokinlerin ve MIP-1 (makrofaj
inflamatuar protein-1) gibi kemokinlerin azaldigi ve rat akcigerlerinde MPO aktivitesinin
suprese edildigi bildirilmistir (142,143). Duman inhalasyonu + AT-Ill grubunda, INOS
aktivitelerindeki azalmalarin yani sira kanda sitokin ve doku MPO aktiviteleri de duman
inhalasyon grubunundan anlamli miktarlarda azalmis olarak bulundu. Bu verilere dayanarak
AT-1I’Un INOS aktivitesini azaltarak PARP aktivasyonunu engelleyebilecegi disuntlmektedir.
Bu distnce ancak AT Il tedavisi sonrasi PARP aktivasyonunun degerlendirilmesiyle
netlesecektir. Ancak bu goris, duman inhalasyonu + AT-I1I grubundaki alveoler apopitozisde
anlamh azalmalarin gosterilmesi ile desteklenmektedir (p=0,002). Bilindigi tzere; NO’ler
stperoksit radikaller ile etkilesime girerek doku hasarini arttiran bir bilesik olan peroksinitritlere
dontsup DNA’daki kiriklar arttirarak hiicre 6limune (apopitozis) neden olmakta ve bunu da
bir niikleer enzim olan PARP'In aktivasyonu sonucu gergeklesmektedir.

Herhangi bir patoloji olmadan gerceklesen programli hicre 6limd olan apopitozis
sirasinda, yaslanmis ve disfonksiyonel makrofajlar ve PMNL’ler diger immdanositleri aktive
etmeden ve proinflamatuar igeriklerini serbestlestirmeden sistemik olarak ortamdan yok
edilirler. Ortamda inflamasyon olmasi, disfonksiyonel veya yaslanmis hicrelerde apoptotik
mekanizmanin bozulmasina yol acgarak aktive makrofaj ve PMNL’lerin imhasinin gecikmesine
neden olur. inflamatuar immanositlerin yasam sirelerinin uzamasi, travma ve infeksiyona olan
inflamatuar yanitin artmasina ve uzamasina yol agar.

Inhalasyon hasarinda akcigerlerde nétrofil ve endoteliyal hiicre apopitozisi yapilan
deneysel calismalarla gosterilmis olup ARDS gelisen olgularda akcigerlerde notrofil
apopitozunun gecikmis oldugu bildirilmistir. Erken ddnemde kaybedilen kisilerde Tip |

pnomosit’lerin boyutlarinin azaldig ve niikleer kromatinlerin yogunlastigi gozlenmistir.
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Yapmis oldugumuz bu calismada AT-11’ln, akcigerlerde sirfaktan salgilayan ve duman
inhalasyonu sonrasi gelisen akut akciger hasarinda 6nemli rol oynayan pndémosit hicrelerindeki
apopitozisi anlamli bir sekilde azalttig1 gosterildi (p=0,002), (Sekil 28).

Hicrenin apopitozisi baslatmasinda ya da devam ettirmesinde hiicre i¢i GSH seviyelerinin
6nemli rolu oldugu bildirilmekte olup bu enzim sisteminin apopitozisi 6nledigi belirtilmektedir.
Yapmis oldugumuz bu calismada doku GSH duzeyleri ile apopitozis iligkisini
degerlendirdigimizde; duman inhalasyon grubunda apopitozisin en fazla oldugu saptandi. Bu
grup ayni zamanda doku GSH seviyelerinin en yuksek saptandigi grup olup apopitozisin
beklenilenin aksine GSH artisi ile negatif Kkorelasyon gosterdigi gortldi. Daha 6nce
belirttigimiz gibi; hiicre ici GSH seviyesi distk oldugunda hticre ici serbest oksijen radikalleri
artmakta ve bu da apopitotik slrecteki kaspaz aktivasyonunu uyarmaktadir (56,170). Duman
inhalasyon grubunda, GSH dizeylerindeki bu artisin duman hasarinin olusturdugu inflamatuar
yanit sonucu aktive lokosiler tarafindan ortaya cikartilan oksidatif strese bagh olabilecegi
distnuldid. GSH duzeylerinin duman inhalasyonu + AT-IIl grubunda, duman inhalasyon
grubundan daha dusik degerlerde saptanmasi ise AT-1II’in sitokin salinimini azaltarak
oksidatif stresi azalttigi ve GSH antioksidan enzim sistemini indiklemede yetersiz kaldig
fikrini telkin etmektedir. Duman inhalasyonu + AT-III grubunda histopatolojik dizelmelere
ilave olarak alveoler apopitozisde de anlamli azalmalarin saptanmasi AT-111’tin doku hasarini
oOnleyici etkisini GSH enzim sisteminden bagimsiz olarak gerceklestirdiginin bir gostergesi
olmaktadir. Cikan sonuclar dogrultusunda; AT-III’ln aktive l6kositlerin dokuya goglnu
engelleyerek Iokositler tarafindan olusturulan oksidatif stresi azalttigi ve bu sayede alveoler
apopitozisi 6nledigi dustnilmektedir.

TNF reseptorlerinin aktivasyonu ile programli hiicre 6luminl de iceren gesitli hiicresel
yanitlar induklenir. Bunlar apopitozis disinda sitotoksisite, endotelyal hiicrelerdeki adezyon
molekdllerinin  etkinligi, T hicrelerinin, fibroblastlarin, dogal o6ldirict hicrelerin
proliferasyonunu ve proinflamatuar sitokinlerin salinimini ve niikleer fakttér-kappa B’yi (NF-
kB) indukleyerek inflamatuar hiicre 6limanin regiilasyonunda rol oynar.

Akciger dokusunda TNF-a reseptor aktivitesini degerlendirmek tzere yapmis oldugumuz
analizde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptandi (p=0,003). Ileri
derecede TNF-a. reseptor aktivitesi sadece duman inhalasyon grubunda goézlendi. Duman
inhalasyonu + AT-111 grubunun biylk bir kisminda ise hafif derecede TNF-a reseptor aktivitesi
saptandi (Sekil 27). Bu verileri serum TNF-a duzeyleri ile birlikte degerlendirdigimizde; duman
inhalasyonu + AT-I1I grubunda, doku TNF-a reseptor aktivitelerinin serum TNF-o dlzeyleri ile

korele olarak dusts gosterdigi ve bu dususlerle iliskili olarak akcigerlerdeki histolojik hasarin
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ve alveoler apopitozisin anlamh bir sekilde azaldigi saptandi. Bu sonug; AT-III’Gn TNF
reseptoriintin aracihk ettigi inflamatuar yanitin yani sira apopitozisi de 6nlediginin bir baska
gostergesi olmaktadir.

Yapmis oldugumuz bu calismanin sonucu olarak; AT-I1I’Un, endojen PGIl2 salinimini
arttirmak suretiyle aktive lokositlerin dokuya gocinu onleyerek duman inhalasyonu sonrasi
akciger dokusunda gelisen hasari azalttigl histopatolojik olarak dogrulandi. Ayrica duman
inhalasyonu sonrasi gelisen akciger hasarinin patogenezinde énemli rolii oldugu bildirilen iNOS
aktivitesi, yapmis oldugumuz bu ¢alismada AT-I11 tedavisi sonrasi ilk kez degerlendirilmis olup
AT-III’0n respiratuar endoteliyal NOS aktivitesinin modilasyonunda rol oynadigi gosterildi.
AT-I1I’0n birbiriyle iliskili olan bu etkilerini antioksidan etki gosteren GSH enzim sistemini
aktive etmeden gerceklestirdigi ortaya kondu. Ayrica AT-I11, duman inhalasyonu sonrasi aktive
olan koagulasyon enzim sistemini inhibe ederek hasarlanan dokuda trombls ve fibrin
olusumunu Onlemektedir. Bu da olusacak doku hasarinin artarak devam etmesinin
onlenmesinde 6nemli bir basamaktir. Literatirde duman inhalasyonu sonrasi gelisen akciger
hasarini azaltmak amaciyla degisik farmakolojik ajanlar kullanilmakla beraber, AT-111’(in,
duman inhalasyonu sonrasi akciger hasarinin gelisimindeki tum bu basamaklari engelleyebilen
yegane ajan olmasi bunun yakin gelecekte Kklinik uygulamalarda yaygin olarak

kullanilabilecegini distundurmektedir.
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VI. SONUCLAR

AT-1III’Un antienflamatuar etkilerini dikkate alarak yapmis oldugumuz bu c¢alismada
ratlarda duman inhalasyon modeli olusturarak gelisen orta-agir derecede akciger hasari
uzerinde etkili faktorler ve ilacin toropatik etkileri degerlendirildi. Yapmis oldugumuz bu

calismadan ¢ikan sonuglar;

1. AT-lIII’Gn, duman inhalasyonu sonrasi akciger hasarinin olusmasinda major rolleri
oldugu bildirilen TNF-a ve IL-6 sitokinlerinin salinimini inhibe ettigi gosterildi.

2. AT-lIII’Un, duman inhalasyonu sonrasi endojen PGlz2 (6-keto prostaglandin Flo)
salinimini arttirmak suretiyle aktive l6kositlerin dokuya goclni ve nétrofil degranilasyonu
(MPO aktivitesi) azaltarak bu sayede akciger dokusunda gelisen hasari azalttig
histopatolojik olarak gosterildi.

3. AT-HII’Un, duman inhalasyonu sonrasi akciger dokusunda TNF-a. aktivitelerini serum
TNF-o duzeyleri ile korele olarak azalttigi ve bu sayede TNF-R iliskili apopitozis ve
histopatolojik hasari azalttigi gosterildi.

4. AT-1II’Un, duman inhalasyonu sonrasi pulmoner vaskiiler permeabiliteyi anlamli sekilde
azaltarak akciger hasarini azalttigi histopatolojik olarak gosterildi.

5. Daha 6nce AT-11I’in GSH antioksidan enzim sistemi ile iliskisini gosteren bir ¢alisma
mevcut olmayip yapmis oldugumuz bu ¢alismadan ¢ikan sonugclar dogrultusunda; AT-11°tn
toksik duman inhalasyonuna maruz kalan ratlarda lipid peroksidasyonuna karsi anlamli bir
koruma sagladigi ve bunu da GSH antioksidan enzim sisteminden bagimsiz olarak
gerceklestirdigi ortaya kondu.

6. Duman inhalasyonu sonrasi gelisen akciger hasarinin patogenezinde 6nemli rolu oldugu
bildirilen iINOS aktivitesi yapmis oldugumuz bu ¢alismada AT-I1I tedavisi sonrasi ilk kez
degerlendirilmis olup AT-111"Un INOS aracih inflamatuar streci iINOS aktivitesini inhibe

ederek Onledigi gosterildi.
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