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OZET

Yavru Sicanlarda Endotoksemi ile Olusan Akut Akciger Hasarinda intranazal
Rho kinaz inhibit6rii Y-27632 nin Pulmoner Apopitozise Etkisi

Amagc: Sepsis akut akciger hasar1 ve akut respiratuar distres sendromu icin en biyuk
risk faktorudir. Endotokseminin olusturdugu akut akciger hasari (AAH) patogenezinden
artmis pulmoner hticre apopitozisi sorumlu tutulmaktadir. Bu galismada, endotoksemi ile
olusturulan deneysel akut akciger hasari modelinde intranazal Rho kinaz inhibitora Y-
27632’ nin pulmoner hticre apopitozisine etkisinin degerlendirmesi amagland.

Gerec ve Yontem: Toplam kirk iki yavru sican, 2 deney grubuna randomize olarak
ayrild: (A)intranazal grup; (B)intraperitoneal grup. Herbir grup (g altgruba ayrild:
(DKontrol grubu; (2)Akut akciger hasar1 grubu; (3) Akut akciger hasar1 + tedavi grubu.
Sicanlarda  endotoksemi, intraperitoneal olarak lipopolisakkarid (Escherichia coli
lipopolysaccharide LPS serotype 0111:B4; 10 mg/kg) verilerek olusturuldu. Rho kinaz
inhibitort (Sigma Chemical, St Louis, MO) serum fizyolojik soliisyonunda ¢oziintp,
seyreltildi. intraperitoneal ve intranazal olarak 5 mg/kg (¢ kez, LPS enjeksiyonundan hemen
sonra, LPS enjeksiyonundan 8 saat sonra ve LPS enjeksiyonundan 16 saat sonra uygulandi.
Kontrol ve akut akciger hasar1 alt gruplarina Y-27632 yerine sadece aymi volimde serum
fizyolojik verildi. LPS enjeksiyonundan 24 saat sonra, yavru siganlar sakrifiye edilerek
akciger dokulari hemotoksilen eozin, TUNEL ve caspase-3 boyasi ile histopatolojik olarak
degerlendirildi.

Bulgular: Lipopolisakkarit enjeksiyonunun, yavru sicanlarda belirgin akciger hasar1 ve
pulmoner apopitozise yol agtig: goruldii. Intranazal grubun akut akciger hasar: altgrubunda,
histolojik derece anlamli dizeyde yiksek saptandi. TUNEL ve caspase-3 boyas: ile bu
altgrupta apopitozisin anlaml: oranda arttig1 gortldi. Intranazal grubun tedavi altgrubunda,
histolojik derecenin, TUNEL ve caspase-3 boyas: ile boyanan apopitotik hticrelerin anlamli
oranda azaldig1 saptandi. Intraperitoneal grubun akut akciger hasar1 altgrubunda, histolojik
derece anlamli diizeyde yiUksek saptandi. TUNEL ve caspase-3 boyasi ile bu altgrupta
apopitozisin anlamli oranda arttigi goriildii. Intraperitoneal grubun tedavi altgrubunda,
histolojik derecenin, TUNEL ve caspase-3 boyas: ile boyanan apopitotik hticrelerin anlamli
oranda azaldig1 saptandi. Rho kinaz inhibitorti Y-27632 nin, intranazal ve intraperitoneal
gruplar kendi iclerinde degerlendirildiginde iki yontemin de etkin oldugu goruldu. Intranazal
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ve intraperitoneal gruplarin tedavi altgruplart karsilastirlldiginda,  histolojik derece ve
TUNEL boyama agisindan arada fark saptanmadi. Intraperitoneal grubun tedavi altgrubunda
caspase-3 pozitif boyanan hiicre sayisi intranazal grubun tedavi altgrubuna gore daha disuktt
ve bu sonug da istatistiksel olarak anlamliyd: (p=0.002).

Sonug: Rho kinaz yolaginin AAH'da pulmoner apopitozisin diizenlenmesinde 6nemli
rolii vardir. Bu calismada, yavru sicanlarda endotoksemi ile olusan akut akciger hasari
modelinde rho kinaz inhibitorunin intranazal ve intraperitoneal uygulanmasinin apopitozis
inhibisyonu Uzerine benzer etki yaptigi gorulmuistir. Rho kinaz inhibitorunin intranazal
kullanimu gerek kullamim kolayligi gerekse dusuk sistemik yan etki profili nedeniyle
endotoksemi ile olusan AAH’da umut vaad edici tedavi segenegi olabilir.

Anahtar kelimeler: Sepsis, akut akciger hasari, akut respiratuar distres sendromu, Rho
kinaz inhibitori, apopitozis
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ABSTRACT

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

in Endotoxemia-Induced Acute Lung Injury in Infant Rats

Background and Aims. Sepsis is the leading clinical risk factor for acute lung
injury(ALl) and acute respiratory distres syndrome(ARDS). Increased pulmonary cell
apoptosis is responsible for the pathogenesis of endotoxemia-induced acute lung injury. The
aim of this study is to evaluate the efficiency of intranasal Rho kinase inhibitor, Y-27632 on

pulmonary apoptosis in endotoxemia-induced acute lung injury.

Material and Methods. Forty-two infant rats were randomised to two experimental
groups: (A)Intranasal group; (B)Intraperitoneal group. Each group has three subgroups:
(D) Control group; (2)Acute lung injury group; (3) Acute lung injury + therapy group.
Endotoxemia was induced in rats by intraperitoneal (i. p.) injection of lipopolysaccharide
(Escherichia coli LPS serotype 0111:B4; 10 mg/kg). Rho kinase inhibitor (Sigma Chemical,
St Louis, MO) was dissolved and diluted with physiological saline. It was administered both
intraperitoneal and intranasal 5 mg/kg at three times, just after LPS injection, 8 hours after
LPS injection and 16 hours after LPS injection. The control and LPS groups received only
physiological saline in the same volume, instead of Y-27632. Infant rats were sacrified on the
24th hour of LPS injection and lung tissue samples were assessed by TUNEL, caspase-3 and
hematoxilen eosin hystopathologically.

Results: Lipopolysaccaride injection caused evident pulmonary injury and apoptosisin
rat lung. In acute lung injury subgroup of intranasal group, hystologic grade was significantly
high. Apoptosis was significantly high with TUNEL and caspase-3 stain in this subgroup.
Both in intranasal and intraperitoneal groups, subgroup of ALI has lower hystological grade
than the therapy subgroup and it is statistically significant. The number of TUNEL-positive
and caspase-3-positive cell count and hystologic grade was detected fewer in the therapy
subgroup of intranasal group and this finding is statistically significant. In ALl subgroup of
intraperitoneal group, hystologic grade detected significantly high. In this subgroup apoptosis
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was significantly high with TUNEL and caspase-3 stain. In the therapy subgroup of
intraperitoneal group, hystologic grade and the number of apopitotic cells stained with
TUNEL and caspase-3 were significantly low. Intranasal and intraperitoneal administration
of Rho kinase inhibitor, Y-27632 was found effective in each group. Comparing the therapy
subgroups of intranasal and intraperitoneal groups there was no significant difference for
hystologic grade and TUNEL stain. The number of caspase-3 positive cells in the therapy
subgroup of Intraperitoneal group was significantly lower than the therapy subgroup of
intranasal group (p=0.002).

Conclusion: Rho kinase pathway has a important role for the regulation of pulmonary
apoptosis in acute lung injury. In this study, it was found that intranasal and intraperitoneal
administration of Rho kinase inhibitor has similar effect on apoptosis inhibition in
endotoxemia-induced acute lung injury in infant rats. Intranasal administration of Rho kinase
inhibitor has both low systemic side effect profile and easy usage so it gives hope to be a new
alternative therapeutic agent.

Keywords. Sepsis, acute lung injury, acute respiratory distress syndrome, Rho kinase
inhibitor, apoptosis



1.GIRIS ve AMAC

Cocukluk caginda akut respiratuar distres sendromu (ARDS) 6nemli bir hastalik ve
O6lum nedeni olmaya devam etmektedir. Gunumizde genis olanaklara sahip yogun bakim
unitelerinin varhigina karsin ARDS ye bagli 6lum oram % 40-60 olarak bildirilmektedir.
ARDS'ye yol acan akut akciger hasari; bilateral pulmoner infiltrasyon, hipoksemi, nétrofil
sekestrasyonu, pulmoner ddem, intravaskiler koagulasyon ve endotelyal-epitelyal hiicre
apopitozisi ile karakterizedir (1-3).

Sepsis, akut akciger hasar1 veya ARDS agisindan en 6nemli klinik risk faktoradur (4).
Gram negatif organizma endotoksininin patogenetik olarak septik ARDS ile iligkili oldugu
gogerilmistir (5). Endotokseminin olusturdugu akut akciger hasari patogenezinden artmus
pulmoner hicre apopitozisi sorumlu tutulmaktadir. Yogun bakim hastalarinda yapilan
calismalarda, akut akciger hasarinin artmis hticre 6luma ile iliskili oldugu gosterilmistir (6-8).
Deneysel sepsis ve ARDS modellerinde de, apopitozis inbibisyonunun yasam oranim anlaml1
derecede arttirdigi gosterilmistir (9-13).

Apopitozis programli hticre 6lum sirecidir ve DNA fragmantasyonu, hiicre volimiinde
azalma ve apopitotik hicrelerin fagositozisi ile sonuglanmaktadir. ARDS patogenezinde
Onemli rol oynayan hicre apopitozisi ile iliskili iki ana hipotez ileri surtlmektedir: (1)
Notrofilik hipotez, (2) Epitelyal hipotez. Notrofillerdeki apopitozisin inhibisyonu ve
apopitotik naétrofillerin makrofa) veya diger fagositik hiicreler tarafindan temizlenmesinin
inhibisyonu ARDS patogenezini kotulestirici yonde etkileyebilecegi ileri strtlmektedir.
Apopitotik notrofillerden salinan sitokinler akciger hasarim arttirarak pulmoner hticre
Olumund yol agmaktadir. Epitelyal hipotez ise ARDS de gorulen epitelyal hasarin alveoler
hicrelerin apopitotik 6luma ile iliskili oldugunu ileri sirmektedir.

Rho monomerik, 21 kD molekil agirliginda, kigik bir GTPaz' dir. Rho ve effektori
Rho kinaz diuz kas kontraksiyonu, hiicre adezyon ve migrasyonu, sitokinezis ve gen
ekspresyonu gibi bir ¢ok hiicre fonksiyonunda 6nemli rol almaktadirlar. Rho kinaz, NADPH
oksidaz aktivasyonu araciligi ile notrofillerde reaktif oksijen radikallerinin olusumunu da
dizenlemektedir (14-18). Deneysel ve Kklinik arastrmalarda, Rho kinazin bir c¢ok
kardiyovaskiler hastalik patogenezi ile iliskili oldugu ve Rho kinaz inhibisyonun diz kas
gevsemesi ile bronkodilatasyon ve vazodilatasyon sagladigi gosterilmistir. Ayrica, Rho kinaz
inhibisyonu subaraknoid kanama sonrasi serebral vazospazm ve angina pektoris gibi iskemik



hastaliklarda da yararli oldugu saptanmistir. Son zamanlarda yayinlanan in vitro deneysel bir
arastrmada, Rho kinazin kaspaz aktivasyonunu dizenleyerek, pulmoner hicrelerde TNF
aracil1 olusan apopitozis agisindan 6nemli oldugu gosterilmistir. Rho GTPaz ve Rho kinazin
hem farmakolojik hem de molekiler inhibisyonunun, pulmoner hticre apopitozisini belirgin
sekilde azalttigi saptanmustir (19). Diger bir gincel arastirmada da, intraventz E. coli
endotoksini ile olusturulan akut akciger hasar1 modelinde, bir Rho kinaz inhibit6ri olan Y-
27632 (10 mg/kg i.p.) uygulamasinin akciger parankimi igine notrofil migrasyonunu azalttig:
saptanmustir (20). Aym arastirmanin in vitro deney kisminda Rho kinaz yolak inhibisyonunun
TNF aracilt olusan pulmoner hiicre hasarina kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir. Klinik
uygulama agisindan distinildiginde bu arastirma yeterli kamit saglamamaktadir, ¢tinkti Rho
kinaz inhibisyonunun hipotansiyon olusturucu etkileri degerlendirilmemis ve ayrica Rho
kinaz inhibitord, endotoksin uygulamasindan dnce verilmistir. Bir ¢ok deneysel ve klinik
arastirmada Rho kinaz inhibitoriiniin agizdan veya intraventz verilmesinin hipotansiyona yol
acarken, inhalasyon yolu ile uygulamamn sistemik arteriyel kan basincini etkilemedigi
gogterilmistir (21-23).

Bu calismanin amaci, endotoksemi ile olusturulan deneysel akut akciger hasari
modelinde intranazal Rho kinaz inhibitori Y-27632' nin pulmoner hticre apopitozisine etkisini
degerlendirmektir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Sepsis

Sepsis, ciddi enfeksiyonla komplike olan ve sistemik inflamasyon ve yaygin doku
hasar1 ile karakterize bir klinik durumdur (24). Bakteriyemi ve mikroorganizmanin kendisi ya
da toksik Ortnlerinin neden oldugu belirti ve bulgularin bitiint olup, enfeksiyona karsi
gelistirilen sistemik inflamatuar bir cevaptir. Bir baska deyisle sepsis, patojenler ve konakgi
savunma mekanizmalar1 arasindaki kompleks etkilesimden dogan bir sendromdur. Bu
sendromda, inflamasyon asil konakgi cevabi olmasina ragmen sepsisin baslangici ve
progresyonu konusundaki giincel yaklagimlar, normal cevabin dizenlenmesinde varolan
sorunlara odaklanmaktadir. Bu durum, masif ve kontrolsuz proinflamatuvar mediatorler
salarak yaygin doku hasarina yol agan olaylar zincirini baslatirlar (24). Ciddi sepsis
vakalarinin yaklasik % 30" unda pulmoner disfonksiyon gorulir (37).

2.2. Akut Akciger Hasar1 (AAH)/ARDS Tamm

ARDS(akut respiratuar distres sendromu) tammu ilk kez, akciger kaynakli ya da
akciger dis1 kaynakli inflamatuar nedenlere bagli olarak gelismis ciddi hipoksemi, azalmis
akciger komplianst ve gogus radyografisinde bilateral yeni infiltratlarla karakterize bir terim
olarak Ashbaugh ve arkadaglar1 tarafindan 1967 yilinda yapilmistir. AAH(akut akciger hasarr)
tanimi hemen hemen ARDS tamimi ile aymidir. Tek farki ARDS de hipoksemi daha agirdir.
AAH/ARDS, akciger kaynakli ya da akciger dis1 kaynakli inflamatuar bir stirece bagli olarak
gelisir. Cocukluk caginda, AAH/ARDS vakalarinin % 34’ tinde sebep septik soktur (39).

2.2.1. ARDS Epidemiyolojis

ARDS tanisi alan cocuklarda etiyolojinin Ugte birini sepsisli hastalar olusturur.
Ozellikle sepsis zemininde gelisen ARDS tablosunda mortalite daha yuksektir (6). Yogun
bakimda yatan gocuklarda yapilan ulusal bir ¢calismada, 25 merkezde toplam 12018 hastadan
7269 tanesinin ciddi hastalik belirtiss gosterdigi ve bunlarin %1,44'tinde (n:105) ARDS
tablosunun gelistigi ve ARDS gelisen hasta grubunda da mortalitenin %61 oldugu



saptanmustir. Bu hastalarda ARDS etyolojilerine bakildiginda %80’ inde sepsis veya pnomoni
oldugu gorilmustdr (30).

Cocuk yogun bakim unitelerine kabul edilen hastalarin yaklasik % 40" inda mekanik
ventilasyon ihtiyaci vardir, mekanik ventilasyon ihtiyaci gosteren cocuklarin % 9'unda akut
akciger hasar1 gelisir ve bu grubun % 80'inde hipoksi agirlasirak ARDS'ye donusur.
AAH’nin mortalitesi %18 ile %27 arasindadir. ARDS ye ilerlemis AAH’ nin mortalitesi %29
ve %50 arasinda degisir (39).

2.2.2.ARDS Patofizyolojis

ARDS kontrolsiiz bir sistemik inflamatuar yamit sonucunda olusur. Yapilan
calismalarda inflamatuar hiicrelerden salinan sitokinlerin ve hiicresel mediyatorlerin ARDS
patofizyolojisinde dnemli rol oynadigi gosterilmistir. ARDS'li hastalarda bronkoalveolar
sividaki hiicrelerin %80’ ini notrofiller olusturmaktadir. Akut inflamatuar sirecin olusmast
sonrasinda pulmoner epitelyal hticreler, vaskiler endotelyal hicreler, nétrofiller ve stromal
hiicrelerden salinan sitokin ve hicresel molekdller ile notrofiller aktive olur ve saatler
igerisinde inflamasyon bdlgesine ulasir. Bu sitokin ve molekillerden en dnemlileri kemotaktik
molekdlleri, notrofil aktivasyonunu ve anjiyogenezisi guicli sekilde uyaran L8, endotoksine
yanit olarak salgilanan, akcigerde nétrofil sekestrasyonunu, degrantlasyonunu ve sitokin
salintmim baglatan TNFo ve hem endotel adezyon molekullerinin hem de notrofiller ve
monositler icin kemotaktik faktorlerin sentezini arttiran IL1p’dir. Akcigere ulasan aktive
notrofillerden salinan oksidatif metabolit ve proteolitik enzimler epitelyal ve endotelyal hasari
artirr. Bunun sonucunda bariyer fonksiyonu kaybolur, kapiller gegirgenlik artar, gaz degisimi
bozulur (57,58).

2.2.3.ARDS Patolojis

Akut respiratuar distres sendromunda asil patoloji alveolokapiller Unitedeki
hasarlanmadir. Bu hasarlanma sonucu intravaskiler sivi damar disina kagar ve pulmoner
O0dem gelisir. Zaman ilerledikge 6dem yerini hicresel nekroz, epitelyal hiperplazi,
inflamasyon ve fibroza birakir. Alveolokapiller hasarlanma eksudatif, proliferatif ve fibrotik
evre olarak 3 asamada gerceklesir (57,58).



2.2.3.1. Eksudatif Evre

Pulmoner arteriyolde fibrin, notrofil ve platelet birikimi ve kapiller konjesyonla
karakterize ilk 6 saatlik evredir. 12-24 saat icinde kapiller konjesyon ilerler ve periarteriyel-
interstisyel hemoraji olur. 72. saatte hiyalin membran gelisir. Endotelyal hicrelerde ve
alveolar epitelyal hicrelerde hasarlanma vardir. Eksudatif faza 6zgu histolojik ozellikler,
alveoler duktuslarda daha belirgin olan hiyalin membranlardir. Genelde hiyalin membranlar
alveoler septumun ucuna yapisirlar ve komsu alveollin agzini kapatirlar. Hiyalin membranlar
endotelyal epitelyal bariyerde olusan hasari izleyerek alveoler bosluga sizan plazma
proteinleri ve hiicresel debrislerden olusurlar (31,57,58). Immunohistokimyasal ve
immunfloresan boyamalarda immunoglobulin, fibrinojen, surfaktan ve daha az miktarda
komplemanin hiyalin membran: olusturdugu , fibronektinin membramn yiizeyini az miktarda
kapladig1 gosterilmistir (57,58).

Hiyalin membranlarin alveol kanal boyunca depolanmasinin ve bu bdlgede daha fazla
hasar olusmasinin nedeni agik degildir, ama alveoler kanaldaki fazla miktardaki oksijenin
patogenetik roll olabilecegi dustnulmektedir. Yaygin alveoler hasarin eksudatif fazinda,
endotelyal hiicrelerin sismesi, endotel arasi baglantilarda genisleme ve pinositik vezikillerde
artis gibi endotelyal hasarin ultrastrioktirel delilleri vardir (32). Ciddi endotelyal hasar
bulgular1, hiicresel nekroz ve bozulma, kapiller bazal membranin soyulmasi ve intravaskiler
fibrin depolanmasidir. Kapiller ici notrofillerin fokal agregasyonu belirgindir. Alveoler
septum intertisyel 6dem, fibrin ve ekstravaze olan eritrositler nedeniyle genislemistir.
Alveoler epitelyumdatip 1 hicrelerinin asir1 nekrozu ve alveoler yiizeyden dokilmesi, ¢iplak
bazal membran olusumuna neden olur. Tip 2 hiicrelerde de hasar ve nekroz stz konusudur.
Alveoler epitelyal bariyerin kaybiyla, intertisyel sivi alveol boslugunun icine sizar. Eksudatif
fazin ileri donemindeki bu tipik histopatolojik goruntiye ‘sok akcigeri’ adi verilir (37).

2.2.3.2. Proliferatif Evre

Akciger hasarlanmasinin ikinci veya tglncti haftasinda, epitelyal hticre proliferasyonu
ile karekterizedir. Yaygin alveol hasarimin proliferatif fazinda, akut fazda olusan alveol ici ve

intertisyel eksudanin organizasyonu sbz konusudur. Tip 2 hiicrelerin alveoler septum boyunca



cogalmaya baslamast ARDS nin klinik bulgularinin baglamasindan ¢ giin sonra olabilir ve
onuncu gunde fibrozis belirebilir. Akcigerin genisleyemeyen, son dénem organa hizla

donisumi ARDS' de yasamu kisitlayan faktordur (57,58).

Histolojik ve ultrastriktirel olarak, epitelyal hiicre yenilenmesi proliferatif fazin
habercisidir, soyulmus olan bazal membran kaplamak icin keratin iceren kiiboidal hticreler
alveol duvari boyunca uzanirlar. Bu hicrelerin ¢cogunda sitoplazmik lameller, cisimler ve
yuzey mikrovilluslari vardir ve immunohistokimyasal olarak bu bolgelerde surfaktan
apoproteini boyanir ki bu tip 2 hiicre donusiminun gostergesidir. Tip 2 hucrelerde tumor
nekrozis faktor saptanabilir. Alveoler duvarda fibroblast ve miyofibroblastlar, cogalarak
alveoler bazal membranmin hasarlanan yerlerinden fibrinbz alveol igi eksudaya gecerler.
Fibroblastlar, eksuday:1 hicresel granulasyon dokusuna donustirdrler ve kollajenin
depolanmastyla yogun fibréz doku gelisir. Fibronektin proliferatif fazda eksudatif faza gére
daha belirgin olarak fibrindz eksuday: kaplar. Fibroz gelisim ARDS de akciger yeniden
yapilanmasinin en 6nemli mekanizmasidir (33). Bu yeniden sekillenme olay1 klasik
pnomonide gergeklesenle aynidir ve akcigerlerin hasarlanmaya kars: verdigi 6zgun olan
yanittir (57,58).

ARDS'de fibroz yeniden sekillenmede iki ayr1 morfogenetik mekanizma rol
oynamaktadir. Alveoler duvarda fibroblastlar in situ olarak kollgjen depolayarak alveol
septumunun genislemesine neden olur. Diger mekanizma ise kollaps endurasyonu alveoler
boslugun ve duvarin fibroplazisi sonucu gelisir ve pulmoner interstisyel fibrozisin birgok
formunda rol oynamaktadir. Alveolokapiller birimde gergeklesen hasar sonucu alveoler
duvarlar kismen veya tamamen kollabe olur ve organize olan fibrin ve hiperplastik epitelyum
ile kaplanir. Ultrastriktirel olarak kollaps indurasyonu kalinlasmig piramidal, alveoler
duvarlarla karakterizedir. Ozellikle alveol bazal membram: tutulur. Surfaktanin yapisal ve
fonksiyonel bozukluklart ARDS de alveoler kollapsa katkida bulunan faktordir (34). Kollaps
endurasyonunun net sonucu az ve daha buyuk alveoller ve genislemis alveoler kanallardir.
Travmatik ve septik soka bagli ARDS gelisen hastalarda yapilan ultrastriktirel calismalar,
akciger yapisinda ilerleyici bozulma gostermistir (35). Akut eksudatif fazda intertisyel Gdem
nedeniyle interstisyel kompartmanin voliminde artis s6z konusudur. Solunum yetersizligi
bagladiktan sonra alveoler epitelyum volim yogunlugunda azalma, hemen sonrasinda
epitelyal katta 2-3 kat artis gbzlenmistir. Tip 2 hicrelerin proliferasyon ve rejenerasyonu
artar. Kapillerlerin hacmi eksudatif fazda azalir ve bu azalma proliferatif fazda devam eder.



Kantitatif olarak diger hicre populasyonlari incelendiginde erken fazda kapiller ici
granulositler artarken, proliferatif fazda intertisyel fibroblastlar artar (57,58).

2.2.3.3. Fibrotik Evre

Bu evrede alveolar septa ve hava bosluklarinin duvarlar: kalinlasir, konnektif doku ile
kaplanmir. ARDS baslangicindan sonra 3-4 hafta ventilattre bagl yasayan hastalarda, akciger
tamamen kollajen doku ile yeniden sekillenmistir. Makroskopik olarak plevral yuzeyde
kaldirim tas1 manzarasi vardir. iyilesmis abseler ve kronik interstisyel amfizem ek bulgulardir.
Periferal bronslarda dilatasyon vardir ve bunlar viseral plevral ylzeye ¢ok yakindir
(Traksiyon bronsektazileri). Mikroskopik olarak fibrotik evrede alveoler septa ve hava bosluk
duvarlar kalinlasmisg, nadiren hiicre igeren konnektif doku ile kaplanmstir. Hava bosluklar:
diizensiz olarak genisler. On dort ginden uzun yasayan hastalarda total kollgjen artar ve

hastalik siiresince kollgjen miktarinda progresif artis gozlenir (57,58).

2.2.4. ARDS Patogenezinde Apopitozis

Apopitozis programli hiicre 6lum siirecidir. Fizyolojik bir olaydir. Embriyo doneminden
baglayarak tim yasam boyunca apopitotik mekanizma ve programl: hiicre 6lumi vardir. Bazi
hicreler yillarca yasarken bir kismi sadece birkag saat yasarlar. Deri, gastrointestinal sistem
ve immun sistem gibi pek ¢ok dokuda devamlilik apopitozis ve hiicre yenilenmesine baglidr.
Dort evrede gergeklesir; Sinyal evresi, kontrol ve regilasyon evresi, 6lim evresi ve Olen

hlicrenin fagositozu (37).

Sinyal evresinde hipoksi, ultraviyole radyasyon, toksinler, serbest radikaller ve cesitli
ilaclar gibi i¢c ve dis uyarilar hiicre ici sinyal sistemini apopitozisi baslatmak Uzere uyarir.
Hucre igi protein yikimi baglar.

Kontrol ve regilasyon fazinda eger hiicre sinyal kaskadini durdurursa apopitozise
ugramaz, fakat sinyal kaskath devam ederse, aktive kaspazlar mitokondri membran:

gecirgenligini degistirir ve deoksiribontikleik asit yikimina yol agan sitokrom c serbestlesir.

Olum fazinda, kaspaz proteazlar nilkleer DNA'’y1 yikan enzimleri aktive eder. Kromatin
kondansasyonu baslar, membran tomurcuklanmasi olusur. Mitokondri gevser, endoplazmik

retikulum dilate olur.



Olen hiicrenin fagositozu evresinde, apopitotik cisimler komsu hiicreler ve makrofajlar
tarafindan fagosite edilir. Apopitozise ugrayan hiicre inflamatuar cevabi uyarmaksizin immtn
sistem hucreleri tarafindan ortadan kaldirilir. Apopitozisin anormal regilasyonu, astim,
amfizem ve ARDS patogenezinde 6nemli rol oynar. Deneysel sepsis ve ARDS modellerinde

de, apopitozis inhibisyonunun yasam oramini anlamli derecede arttirdigi gosterilmistir (9-13).

Sepsig/septik sok, akut akciger hasar1 veya akut respiratuar distres sendromu agisindan
en Onemli Kklinik risk faktoridur. Gram negatif organizma endotoksini patogenetik olarak
septik ARDS ile iligkili oldugu gosterilmistir (5). Endotokseminin olusturdugu akut akciger
hasar1 patogenezinden artmis pulmoner hiicre apopitozisi sorumlu tutulmaktadir. Yogun
bakim hastalarinda yapilan calismalarda, akut akciger hasarinin artmig hticre 6lamu ile iligkili
oldugu gosterilmistir (6-8).

ARDS patogenezinde 6nemli rol oynayan hticre apopitozisi ile iliskili iki ana hipotez
ileri strdlmektedir ;

Natrofilik hipotez Komplike olmamis pnémonili hastalarda akcigere olan nétrofil gogl
akciger hasarina yol agmaz. Bunun sebebi notrofillerin aktive olmamasidir. Normal bir
inflamatuar siiregte akciger dokusuna ulasan ve aktive olan ndétrofiller, patojen elimine
edildikten sonra hizlica apopitozise ugrayarak elimine olur. ARDS'|i hastalarda, inflamatuar
slrecin uzamasina bagli olarak aktive nétrofillerin eliminasyonu gecikir. Antiapopitotik
etkileri olan GM-CSF, IL8 ve IL2 bu gecikmede 6nemli rol oynar. Erken ARDS déneminde
bu hiicresel molekll ve sitokinlerin antiapopitotik etkisi en belirgindir. ARDS nin ileri
donemlerinde bu antiapopitotik etki azalir. Apopitozisi inhibe eden hiicresel molekillerden
GM-CSF' nin major rol oynachigi disunulmektedir. ARDS |i hastalarda GM-CSF duizeyi
yuksekligi  konak savunmasim artirdigt ve pulmoner epitelyal hicreleri Fas-aracili
apopitozisten korudugu icin iyi prognozla iliskili oldugu distintlmektedir. GM-CSF nin
notrofil apopitozisini PI3-k ve ekstraseliler ERK yolunu aktive ederek uyarir. Aktive
notrofillerden salgilanan oksidan Urtinler, proteazlar, 10kotrienler ve PAF(Trombosit aktive
edici faktor) gibi proinflamatuar molektller akciger zedelenmesine neden olur. Alveolar
boslukta proteinden zengin eksuda, surfaktan inaktivasyonuna yol agar. Klinik ve deneysel
calismalar, ARDS'li hastalarin  pulmoner ddem sivist ve bronkoalveolar lava) sivisinda

notrofil birikimi oldugunu gostermistir. Bronkoalveolar sividaki nétrofil sayisi, kot prognoz



ile dogru orantilidir. Erken donem ARDS' i hastalarin bronkoalveolar lava) sivilarindan alinan
orneklerin notrofil apopitozisini geciktirdigi gosterilmistir. Ayrica bronkoalveolar lavaj
sivisinda yuksek miktarda grantlosit koloni stimule edici faktor(GM-CSF) ve interlokin 8
saptanmustir. Insan nétrofilleri bu sivi ile inkiibe edildiginde apopitozisin suprese edildigi
gogterilmistir. Notrofillerin akcigeri zedeleyen Urlnleri salgilamalarimin yarisira salgiladiklart
hepatosit buylime faktori ve keratinosit blytme faktord, tip 2 pndmositler i¢in potent bluylime
faktorleridir (36,59).

Epitelyal hipotez ARDS patogenezinde alveolokapiller bariyerin hasarlanmasi nemli
bir faktordir. Bu hasarlanmada mekanik faktorler, lokal iskemi ve bakteriyel ganlar rol
oynar. Alveolar epitelyal hiicre apopitozisi de alveolokapiller bariyerin hasarlanmasinda
Onemli bir etkendir. ARDS nin erken déneminde tip 1 alveolar epitelyal hiicrelerde, hicre
boyutlarinda azalma ve kromatin yogunlasmasi, DNA fragmantasyonu gozlenmistir. Bu
hicrelerde proapopitotik olan Bax ve Bcl-2 geni Urunlerinde 6nemli oranda artis saptanmustir.
ARDS nedeniyle 6len hastalarin akciger dokusunda, akciger patolojisinden baska nedenle
Olenlere oranla apopitozis gostergesi olan TUNEL, caspase-3, Bax ve p53 artmis olarak
saptanmistir. ARDS'li hastalarin tip 2 alveolar epitelyal hiicrelerinde apopitozisin FAS/FASL
aktivasyonu ile induklendigi bilinmektedir. FAS veya FASL spesifik inhibitdrler ile Fas-FasL
sisteminin bloke edilmesi ile apopitozisin inhibe edildigi gosterilmistir (36,59). Surfaktan
protein A (SP-A)'nin tip Il epitelyal hiicre apopitozisini inhibe eder. O halde ARDSIi
hastalarda surfaktan replasman tedavisi, apoptozis inhibisyonu yoluyla epitelyal hicre
zedelenmesini azaltarak klinik olarak fayda saglayabilir (36,59). Ayrica TNF-a, anjiyostatin
ve ASK-1 (apopitozis sinyal duzenleyici kinaz 1)’'in endotelyal hiicre zedelenmesi ve
apopitozise neden oldugu bildirilmistir (36,59). Bronkoaveolar lavaj sivisinin sitotoksik
etkisinin, TNF-a ve anjiyostatin nétralizasyonu ile inhibe edildigi gosterilmistir (36,59).

2.2.4.1.TNF Araclh Apopitozis

Apopitosis ¢esitli intrensek ve ekstrensek uyaranlarla baslatilabilmektedir. Apopitozisi
baglatan mekanizmalar arasinda en iyi bilinen ve lzerinde en cok calisilan TNF siiper
ailesidir. Bu slperailenin 20'den fazla Gyesi tammlanmustir. TNF ligandi, esas olarak
reseptorleri TNFR-1 veya TNFR-2 ile baglandiginda apopitozisi aktive eder. TNFR-1(p60) ,



pek cok dokuda bu sinyalin aktivasyonundan ve iletiminden sorumlu iken TNFR-2(p80) ,
immin sistem htcrelerinde TNF bagimli sinyalden sorumludur. TNF siiper ailesinden
LT(Lenfotoksin), FasL (Fibroblast-iliskili ligand), TRAIL(TNF-bagiml1 apoptosis indukleyici
ligand) ve DR3L(Olum reseptori 3 ligand) da apopitosisi baslatan uyariy iletebilmektedirler.
TNF aracil1 apopitosis, imminmodulasyon, otoimminite, sepsis, artrit, inflamatuar bagirsak
hastaliklari, kronik kalp yetmezligi, periodontal hastaliklar, allograft rejeksiyonu,
neovaskularizasyon, obezite ve tumdr olusumu gibi birgok hastaligin patogenezinde kritik rol
oynadigi gozlemlenmistir (40).
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Sekil 1: Apoptozise yol agan TNF sinyal yolu (40).

TNF aracili apopitoziste, TNF sinyalini iki farkli reseptor araciligi ile iletir. Bu
reseptorler p60 ve p80'dir. p60 reseptorl, butiin hicreleri tarafindan eksprese edilir , p80
reseptord ise yalmzca immiin sistem ve endotel hiicrelerinde eksprese olur (40).

TNF, TNFR-1(p60) ile baglandiktan sonra apopitotik sinyal iki ayr1 yol Gzerinden
iletilir. Birinci yolda, TRADD, 6lum sinyalini caspase-8' e FADD/MORTL1 Uzerinden iletir.
ikinci yolda ise TRADD, RIP(Reseptor aracili protein) denilen ayr1 bir protein Gzerinden
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Olum sinyalini iletir. RIP, bir serin treonin kinaz olup 6lum bolgeleri icermektedir ve
TRADD'ye olum bolgeleri ile yaptig: etkilesim ile baglamir. RIP eger ortamda fazlaca
bulunursa apopitozisi indikler. RIP'in 6lum bdlgesi, olum sinyalinin iletilmesinden
sorumludur. Her iki apopitotik yolun sonunda da kromozomal DNA yikimi ile hiicre 6limu
meydana gelmektedir. TNFR-2'nin apopitozisteki islevi yapilan laboratuar galismalarinda
TNFR-1'inki kadar agik anlagilamamistir (40).

2.3.Rho/Rho kinaz Ailes

Kucik G proteinleri, tim Okaryot hicrelerde bulunan, molekiler kitleleri 20-40 kD
arasinda 100'den fazla Uyesi olan monomerik proteinlerdir. G proteini ailesinin bugin igin
tammlanmis en az bes alt ailesi vardir. Bunlar Ras, Rho, Rab, Sarl/Arf ve Ran'dir. Kigik G
proteinleri, sentezlendikten sonra, palmitoil, farnesil ve geranil gibi lipid yapilarla
posttranslasyonel degisiklige ugrar. Bu lipid yapilar, hiicre membramina ve dizenleyicilere
baglanma, alt efektorleri aktiflestirmek icin gereklidir (41).

Rho, 21 kD molekil agirliginda, kiglk bir GTPaz dir. Memelilerde Rho ailesine ait
yaklagik 21 protein tanimlanmistir. Bunlar: Rho A,B,C,D,E ve G izoformlari, Rac(1 ve 2
izoformlar1), Cdc42, Chp(1,2) ve TC1O'dur (41). Rho ve efektori Rho kinaz diz kas
kontraksiyonu, fagositoz, pinositoz, hiicrelerarasi baglantilarin diizenlenmesi, hiicre adezyon
ve migrasyonu, sitokinezis ve gen ekspresyonu gibi birgok hticre fonksiyonunda énemli rol
almaktadir. Rho/Rho kinaz yolag: birgok organ sisteminin fonksiyonlarimn diizenlenmesinde
Onemli rol oynayan bir kalsiyum duyarlastirici sissemdir (41). Bu ailenin tyelerinden Rho,
Rac ve Cdc42 huicrede aktin iskeletinin diizenlenmesinde kilit rol oynarlar.

Rho kinaz bir serin-treonin protein kinazdir. Guinimiizde ROCK-1 ve ROCK-2 olarak
bilinen 2 izoformu tammlanmistir. ROCK-1 geni 18. kromozom Uzerinde bulunur, kodladigi
protein 1354 aminoasitten olusur. ROCK-2 geni ise 12. kromozom Uzerinde bulunur ve
kodladig1r protein 1388 aminoasitten olusur (42). Rho kinazin N-terminalinde kinaz bolgesi
vardrr. Orta bolim kivrilmis bolge olarak isimlendirilir, C-terminal bdlgesinde de plekstrin
homoloji bdlgesi bulunur. Arasidonik asit, plekstrin homoloji bdlgesine baglanarak Rho-
kinaz1 aktive eder. Aktive olmus Rho, kivrilmis bdlgenin C-terminal kismiyla etkileserek
Rho kinazin kinaz bolgesini aktive eder (43). Cok sayida Rho kinaz substrati tanimlanmustir.
Bunlar, miyozin fosfatazin miyozin baglayict alt Unitesi, miyozin hafif zinciri, addusin,
intermediyer flamentler, ezrin-radiksin-moezin ve kofilindir.
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2.3.1.Rho/Rho kinaz Yolunun Organ Sistemlerine Etkileri

Rho/Rho kinaz sinyal mekanizmasi basta kardiyovaskiler sistem, solunum sistemi ve
gastrointestinal sistem olmak Uzere birgok organ sistemini etkilemektedir.

Rho/Rho kinaz yolaginin, vaskuler sistemin tonusunun dizenlenmesinde buyik rol
oynamaktadir. ROCK inhibitoru fasudilin inflamatuar aterosklerotik lezyonlarin gelismesini
Onledigi gosterilmistir (45). Ayrica Rho kinaz inhibitori hidroksi fasudilin, kopek efor
anjinasindaki miyokardiyal iskemiyi dnledigi saptanmustir (46). Bir baska ROCK inhibitori
Y-27632, aritmilere kars1 miyokard: koruyucu etki yapmaktadir (47). Rho/Rho-kinaz yolag;,
hipertansiyon, ateroskleroz, koroner arter hastaligi, aritmi, diyabetik komplikasyonlar ve
hipertrofik kalp yetmezligi gibi kardiyovaskuler hastaliklar igin dnemli bir terapotik hedeftir.
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Sekil 2 : Rho-aracili endotel hiicre iskeleti diizenlenmesi ve mikrotibil depolarizasyonu
ile indtiklenen bariyer fonksiyonu (44).

Rho/Rho kinaz yolagimin, havayolu diz kas tonusunun dizenlenmesinde Gnemi

bilinmektedir. Hayvan deneyleri bu yolagin hava yolu duyarlilik artisi durumlarinda 6zellikle
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aktive oldugunu gostermistir. Rho kinazin selektif inhibitori Y-27632 inhalasyonu,
asetilkolin ve ovalbimin ile indiklenen solunum yolu rezistans artisim inhibe etmistir (54).
Ayrica inhale ROCK inhibitorlerinin pulmoner hipertansiyonda oldukga etkili ve selektif
vazodilatasyon yaptigi bildirilmektedir (21). Sonugta ROCK inhibitdrlerinin, havayolu
rezistansinin arttig1 hastaliklarda ve pulmoner hipertansiyonda tedavi degeri olan yeni gjanlar
gibi gorinmektedirler.

Yapilan bir ¢alismada kobay ileumunda Rho kinazin, agonistle induklenen artmis
miyozin fosforilasyon diizeylerinde diiz kas kasilmasina aracilik ettigi gosterilmistir (55).

Rho ve Rho kinaz proteinlerinin beyinde oldukga yogun bir sekilde eksprese edildigi
bilinmektedir. Fakat bu yolagin santral sinir sistemi fonksiyonlarina etkisini arastiran
yeterince ¢alisma bulunmamaktadir.

2.3.2.Rho kinaz Ailes ve TNF Aracal Apopitozis

Rho kinaz, hicre igi miyozin hafif zincir fosforilasyonunu dizenleyen 6nemli bir
sinyal efektoridur. Miyozin hafif zincir fosforilasyonu, aktin-miyozin etkilesiminin
gerceklesebilmesi icin anahtar olaydir. TNF ile indiklenmis apopitoziste, Rho kinazin,
miyozin hafif zincir fosforilasyonunda artis ve aktin miyozin etkilesiminde diizenleyici gbrevi
ile 6nemli rolt vardir. Hicre ici iskeletini dizenleyerek, apopitozis sirecinde membran
tomurcuklanmasini saglar. Rho A GTPaz aktivitesinin inhibisyonu TNF ile indiklenmis hticre
iskelet formasyonunu azaltir (19). Rho kinaz, miyozin hafif zinciri defosforile eden, miyozin
hafif zincir fosfataz enzimini fosforile edip inaktive ederek miyozin hafif zincirin fosforile
kalmasint saglar boylece hiicre iskeletini diizenler (48). Aktin filamam, mikrotibuller ve ara
filamanlardan olusan endotelyal hiicre iskeletinin organizasyonu, hiicre seklinin olusturulmasi
ve vaskiler gegirgenligin dizenlenmesi gibi gorevlerde rol alarak astim, sepsis ve akut
akciger hasar1 gibi birgcok hastaligin patogenezinde 6nemli yeri vardir (44). Rho kinazin
apopitotik yoldaki dizenleyici etkilerinin erken doénemde, caspase-8 aktivasyonu baslamadan
Once gerceklestigi gosterilmistir (19). Y apilan bir arastirmada, intravendz E. coli endotoksini
ile olusturulan akut akciger hasari1 modelinde, bir Rho kinaz inhibitoéri olan Y-27632
uygulamasinin akciger parankimi icine notrofil migrasyonunu azalttigi saptanmustir. Ayni
arastirmanin in vitro deney kisminda Rho kinaz yolak inhibisyonunun TNF nin neden oldugu
endotelyal hticre hasarina karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (20).
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Bu calismada, endotoksemi ile olusturulan deneysel akut akciger hasari modelinde
intranazal Rho kinaz inhibitori Y-27632'nin  pulmoner hiicre apopitozisine etkisinin

degerlendirilmesi amaglanmustir.
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3.YONTEM ve GERECLER

Arastirma, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiltess (DEUTF) Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu onay: alindiktan sonra baglatildi. Arastirmamizda agirliklar: 15-20g. arasinda degisen
ortalama 15-17 gunliik toplam 42 adet Wistar albino sican kullanildi. Sicanlar DEUTF Deney
Hayvanlar1 Laboratuari’ ndan temin edildi. Sicanlara intranazal veya intraperitoneal olarak,
Rho kinaz inhibitort; Y-27632 (Sigma Chemical, St. Louis, MO), Escherichia coli LPS
serotype 0111:B4 (Sigma Chemical, St. Louis, MO) ve % 0,9'luk NaCl uyguland:.

Bu calismada akut akciger hasari, Escherichia coli’ den elde edilen lipopolisakkarid
(LPS) ile olusturuldu. Bu amagla liyofilize toz halindeki LPS 0111:B4 serotipi ticari olarak
temin edilip, toz halindeki LPS, % 0.9 NaCl soltisyonu icinde ¢ozindurullp, sicanlara 10
mg/kg dozunda intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edildi. LPS sonrasi gelisen tablo, doz ve
tur bagimli olarak degistigi icin 1-2 hayvanda 6n ¢alisma yapildi.

Intranazal yol ile Rho kinaz inhibitor, Y-27632, % 0.9 NaCl icinde ¢oziindirilerek 5
mg/kg dozunda 26 GA kanil ile intranazal verildi. Intraperitoneal yol ile Rho kinaz
inhibitord, Y-27632, % 0.9 NaCl icinde ¢ozindurilerek ve 5 mg/kg dozunda i.p. olarak
enjekte edildi. Her iki tedavi uygulamalari, LPS enjeksiyonundan hemen sonra baslanarak ve
8 saat ara ile 3 kez uyguladi. Dozlar mevcut literatiirlere gore belirlendi (10, 20, 21). % 0.9
NaCl; LPS ve Y-27632'in kontrolt olacak sekilde esit hacim ve slrelerde uygulandi. LPS
enjeksiyonundan 24 saat sonra sicanlar sakrifiye edilerek akciger dokusu drnekleri alindh.

Arastirmada kullanilan hayvanlarin timunin aym yas grubunda, ayni agirlikta sicanlar
olmasina, ayni laboratuvar, beslenme ve cevresel ortama sahip olmalarina dikkat edildi.
Bdylece calismanin cevresel sartlardan etkilenmesi en aza indirildi.
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Resim 2: intranazal ilag uygulama yontemi
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Deney gruplar: tedavi sekline gore iki ana gruba ayrildi ve bu gruplar da 3 altgruptan
olusturuldu (her alt grupta hayvan sayisi (n = 7).

Intranazal grubu (A grubu) 3 alt gruptan olusmaktadr:
Al grubu: % 0.9 NaCl (i.p.) + % 0.9 NaCl (Kontrol)
A2 grubu: LPS (i.p.) +% 0.9 NaCl (AAH)

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

Intraperitoneal grubu (B grubu) 3 alt gruptan olusmaktadhr:
B1 grubu: % 0.9 NaCl (i.p.) + % 0.9 NaCl (Kontral)
B2 grubu: LPS (i.p.) + % 0.9 NaCl (AAH)

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

Resim 3: Sakrifikasyon sonrasi gikarilan akciger dokusu 6rnegi
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3.1Histolojik Inceleme
3.1.1.Is1ik Mikroskobis

Deney sonunda elde edilen akciger doku Ornekleri %10’ luk formaldehit ile tespit
edildi. Isik mikroskobik doku takibinin yapilabilmes igin fiksatifin uzaklastirilmalar:
amaciyla 1 gece akarsu altinda yikandiktan sonra dehidratasyon amaciyla 20'ser dakika
%70'den %95'e artan etil alkol serilerinden gegirildi. Ardindan 20'ser dakika 4 degisim
aseton solusyonlarindan gegirildikten sonra 2 degisim 30" ar dakika ksilolde tutuldu. 60°C’ lik
etlv icerisinde 2 degisim parafin uygulamp 1'er saat parafin ile immersiyonu saglandiktan
sonra dokular parafin bloklar icerisine gomildi. Parafin bloklardan inceleme yapmak
amaciyla mikrotom aracilig: ile Spm’ lik kesitler alindi.

3.1.2.Hematokslen-Eozin Boyama

Mikrotom (Leica, RM 2255) aracihigr ile alinan 5p’luk parafin  kesitler
deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C'lik etlvde birakildiktan sonra, 20'ar dakika g
degisim ksilole tabi tutuldu. Ardindan dehidratasyon islemi icin %95’ den %70’ e azalan alkol
serilerinden gegirilen kesitler 10 dakika akarsu altinda yikandi. 10 dakika hematoksilen
(Surgipath, 01562E, Bretton, Cambridgeshire) ile boyamamn ardindan, boyamin fazlasinin
dokudan uzaklastirilmasi igin 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin (Surgipath,
01602, Canada) boyasi ile boyandi. Ardindan sirasiyla %80 ve %95'lik alkol serilerinden
gecirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30'ar dakika iki degisim ksilolde
tutulduktan sonra entellan (Merck 1.07961.0100, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi.
Goruntuler BH2 Olympus (JAPAN) 151k mikroskobu ile degerlendirildi, DP71 Olympus
kamera yardim ile fotografland:.

3.1.3. TUNEL Y 6ntemi

Bu teknik icin DeadEnd Colorimetric TUNEL system kiti (Roche, Cat. No:11 684 817
910) kullamldi. Kesitler boyama igin bir gece 60°C’lik etlivde tutulduktan sonra, bir iki saat
degisim ksilen ile seffaflastirma islemi gerceklestirildi. Ardindan azalan derecede alkol
serileri ile rehidratasyon saglanarak distile suda 10 dakika bekletildi. Kesitler 10 dakika
37°C'deTripsin (Roche, 10 109 819 001) ile inkibe edildikten sonra PBS ile 3X5 dakika
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yikandi. Ardindan kesitler Tdt-Enzim solusyonu karisimi ile 37°C’de 1 saat inkibe edildi.
Yikama yapildiktan sonra doku kesitlerini 151k mikroskobunda gorunir hale getirmek
amaciyla Converter-POD 30 dakika sireyle 37°C'de bekletildi. TUNEL reaksiyonunun
goranurligind saptamak amaciyla diaminobenzidine (DAB) ile boyandi. Distile su ile
yikandiktan sonra Harris hematoksilen ile artalan boyamasi saglanan kesitler %80 ve %95’ lik
alkollerde dehidratasyon ve 30 dk ksilen ile seffaflastirma isleminden sonra entellan ile
kapatildi ve 151k mikroskobunda incelendi.

3.1.4.indirekt immunohistokimyasal Y éntem

Caspase-3 immunoreaktivitesinin - gosterilmesi amaciyla caspase-3 (RB-1197,
Neomarkers) antikoru kullanildi. Tmmunohistokimyasal inceleme icin 60°C lik etiivde 1 gece
ve ksilolde 3 degisim 20’ ser dakika deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde
rehidrate edildikten sonra 10 dakika distile su ile yikandi. Dokuya zarar vermeden kurulanip
dakopen (Dako, Glostrup, Denmark) ile gevreleri simirlandi. 10mM sitrat buffer (15-M103,
Bio optica), pH 6.0 da 5 dakika 1sitilan kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek
amaciyla 5 dk %3'lik Hidrojen peroksit uygulandi. 3 defa 5er dakika fosfat tampon
soliisyonu ile yikanan kesitler 1 saat odaisisinda bloklama solusyonu (invitrogen, Histostain-
Plus Broad Spectrum, 85-9043) ile enkiibe edildi ve ardindan yikama yapilmadan Caspase-3
antikoru ile bir saat +4°C’de enkiibe edildi. Ardindan fosfatl: tampon soliisyonu ile 3 defa
yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder antikor (Invitrogen- Plus Broad Spectrum 85-9043)
ile 30 dk enklbe edildi. PBS solusyonu ile yikama yapildiktan sonra enzimle isaretli
(peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) (Histostain- Plus Broad Spectrum 85-
9043) 30 dakika uygulandi. Reaksiyonun gorunir hale getirilmesi icin Diaminobenzidin
(DAB) (1718096, Roche) kullanildi. Zemin boyamasi Harris hematoksilen ile yapildi.
Dereceli akollerde dehidratasyon islemi gerceklestirilen kesitler ksilol ile seffaflastirma
isleminden sonra entellan ile kapatildi ve 151k mikroskobunda incelendi.

3.1.5Elektron Mikroskobik Doku Takibi

Alinan doku ornekleri 1mm® lik parcalara ayrildi. %25 lik fosfat tamponlu
gluteraldehitte 48 saat tespit edildi. Fosfat tamponlar: ile yikandi. 1 saat boyunca 1 e 1
oraninda tampon soltsyonu ve OsO, (osmiyum tetroksit) ile ikinci kez tespit edildi ve
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boyandh. Fosfat tamponlar1 ile yikandi. Dereceli alkol serilerinden gegcirilerek dehidrate edildi.
Propilen oksitten gecirilerek seffaflandirildi. Dereceli alkol serilerinden gegirilerek dehidrate
edildi. Propilen oksitten gecirilerek seffaflandirildi. Araldit (EO06 Araldite CY 212 RESIN,
TAAB) + DDSA (D025, Dodecenyl Succinic Anhydride, TAAB) 6n gbmme materyaline
gomulerek bir gece bekletildi. Daha sonra Araldit +DDSA +BDMA (B008 Accelerator
BDMA (benzyl dimethylamine, TAAB) karisimi olan gdmme materyaline gomuldu.
Ultramikrotom ile alinan yar1 ince kesitler toluidin blue ile boyanarak 11tk mikroskobik olarak
incelendi ve isaretlendi. isaretlenen yerlerden alinan ince kesitler uranylacetate-lead citrate
boyalar1 ile boyanarak Carl Zeiss Libra 120 Elektron mikroskobunda incelenerek

resimlendirildi.

3.1.6.Isik Mikroskobik Bulgulari Degerlendirme Y 6ntemi

Histolojik degerlendirme pulmoner yapi, doku ddem formasyonu, infiltrasyon ve
inflamatuvar htcrelerin varligi g6z ontine alinarak yapildi. Bu degerler ile asagidaki kriterleri
iceren bir histolojik skorlama yapildi (49,50).

Her denekten alinan akciger doku drneklerinde 5'er alan degerlendirildi ve ortalama
ve standart sapma ve median degerleri alindh.

Derece 1. Normal pulmoner histoloji
Derece 2: Az miktarda lokosit infiltrasyonu

Derece 3: Orta derecede I6kosit infiltrasyonu, perivaskuler 6dem formasyonu, akcigerin
normal yapisinin kismen bozulmasi

Derece 4: Notrofil, 10kosit infiltrasyonu, abse formasyonu ve pulmoner yapinin
tamamen bozulmast

3.2.igtatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler ‘SPSS for Windows, Version 15.0° istatistik program
kullanilarak yapildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak verildi. Gruplar arasi
istatistiksel karsilastirmada Kruskal-Wallis varyans analizi onu izleyen post-hoc testler
(Bonferroni dizeltmeli Mann-Whitney U testi) uygulandi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul
edildi.
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4BULGULAR
4.1.Genel Gozlemler

Kontrol grubundaki hayvanlarda, deney slresince beslenme aliskanliklarinda ve
davrams paternlerinde herhangi bir degisiklik saptanmadi. intraperitoneal enjeksiyon
bdlgelerinde lokal enfeksiyon bulgusu g6zlenmedi.

AAH grubundaki hayvanlarda, LPS enjeksiyonundan, sakrifikasyona kadar olan
sirecte, hayvanlarin gjitasyon gosterdigi ve beslenmelerinin  azaldigi g6zlemlendi.
Intraperitoneal enjeksiyon bolgelerinde lokal enfeksiyon bulgusu gozlenmedii.

Tedavi grubundaki(AAH+Y-27632) hayvanlarda deney slresince beslenme
aliskanliklarinda ve davrams paternlerinde degisiklik gozlemlenmedi. Intraperitoneal
enjeksiyon bolgelerinde lokal enfeksiyon bulgusu gordlmedi. Deneye katilan hayvan
gruplarindan hicbirinde 6len hayvan olmad:.

4.1.1.Elektron Mikroskopi Sonuclari

A1l grubunda, normal akciger alveol yapisi gozlendi. Alveolar septum, alveolar kapiller
normal gorunimdeydi. Alveolar hicrelerde inklizyon cisimcikleri ve vakuolizasyon
saptanmadh. Alveolar boglukta inflamatuar hiicre gbzlenmedi.

Alveolar

Alveolar
Bosluk

Resm 4: Al grubu elektron mikroskopi goruntUsi. Beyaz okla gosterilen normal
alveolar kapiller
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A2 grubunda, alveolar septumun normal yapisinin bozulmus oldugu, inflamatuar hticre
infiltrasyonu, alveolar hiicrelerde sitoplazmik inkltizyon ve vakuoller gozlenmistir.

Resm 5: A2 grubunu elektron mikroskopi gorunttsi. Beyaz okla apopitotik hiicrelerin
sitoplazmik inkltizyon ve vakuolleri gorilmekte

B1 grubunda, normal akciger alveol yapisi gozlendi. Alveolar septum, alveolar kapiller
normal gorunimdeydi. Alveolar hicrelerde inklizyon cisimcikleri ve vakuolizasyon
saptanmadh. Alveolar boglukta inflamatuar hiicre gbzlenmedi.

Alveolar
Bosluk

Alveolar
Bosluk

Resim 6: B1 grubu elektron mikroskopi goruntusu.
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B2 grubunda tip 1 alveolar hicrelerinde hicrelerinde sitoplazmik kondensasyon,
inkluzyon ve vakuoller gbzlendi. Alveolar septumda bag doku artis1 gdzlendi.

Resm 7: B2 grubu elektron mikroskopi goruntusi. Siyah ok apopitozise ugrayan
hicrelerin sitoplazmik vakuollerini gostermekte

Elektron mikroskopisi  bulgularinda,  kontrol  gruplarim  AAH  gruplaryla
karsilastirdigimizda, lipopolisakkarid enjeksiyonu ile akut akciger hasari bulgularinin
olustugu ve pulmoner epitelyal hiicrelerde apopitozis bulgusu olan sitoplazmik inkltzyonlar
ve vakuollerin olustugu gozlendi. Sadece lipopolisakkarid uygulanan sicanlarda akut akciger
hasar1 bulgularimin olustugu elektron mikroskopisi ile teyit edildi.

4.2 Hematoksilen-Eozin Boyama Bulgulari

Al grubu normal akciger histolojisi gosterdi ve Al grubu, derece 1 histolojik
degisiklikler olarak derecelendirildi.

A2 grubunda, akcigerin normal pulmoner histolojisinin bozuldugu gozlendi. Dokuda
interstisyel 6dem ve konjesyon ile birlikte alveolar septum, alveolar bosluk ve interstisyumda
mononukleer hicre infiltrasyonu ve alveolar 6dem gozlendi. Ayr1 ayr1 bakilan bes sahanin
ortalama histolojik derecesi 2.68 olarak saptand:.
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A3 grubunda normal akciger histolojisine benzer goriinim saptandi. Histolojik olarak
derece 1.34 olarak derecelendirildi.

m A (intranazal)
m B (intraperitoneal]

Kontral LPS LP5+Y-27632

Grafik 1: A(intranazal) ve B(intraperitoneal) gruplarinin histolojik dereceleri. Dikey
situn histolojik dereceyi gostermekte.

B1 grubu normal pulmoner histoloji gdsterdi. Akciger yapisi bronglar, bronsioller
(terminal ve respirator), alveolar kanal, alveolar kese ve alveollerden olusmaktaydi. Alveoller
Tip 1 pndmosit olarak adlandirilan tek katli yassi alveolar hiicreler ve siirfaktan salgilayan Tip
2 (bliyuk alveolar hiicreler) hicrelerinden olusmaktaydi. B1 grubunun histolojik derecesi 1.05
olarak belirlendi.

B2 grubunda akcigerin normal pulmoner histolojisinin bozuldugu gozlendi. Dokuda
interstisyel 6dem ve konjesyon ile birlikte alveolar septum, alveolar bosluk ve interstisyumda
monontkleer hiicre infiltrasyonu ve alveolar 6dem gdzlendi. B2 grubunun histolojik derecesi
ortalama 2.85 olarak saptand.

B3 grubunda kontrol grubuna benzer doku histolojisi gozlendi. Histolojik derece 1.17
olarak saptand:.
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Resm 8: Gruplarin histolojik goruntusil, a:aveol, ad: alveol duvari, Yatay ok eritrosit
ekstravazasyonunu, dikey ok monontkleer hiicre infiltrasyonunu gostermekte
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Resm 9: Gruplarin TUNEL boyama goruntusi, dikey ok TUNEL pozitif boyanan
apopitotik hicreleri gostermekte
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4.3.TUNEL Boyama Bulgulari

A1 grubunda bazi sahalarda nadiren TUNEL pozitif hicrelere rastlanmistir. Mikroskop
altinda bes sahada ortalama 2.97 adet TUNEL pozitif hiicre saptand:.

A2 grubunda, bes farkli alanda sayilan ortalama TUNEL pozitif hiicre sayisi 51.42
olarak saptand:.

A3 grubunda ortalama her sahada 12.62 TUNEL pozitif apoptotik hticre saptandh.

60 - -
0 N
20 T S
30 L

m Alintranazal)
m B(intraperitoneal)

20+

10

Kontrol

LPS

LPS+Y-27632

Grafik 2: A(intranazal) ve B(intraperitoneal) gruplarimn TUNEL boyama sonuglar
Dikey situn TUNEL pozitif hlicre sayisim gostermekte.

B1 grubunda mikroskop altinda her sahada ortalama TUNEL pozitif hiicre sayisi 4.85
Saptandh.

B2 grubunda ortalama her sahada TUNEL pozitif boyanan 55.80 hiicre saptand.

B3 grubunda her alanda ortalama 15.2 TUNEL pozitif hiicre saptandh.
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Resm 10: Gruplarin caspase-3 boyama goruntisl, sol siitun yukaridan asagiya dogru
sirayla A1,A2 ve A3 grubu, sag siitun yukaridan asagiya dogru siraylaB1, B2 ve B3 grubu
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4.4.Caspase-3 Boyama Bulgulari

A1l grubu caspase-3 boyamasinda mikroskop altinda nadir sayida apopitotik hlicre
saptandi. Mikroskop altinda bes ayri1 alanda sayilan ortalama caspase-3 pozitif hiicre sayisi
3.77'dir.

A2 grubunda caspase-3 pozitif boyanan hiicreler belirgin derecede artrmis saptand.
Toplam bes sahada sayilan ve bir sahaya disen ortalama caspase-3 pozitif hiicre sayisi
22.11'dir.

A3 grubunda her sahada ortalama 10.05 caspase-3 pozitif boyanan apopitotik hiicre
Saptandh.

25
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Grafik 3: A(intranazal) ve B(intraperitoneal) grubunun caspase-3 boyanan hicre
sayilar.

B1 grubunda ortalama her sahada 3.94 caspase-3 pozitif hiicre saptand:.

B2 grubunda her sahada ortalama 24.22 caspase-3 pozitif hiicre saptandh.

B3 grubunda caspase-3 pozitif boyanan hiicre sayisi her alanda ortalama 6.45’ dir.
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Tablo 1: Gruplarm histopatolojik derecelendirmesi ortalama ve ortanca degerler

INTRANAZAL INTRAPERITONEAL

Ort SD Ortanca Ort SD Ortanca
Al 1.00+0.00¢ 1.00 Bl 1.050.09f 1.00
A2 2.68+0.25% | 2.80 B2 2.85+0.454 | 2.80
Al 1.34+0.27 1.20 B3 1.17+0.17= 1.20

&:p=0.01 A1 grubu ile karsilastiriliciginda

®:p=0.001 B1 grubu ile karsilastirldiginda
¢:p=0.002 A3 grubu ile karsilastirilciginda
9:p=0.002 B3 grubu ile karsilastirildiginda
©:p=0.003 A3 grubu ile karsilastirilciginda
":p=0.196 B3 grubu ile karsilastirldiginda

9:p=0.232 A3 grubu ile karsilastirilciginda




Tablo 2: Gruplarm TUNEL pozitif bovanan hiicre savilarmm ortalama ve ortanca degerleri

INTRANAZAL INTRAPERITONEAL
Ort SD Ortanca Ort SD Ortanca
Al 2.97+0.31¢ 2.80 Bl 4.850.90f 4.80
A2 51.42+5.78* | 53.20 B2 55.80+3.06%¢ | 55.60
A3 12.62+0.97 12.40 B3 15.20+0.952 15.20

&:p=0.002 A1 grubu ile karsilastirilciginda
®:p=0.002 B1 grubu ile karsilastirildiginda
¢:p=0.002 A3 grubu ile karsilastirildiginda
4:p=0.002 B3 grubu ile karsilastirildiginda
©:p=0.002 A3 grubu ile karsilastirilciginda
":p=0.002 B3 grubu ile karsilastirildiginda

9:p=0.063 A3 grubu ile karsilastirilciginda
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Tablo 3: Gruplarn caspase-3 pozitif bovanan hiicre savilarmm ortalama ve ortanca degerlen

INTRANAZAL INTRAPERITONEAL
Ort SD Ortanca Ort SD Ortanca
Al 3.77+0.31¢ 3.80 Bl 3.94+0.53f 3.80
A2 22.11+1.44%< | 21.80 B2 24.22+1.11%4 | 24.80
A3 10.05£0.69 | 10.20 B3 6.45+0.69¢ 6.60

&:p=0.002 A1 grubu ile karsilastirilciginda
®:p=0.002 B1 grubu ile karsilastirildiginda
¢:p=0.002 A3 grubu ile karsilastirilciginda
4:p=0.002 B3 grubu ile karsilastirildiginda
©:p=0.002 A3 grubu ile karsilastirilciginda
":p=0.002 B3 grubu ile karsilastirildiginda

9:p=0.002 A3 grubu ile karsilastirilciginda




5.SONUCLAR
5.1.Kontrol Altgruplarrile AAH Altgruplarimin K arsilastiriimas

Intranazal grupta, kontrol altgrubunun histolojik derecesi AAH altgrubuna gore daha
disuktir ve bu distkluk istatiksel olarak anlamlidir. (p=0.001)

Intranazal grupta, TUNEL pozitif hiicre sayisi, kontrol altgrubunda, AAH altgrubuna
goreistatistiksel olarak anlaml1 derecede dustk saptandi. (p=0.002)

Intranazal grupta, caspase-3 pozitif boyanan hiicreler kontrol altgrubunda, AAH
altgrubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede dusiik saptandi. (p=0.002)

Intraperitoneal grupta, kontrol altgrubunun histolojik derecesi, AAH altgrubuna gore
daha distktur ve bu disukluk istatistiksel olarak anlamlidir. (p=0.001)

Intraperitoneal grupta, apopitozis gostergesi olarak uygulanan TUNEL ile boyanan
hicreler kontrol altgrubunda, AAH altgrubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
dustik saptandi. (p=0.002)

Intraperitoneal grupta, apopitozis gostergesi olarak uygulanan caspase-3 boyasi ile
boyanan hicreler kontrol altgrubunda, AAH altgrubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede disuk saptandi. (p=0.002)

5.2.Kontrol Grubu ile Tedavi Grubunun Karsilastirilmas

Intranazal grupta, kontrol altgrubunun histolojik derecesi LPS+Y-27632 verilenlere
gore daha dusuktur ve bu dustklik istatistiksel olarak anlamlidir. (p=0.003)

Intranazal grupta, TUNEL ile boyanan hiicreler kontrol altgrubunda, LPS+Y-27632
verilenlere gore anlamli derecede disik saptandi. (p=0.002)

Intranazal grupta, caspase-3 boyas: ile boyanan hiicre sayisi kontrol altgrubunda,
LPS+Y-27632 verilen sicanlara gore anlamli derecede diistk saptandi. (p=0.002)

Intraperitoneal grupta, kontrol altgrubunun histolojik derecesi ile LPS+Y-27632
verilenlerin histolojik derecesi arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik g6rilmedi.
(p=0.196)
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Intraperitoneal grupta, TUNEL ile boyanan hiicreler kontrol altgrubunda, LPS+Y -
27632 verilenlere gore anlaml1 derecede diistk saptandi. (p=0.002)

Apoptozis gosterges olarak uygulanan caspase-3 boyasi ile pozitif boyanan hiicre
sayisi kontrol altgrubunda, LPS+Y-27632 verilen sicanlara goére anlamli derecede dusuk
saptand:. (p=0.002)

5.3.AAH Grubu ile Tedavi Grubunun K arsilastiriimas

Intranazal grupta, AAH altgrubunun histolojik derecesi, LPS+Y-27632 verilen
sicanlara goreistatiksel olarak anlamli diizeyde yuksektir. (p=0.002)

TUNEL ile boyanan htcre sayisi, AAH altgrubunda, LPS+Y-27632 verilenlere gore
anlaml1 derecede yiksek saptandi. (p=0.002)

Caspase-3 boyasi ile boyanan hiicre sayisi, AAH altgrubunda, LPS+Y-27632
verilenlere gore anlamli derecede yuksek saptandi. (p=0.002)

Intraperitoneal grupta, AAH altgrubunun histolojik derecesi LPS+Y-27632 verilenlere
goreistatiksel olarak anlaml1 diizeyde yiksektir. (p=0.002)

TUNEL ile pozitif boyanan hicre sayis, AAH grubunda, LPS+Y-27632 verilen
sicanlara gore anlaml1 derecede yiksek saptandi. (p=0.002)

Caspase-3 boyasi ile boyanan hiicre sayisi, AAH grubunda, LPS+Y-27632 verilenlere
gore anlaml1 derecede yuksek saptandi. (p=0.002)

5.4.Intranazal ve intraperitoneal Gruplarin Karsilastinnlmas

Intranazal ve intraperitoneal gruplarin  kontrol gruplarn arasinda, histolojik
derecelendirme agisinda istatistiksel olarak anlaml fark yoktur. (p=0.141)

Intraperitoneal grubun kontrol altgrubundaki TUNEL pozitif hiicre sayisi, intranazal
grubun kontrol altgrubundaki TUNEL pozitif hiicre sayisindan fazladir. Bu fark istatistiksel
olarak anlamlidir. (p=0.002)



Intranazal ve intraperitoneal gruplarin kontrol altgruplar: arasinda, caspase-3 pozitif
boyanan hiicre sayilari agisinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur. (p=0.650)

Intranazal ve intraperitoneal gruplarin AAH  altgruplarn  arasinda, histolojik
derecelendirme agisindan istatistiksel olarak anlaml: farklilik saptanmadi. (p=0.691)

Intranazal ve intraperitoneal gruplarin AAH altgruplart arasinda, TUNEL pozitif
boyanmis hiicre sayilart agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi. (p=0.096)

Intraperitoneal grubun AAH altgrubunda caspase-3 pozitif boyanan hiicre sayisi
intranazal grubun AAH altgrubuna gore daha yuksektir, bu sonug istatistiksel olarak
anlamhdir. (p=0.021)

Intranazal ve intraperitoneal gruplarin LPS+Y-27632 verilen altgruplar: arasinda,
histolojik derecelendirme agisindan istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmadh. (p=0.232)

Intranazal ve intraperitoneal gruplarin LPS+Y-27632 verilen altgruplarn arasinda,
TUNEL pozitif boyanmis hiicre sayilart agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmadh. (p=0.063)

Intraperitoneal grubun LPS+Y-27632 verilen altgrubunda caspase-3 pozitif boyanan
hiicre sayisi, intranazal grubun LPS+Y-27632 verilen altgrubuna gore daha dustktir, bu
sonug istatistiksel olarak anlamlidir. (p=0.002)
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6. TARTISMA

Cocukluk caginda akut respiratuar distres sendromu (ARDS) onemli bir hastalik ve
6lum nedenidir. Gliniimizde genis olanaklara sahip yogun bakim tnitelerinin varligina karsin
ARDS'ye bagli1 6ltim oram % 40-60 olarak bildirilmektedir. ARDS ye yol acan akut akciger
hasari: bilateral pulmoner infiltrasyon, hipoksemi, nétrofil sekestrasyonu, pulmoner 6dem,
intravaskuler koagilasyon ve endotelyal-epitelyal hlicre apopitozisi ile karakterizedir (1-3).

Sepsis, akut akciger hasar1 veya ARDS agisindan en dnemli klinik risk faktoridur (4).
Gram negatif organizma endotoksininin patogenetik olarak septik ARDS ile iligkili oldugu
gogerilmistir (5). Cocuklarda da ARDS icin en blyik risk faktorl sepsis olarak bildirilmistir
(39). ARDS gelisen hastalarin %34’ inl sepsisli ¢ocuklar olusturmaktadir (39). Yogun bakim
Unitelerinde yatan sepsisli hastalarin en sik bulgularindan birisi akciger disfonksiyonudur.
Sepsisli hastalarda akciger disfonksiyonu gelisme riski %30 olarak bildirilmistir (37).

Deneysel akut akciger hasari modeli olusturmak igin mekanik ventilasyon,
lipopolisakkarid uygulanmasi, canli bakteri enjeksiyonu, hiperoksi, bleomisin verilmesi, oleik
asit, cekal baglama ve patlatma gibi yontemler kullamlmaktadir (60). Intraperitoneal
lipopolisakkarit enjeksiyonu akut akciger hasar1 olusturulmasinda en sk kullanilan
yontemlerden birisidir (60). Lipopolisakkarid, gram negatif bakterilerin dis membraninda
bulunan, lipid A ve tekrarlayan disakkarid dizilerinden olusan glikolipid bir yapidir.
Lipopolisakkaridin  biyolojik  etkilerinin  birgogu lipid A’ya baghdir. Serumda
lipopolisakkarid, lipopolisakkarid baglayan proteine baglamr. Bu kompleks, monosit,
makrofa] ve diger hiucrelerde bulunan CD14/TLR4 reseptor kompleksini aktive eder ve
inflamatuar mediatorlerin salimmim uyarir (61). Bu hiicresel mediyatérler en sik akcigerde
olmak Uzere ug organ hasarinin gelismesine katkida bulunurlar. Endotoksemi ile olusturulan
sepsis modelinde, akcigerlerdeki bulgularin 2-4 saat gibi kisa bir sirede ortaya ¢ikmaya
basladig1 ve 18. saatte akut akciger hasarimin tipik bulgular1 olan nétrofil htcre infiltrasyonu,
eritrosit ekstravazasyonu, perivaskuler ve alveolar ddemin gozlenebilecegi bildirilmektedir
(56,61). Bu arastirmada, sepsise bagli ARDS modeli olusturmak icin yavru sicanlara 10
mg/kg intraperitoneal  lipopolisakkarid — enjeksiyonu  uygulandi.  Lipopolisakkarid
enjeksiyonundan 24 saat sonra c¢ikarilan akciger doku orneklerinde nétrofil infiltrasyonu,
eritrosit ekstravazasyonu, perivaskuler ve alveolar 6dem formasyonu ve alveolar yapida
bozulmalarin oldugunu saptandi. Bu bulgular, daha 6nce aym uygulama yolu ve aym
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lipopolisakkrit dozu ile yapilan deneysel arastirmalar ile uyumlu olarak akut akciger hasarin
gosteren bulgulardir (56).

Endotokseminin olusturdugu akut akciger hasar1 patogenezinden artmis pulmoner hticre
apopitozisi sorumlu tutulmaktadir. Yogun bakim hastalarinda yapilan calismalarda, akut
akciger hasarinin artmig hticre 6lumu ile iligkili oldugu gosterilmistir (6-8). Deneysel sepsis
ve ARDS modellerinde de, apopitosis inhibisyonunun yasam oramm anlamli derecede
arttirchgr gosterilmistir (9-13). Bu deneysel arastirmada da, endotoksemi ile olusan akut
akciger hasarinda apopitotik akciger dokusu hiicrelerinin akciger hasarinin derecesi ile orantil
olarak artmis oldugu saptandi.

Laboratuar calismalarinda apopitozisi saptamak icin, Anneksin V, TUNEL, sitokeratin
18 ve caspase-3 boyama gibi histokimyasal yontemler kullanilmaktadir. TUNEL yontemi
hiicre nikleusundaki DNA kiriklarint belirlemek icin kullamlan bir yontemdir (62-64).
Apopitozisteki DNA kiriklary, niklelk asitin terminal ucunun TUNEL yontemi ile
isaretlenmesi ile saptanabilir. Fakat TUNEL yonteminin apopitozise 6zgulligl ile ilgili
sUpheler vardir (64). Zira DNA kiriklari, apopitozisin disinda, nekrozda, mitoz bolinmedeki
DNA rekombinasyonu, DNA replikasyonu, DNA tamiri, sikisma ve gevseme sirasinda, doku
elektrokoagilasyonunda, otolizde, dokularin laboratuarda fiksasyonu sirasinda, H2O-
uygulamast sonrasinda, deterjan, proteinaz K ve mikrodalga maruziyetinde de
gorilebilmektedir (64). Apopitozis kaskatimin son basamag: caspase-3'tin aktive olmasidir.
Aktive caspase-3, DNAaz aktivasyonu, mitokondriden proapopitotik proteinlerin salinmasi
gibi hiicredeki apopitozise bagli olusan morfolojik degisikliklerin enzimatik stirecinde rol
oynar (65,66). Hicredeki caspase-3 varligimin gosterilmesi de apopitozis belirteci olarak
kullanilan duyarl bir yontemdir. Her ne kadar literatiirde caspase-3 ve TUNEL yonteminin
0zgullugt ve duyarliligr net olarak belirtilmese de, yapilan ¢alismalardaki bulgular TUNEL
yonteminin caspase-3 ile karsilastirldiginda duyarliligimin ve 6zgulligunin daha disuk
oldugunu dustindirmektedir (62-67).

Rho/Rho kinaz yolagi, son yillarda tizerinde birgok inceleme ve arastirma yapilan ve
birgok organ sistemini ilgilendiren birgok hastaligin patogenezinde 6nemli rol oynayan bir
kalsiyum duyarlastiric yolaktir. Rho kiicik bir G proteinidir ve en 6nemli efektor bir serin-
treonin protein kinaz olan Rho kinazdir. Rho’nun baglattigi bu kalsiyum duyarlastirici sinyal
mekanizmasinin  birgok fizyolojik ve patolojik siregte dnemli rolt vardir. Bu konuda

calismalar, Ozellikle kardiyovaskiler sistem ve solunum sistemi Uzerinde yogunlasmis ve
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yakin gelecekte yeni bir farmakolojik tedavi segenegi olabilmesi agisindan umut vaad
etmektedir (21,45,46,47,54).

Bu ¢alismada, yavru sicanlarda endotoksemi ile olusturulan deneysel akut akciger hasar
modelinde Rho kinaz inhibitort Y-27632'nin hem intraperitoneal hem de intranazal yol ile
uygulanmasi pulmoner hiicre apopitozisini belirgin sekilde azalttig1 saptandi. Rho kinaz sinyal
yolaginin Y-27632 ile inhibisyonunun Uzerinde Ozellikle asetilkolin ve ovalbumin ile
indtiklenmis deneysel astim modellerinde diiz kas tonusunu azaltarak solunum yolu rezistans
artisgim inhibe ettigi gosterilmistir (54). Ishizaki ve arkadaslarimin gerceklestirdigi  bir
calismada Rho A ile aktive edilen Rho kinazin, hicre icinde stres fiberlerinin ve fokal
adezyonlarin olusumu ve diizenlenmesinde anahtar rolti oldugu gosterilmistir (51). Bir bagka
guncel galismada oleik asitle olusturulan ARDS modelinde Rho kinaz ekspresyonunun arttigi
ve Y-27632 uygulanmasinin akciger hasarimt onlemede etkili oldugu bulunmustur. Aym
calismada Rho kinaz yolunun endotel aktivasyonu ve pulmoner bariyer disfonksiyonuna yol
acarak ARDS de akciger 6deminin patogenezinde rol oynayabilecegi belirtilmistir. Bununla
birlikte bu arastirmada Rho kinaz yolunun inhibisyonunun, pulmoner apopitozis tizerine etkisi
incelenmemistir (52).

Rho kinaz, hicre igi miyozin hafif zincir fosforilasyonunu dizenleyen 6nemli bir
sinyal efektoridur. Miyozin hafif zincir fosforilasyonu, aktin-miyozin etkilesiminin
gerceklesebilmesi icin anahtar olaydir. Apopitozisin morfolojik asamalarindan membran
tomurcuklanmasi, apopitotik hticre fragmantasyonu ve apopitotik hiicre fagositozu miyozin
hafif zincir fosforilasyonu ve aktomiyozin kontraksiyona bagimli olaylardir (53). TNF ile
induklenmis apoptosiste, Rho kinazin uyarilmas,, miyozin hafif zincir fosforilasyonunu
arttirr, transseltiler elektrik rezistansim azaltir, paraseltler gap proteini formasyonunu arttirir,
stres fiberleri olusumunu arttirir, tim bunlar apopitozise uzanan olaylar dizisinin bir
parcasidir. Petrache ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada Rho kinaz yolunun hicre igi
iskeletini dizenleyerek, apopitozis siirecinde membran tomurcuklanmasini saglacigi, Rho A
GTPaz aktivitesinin inhibisyonunun TNF ile indiklenmis hiicre iskelet formasyonunu
azalttigr saptanmistir. Bu etki caspase-8 aktivasyonundan onceki basamakta gerceklesmekte
ve diger mediyatorlerin aktivasyonunun engellenmesi ile sonuglanmaktadir (19). Birukova ve
arkadaglarinin gergeklestirdigi bir baska galismada ise, aktin filamam, mikrotubdller ve ara
filamanlardan olusan endotelyal hicre iskeletinin organizasyonunun, hicre seklinin
olusturulmast ve vaskuler gegirgenligin diizenlenmesi gibi gorevlerde rol alarak astim, sepsis
ve akut akciger hasar1 gibi bircok hastaligin patogenezinde 6énemli yeri oldugu ve Rho kinaz
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yolunun bu hicre ici iskeletinin organizasyonu islevinde dnemli rol oynachg: gosterilmistir
(44). Diger bir guncel arastirmada da, intraventz E. coli endotoksini ile olusturulan akut
akciger hasart modelinde, bir Rho kinaz inhibitéri olan Y-27632 (10 mg/kg i.p.)
uygulamasinin akciger parankimi i¢ine notrofil migrasyonunu azalttigi saptanmustir (20).

Bu calismada intraperitoneal ve intranazal Y-27632 uygulanan deney gruplar: kendi alt
gruplart icinde degerlendirildiginde endotoksemi ile olusan histolojik hasar ve apopitotik
hiicre artisgim onledigi saptandi. Y-27632'nin uygulama yolu etkinliginin degerlendirilmesi
acisindan intraperitoneal ve intranazal gruplarin tedavi altgruplari karsilastirildiginda
histolojik derece ve TUNEL boyama agisindan iki alt grup arasinda anlaml: fark saptanmadi.
Fakat caspase-3 pozitif boyanan hicreler dikkate alindiginda intraperitoneal uygulamanin
apopitozisi inhibe edici etkisinin daha fazla oldugu goruldi. Yukarida da belirtildigi gibi
caspase-3 boyama yonteminin duyarliliginin daha fazla oldugu g6z o6nine alinirsa,
endotoksemi ile olusan akut akciger hasarini ve pulmoner apoptozisi 6nlemede intraperitoneal
Y-27632 uygulamasimin daha etkili oldugu soylenebilir. Bununla birlikte, bu calismada
sadece histopatolojik etkiler incelendi; sistemik yan etkiler degerlendirilmedi.

Literatirde bir Rho kinaz inhibitori olan Y-27632'nin agizdan, parenteral ve
inhalasyon yolu ile uygulandigi ¢alismalar bulunmaktadir. Parenteral uygulamanin, bazi
calismalarda hipertansif sicanlarda kan basincini  disurdigi, normotansif  sicanlarda
hipotansiyona yol agmadig belirtilmekte, bazi ¢alismalarda ise normotansif sicanlarda da kan
basincin dusirict etkisi oldugu bildirilmektedir (69,70). Y-27632 nin diz kas hticresindeki
hedefi sadece patolojik kasilma slreci olabilecegi gibi normal diz kas kasilmasim da
etkiledigi yapilan ¢alismalarda gorulmustur (23). Y-27632'nin agizdan kullaniimasi sonucu
da, uygulamadan 2-3 saat sonrasinda hem ortalama pulmoner arteriyel kan basincinda hem de
sistemik arteriyel kan basincinda ciddi oranda disme gozlendigi bildirilmistir (21). Y-
27632’ nin suda ¢ozunurltgunin iyi olmasi, 6zellikle inhalasyon ile kullanimi agisindan gok
biyik bir avantgjchr (23). Inhalasyon yontemi ile daha az sisemik yan etki gorildigu
bildirilmistir (23). Hedef doku akciger oldugu takdirde inhalasyon yolu secilebilecek en
uygun yoldur.

Biz arastirmamizda, literatlrde Uzerinde daha once calisilmamis bir konu olan, Y-
27632 nin yavru sicanlarda endotoksemi ile olusturulan akut akciger hasarindaki apopitozis
Uzerine etkisinin intranazal ve intraperitoneal kullanmindaki farkim inceledik ve intranazal

kullanimin da en az intraperitoneal kullamm kadar etkin oldugunu gordik. Bu bulgu konu ile
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ilgilenen arastirmacilara daha yeni ve kapsamli bir ¢alisma yapma konusunda yol gosterecek
bir bulgudur. Konu ile ilgili daha genis kapsaml: ve bizim ulastigimiz sonucu destekleyecek
arastirmalara gereksinim vardr.
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7.SONUC VE ONERILER

Rho/Rho kinaz yolagi, insan vicudunda birgok fizyolojik ve patolojik siiregte rol
oynayan onemli bir sinyal sistemidir.

Literatirde Rho kinaz inhibitorleri Ozellikle kardiyovaskiler sistem ve solunum
sistemi hastaliklarinda tedavi segenegi olarak denenmis ve cogunda basarili sonuglar
alinmugtir.

Bu arastirmada intranazal Rho kinaz inhibitori Y-27632 uygulanmasinin
endotoksemi ile olusturulan ARDS modelinde pulmoner apopitozis Uzerine etkisinin,
intraperitoneal kullanimu ile benzer oldugu saptand:.

Bu, Rho kinaz inhibitort Y 27632 nin intranazal etkinliginin, intraperitoneal etkinligi
ile karsilastirildig: literatUrdeki ilk arastirmadir ve bundan sonra bu konu ile ilgilenen
arastirmacilara yol gosterecektir.

Yakin gelecekte Rho/Rho kinaz yolu inhibitorleri 6zellikle kardiyovaskiler ve
solunum yolu hastaliklar: tedavisinde etkili bir farmakolojik ajan olarak kullanilacaktir.

Inhalasyon veya nebulizasyon yolu ile kullamm sistemik yan etkilerden korunmak ve
kullanim kolaylig1 agisindan iyi bir secenek olabilir.
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