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OZET

Billur BORAN, Akut Akciger Hasarinda Periferik Benzodiazepin Reseptor
Ligandlarmm Inflamasyon ve Apoptoz Uzerine Etkileri. Zonguldak Biilent
Ecevit Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal,
Yiiksek Lisans Tezi, Zonguldak, 2019.

Bu ¢alisma, selektif periferik benzodiazepin reseptor agonisti, 4’-klorodiazepamin (Ro
5-4864), a-naftiltiyoiire (ANTU) ile olusturulan akut akciger hasarindaki inflamasyon
ve apoptoz lizerine etkilerini aragtirmak amaciyla planlanmistir. Siganlara; ANTU 10
mg/kg dozunda intraperitoneal olarak verilmis, ANTU uygulamasindan 4 saat sonra
akut akciger hasar1 gelisimi incelenmistir. Ro 5-4864 sicanlara, ANTU’dan 30 dakika
once 2 ve 4 mg/kg i.p. olarak uygulanmis ve akut akciger hasari lizerine olan olasi
koruyucu etkileri incelenmistir. ANTU uygulamasindan 4 saat sonra gogiis kafesi
acilmig, plevral efiizyon mayi toplanmis, akciger agirligr Sl¢lilmiis ve akciger
dokusunun histopatolojik incelemeleri yapilmistir. Akciger dokusunda iNOS, TNF- a,
periferik  benzodiazepin reseptorii, kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyama
calismalar1 yapilmistir. Serum numunelerinde ise, IL-1a, IFN-y ve MCP-1 diizeyleri
ELISA metoduyla oOlglilmiistiir. Akciger dokusunda Annexin V/propidium iodide
boyamasi ile apopitoz degerlendirmesi yapilmistir.

ANTU ile olusturulan akut akciger hasar1 modelinde, selektif periferik benzodiazepin
reseptor agonisti Ro 5-4864, 2 ve 4 mg/kg dozlarinda, akciger agirligi/viicut agirhig
(AA/VA) oranlarinda azalmaya neden olmustur fakat bu azalma sadece 2 mg/kg
dozunda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ro 5-4864, kullanilan her iki
dozunda da eflizyon gelisimini (PE/VA) istatiksel anlamli diizeyde azaltmis ve
eflizyon gelisimine kars1 koruyuculuk saglamistir.

Histopatolojik incelemede, ANTU grubundaki hasarda, Ro 5-4864’iin her iki dozda da
inflamasyon iizerinde koruyucu etkinlik gosterdigi, hemorajiyi ise sadece 2 mg/kg
dozunda anlamli oranda azaltti1 saptanmaigtir.

Immiinohistokimyasal analizler incelendiginde, Ro 5-4864’iin ANTU grubunda,
INOS immiinohistokimya boyanmas1 iizerinde anlamli bir koruyuculuk etkisinin
olmadigi, TNF boyanmasini her iki dozda da anlamli diizeyde azalttigi, kaspaz-3
boyanmasini 2 mg/kg dozunda azalttigi, PBR boyanmasini her iki dozda da azalttig

saptanmuistir.
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Serum oOrneklerinde ¢alisilan IL-1 ve IFN-y diizeyleri, gruplar arasinda farklilik
gostermemistir. MCP-1 diizeyleri ANTU grubunda artis gostermis ve bu artis 2 ve 4
mg/kg dozundaki Ro 5-4864 ile istatistiksel anlamli diizeyde azalmistir. Apoptoz
acisindan degerlendirme yapildiginda, ANTU grubunda anlamli oranda nekroz
gozlendigi, 2 ve 4 mg/kg dozlarindaki Ro 5-4864’iin bu duruma kars1 anlamli oranda
koruyuculuk gosterdigi izlenmistir.

Sonug olarak, selektif periferik benzodiazepin reseptor agonisti Ro 5-4864, ANTU ile
olusturulan akciger hasar1 ve efiizyon gelisiminde koruyucu etki gostermistir. Bu
sonuclar, benzodiazepinlerin, santral sinir sistemindekilerden farkli olarak periferde
yerlesmis olan reseptorleri araciligiyla, akciger hasar mekanizmalarii etkileyerek
koruyucu etki gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Periferik benzodiazepin
reseptorlerinin doku hasari ve inflamasyon iizerinde gosterilen bu olumlu ve koruyucu
etkileri, onlarin akciger hastaliklarinda potansiyel bir ilag olabilmelerine olanak

saglayacaktir.

Anahtar Sozciikler: Akut akciger hasar1 (ALI), akut solunum sikinti sendromu
(ARDS), oa-naftiltiyoiire (ANTU), periferik benzodiazepin reseptorii (TSPO),
4’klorodiazepam, (Ro-5 4864), plevral efiizyon



ABSTRACT

Billur BORAN, The Effects of Peripheral Benzodiazepine Receptor Ligands on
Inflammation and Apoptosis in Acute Lung Injury. Zonguldak Bulent Ecevit
University, Health Science Institute, Department of Medical Pharmacology,
Master of Science Thesis, Zonguldak, 2019.

This study was designed to investigate the effects of selective peripheral
benzodiazepine receptor agonist 4’-chlorodiazepam (Ro 5-4864) on inflammation and
apoptosis in acute lung injury induced by a-naphthylthiourea (ANTU). ANTU is
applied to rats at 10 mg/kg dose via intraperitoneally. Development of acute lung
injury has been investigated 4 hours after ANTU. Injection of ANTU (10 mg/kg i.p.)
produced pulmonary edema as indicated by an increase in lung weight/body weight
ratio (LW/BW) and pleural effusion (PE) reaching a maximum within 4 h in rat. Ro 5-
4864 (2 and 4 mg/kg, i.p.) carried out to rats 30 min prior to ANTU. After 4 hours, the
thorax was opened and pleural effusion was carefully collected by suction and lung
weight was measured and hispathological examination of the lung tissue was
conducted. In both groups, iNOS, TNF-a, peripheral benzodiazepine receptor, caspas-
3 immunohistochemical staining applied to the lung tissue. In serum samples IL-1 a,
IFN-y ve MCP-1 levels are measured by ELISA method. Through Annexin
V/propidium iodide staining, apoptosis assessment is made on the lung tissue.

In acute lung damage model induced by ANTU, selective peripheral benzodiazepine
receptor agonist caused a decrease in the lung weight/body weight (LW/BW) ratio at
the doses of 2 ve 4 mg/kg Ro 5-4864. However, it is only considered statistically
different in 2 mg/kg dose. Ro 5-4864 has decreased the effusion development (PE/VA)
in statistically different levels in both doses and provided protection against the
development of effusion.

In histopathological assessment, it is observed that Ro 5-4864 has displayed protective
activity on the inflammation at both doses, whereas reduced the hemorrhage at
statistically different levels only at 2 mg/kg dose. When immunohistochemical
analyses were considered, it is detected that Ro 5-4864 has no statistically different
protective effect on iNOS in ANTU group. Significantly reduced the TNF and PBR at
both doses in ANTU group, and reduced caspase-3 in ANTU group at only 2 mg/kg

dose.
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IL-1 and IFN gamma levels did not display any difference between the groups. MCP-
1 levels has increased in ANTU group and such increase reduced at statistically
different levels with Ro 5-4864 at 2 and 4 mg/kg doses. When assessed with respect
to apoptosis, necrosis were observed in ANTU group, and Ro 5-4864 at the doses of 2
and 4 mg/kg was found to provide protection atstatistically different levels against
such situation.

In conclusion selective peripheral benzodiazepine receptor agonist Ro 5-4864
displayed a protective effect in lung damaged caused by ANTU and effusion
development. These results shows that benzodiazepines may display protective effect
over the lung damage mechanisms through their peripheral receptors located at
periphery as different from those located at central nervous system. This positive and
protective effect of peripheral benzodiazepine receptors on tissue damage and

inflammation will enable them to be used as a potential medication in lung diseases.
Keywords: Acute lung injury (ALI), acute respiratory distress syndrome (ARDS), o-

naphthylthiourea (ANTU), peripheral benzodiazepine receptor, 4’ chlorodiazepam
(Ro-5 4864), pleural effusion.
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1. GIRIS

Akut akciger hasar1 (ALI), artan vaskiiler permeabilite ile gelisen akut ve
persistan akciger inflamasyonu sendromudur. Akut solunum sikintis1 sendromu
(ARDS) ise, ALI ile ayni belirtileri olup hipoksisi daha agirdir (1).

ARDS; akciger iizerinde dogrudan veya dolayli yoldan hasarlar olusturabilen
farkli nedenlerle tetiklenen; akut baslayan; akcigerlerde inflamasyon; proliferasyon ve
fibrozis ile onemli yapisal degisikliklere sebep olan; oksijene refrakter hipoksemi,
komplians ve fonksiyonel rezidiiel kapasitede azalma, akciger grafisinde diffiiz
infiltratlarin varlig1 ile karakterize; alveolo-kapiller permeabilite artisiyla gelisen
nonkardiyak pulmoner 6demdir (2).

ARDS olusumuna neden olabilecek bir ¢ok sebep gosterilmistir; pnémoni,
gastrik i¢eriginin aspirasyonu, list solunum yolu obstriiksiyonunu énlemek i¢in yapilan
islemler, sepsis, ciddi travmalar ve yaniklar, multipl kan transfiizyonu, akciger ve
kemik 1iligi transplantasyonu, yiikksek doz ila¢ kullanimi, duman inhalasyonu,
pulmoner kontiizyon, kardiyopulmoner “by-pass”, yag, hava ve amniyotik sivi
embolisi, akut pankreatit, sok, oksijen toksisitesi, akut eozinofilik pndmoni, miliyer
tiiberkiiloz, bogulma tehlikesi gecirme, bronsiyolitis obliterans organize pndémoni,
dissemine intravaskiiler koagiilasyon gibi. Bu durumlar direkt veya indirekt yolla
akciger hasari olustururlar (3).

ALI ve ARDS patogenezinde inflamasyon, apoptozis ve trombozis
gozlenmektedir (4). 11k yanit olarak tiimér nekrozis faktor-alfa (TNF-a.), interlokin-1
(IL-1), interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-8 (IL-8) gibi proinflamatuvar sitokinler
salgilanmaktadir (5,6). Bunu takiben akcigerlerde olusan yogun nétrofil birikimi ile
bu hiicreler aktive olmakta ve bunun sonucunda reaktif oksijen tiirevleri ve protezlar
gibi toksik medyatorlerin salgilanmalariyla kapiller endotel ve alveoler epitel
harabiyeti olusmaktadir (7,8).

Benzodiazepinler (BZ), trankilizan, antidepresan, kas gevsetici, antikonviilzan,
sedatif, analjezik, antiinflamatuvar ve anksiyolitik etki gibi genis kullanim alanlar
bulunan bilesiklerdir, santral ve periferik tipte farkli reseptorlerle etkilesmektedirler,
dolayisiyla, etkilerini sadece santral sinir sistemi {lizerinde gostermezler.
Benzodiazepinler farmakolojik etkileriniy-aminobiitirik asit (GABA) reseptorii
tizerindeki kendilerine 6zgii baglanma yerlerine (BZ reseptorlerine) baglanarak

gosterirler. GABA, santral sinir sisteminin major inhibitér nérotransmitteridir (9).



Klinikte tedavide kullanilan biitiin benzodiazepinler, GABA nin GABA reseptor alt
tipine baglanmasini uyarirlar. Bu reseptorler ¢ok alt birimli, ligantla agilan klor
kanallaridir ve bu kanallar yardimiyla GABA bagimli iyonik iletiyi gliclendirirler (10).
Kloriir kanallar1 ve GABAa reseptorleriyle kenetli santral benzodiazepin
reseptorlerinden farkli olarak, c¢esitli hiicrelerin mitokondri dis membrani iizerinde
yerlesmis benzodiazepin reseptorleri de mevcuttur. Bunlara periferik tipte
benzodiazepin reseptorii (PBR) denmistir (11). Yapilan ¢alismalar PBR’lerin hem
beyin hem de periferik dokularda var oldugunu goéstermektedir. PBR’lere ilk olarak
bobrek dokusunda rastlanmistir (12). Daha sonra, PBR’lerin kalp, akciger, hipofiz,
karaciger, trombositler, mast hiicreleri, makrofaj, dalak, timus, barsak, lenf nodu ve
testis dokularinda da mevcut oldugu bulunmustur (13).

Benzodiazepinlerin solunum sistemi tizerindeki etkilerini inceleyen ¢ok az
sayida ¢alisma vardir. Benzodiazepin reseptorlerinin uyarilmasiyla, solunum yolu diiz kas
hiicresinde hiperpolarizasyon olur, bu durum kasta gevsemeye, mevcut obstriiksiyonun
ortadan kalkmasina yol agmakta ve gevsemeye neden olan ilaglarin etkisini arttirmaktadir.
Bu etkileriyle, astim ve kronik obstriiktif akciger hastalig1 gibi bronkospazmin var oldugu
durumlarda tedavi secenegi olarak degerlendirilebilirler.

Santral sinir sistemi (SSS) disinda, periferde bulunan non-néronal GABA
reseptorleri hakkinda ¢ok az sayida ¢aligma bulunmaktadir. Bu reseptorlerin akciger
hiicre hasar1 ve inflamasyonu {izerindeki etkilerini inceleyen ¢alismalar ise oldukca
kisithidir (14). Benzodiazepinlerin solunum sistemi lizerine olan potansiyel koruyucu
etkilerinin ayrintili olarak incelenecegi ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda, alfa-naftiltiyolire (ANTU) ile ALI/ARDS deney modeli
olusturulmustur. ANTU, rodentisit olarak gelistirilmis, pulmoner 6dem ve plevral
efiizyon gelistirerek, pulmoner yetmezlikle 6liime neden olan kimyasal bir ajandir.
Yapilan ¢alismalarda, doz ve zaman bagimli olarak ALI gelistirdigi saptanmistir (15).
Calismamizda selektif periferik benzodiazepin reseptor agonisti Ro 5-4864°tin, ANTU

aracilt ALI/ARDS iizerine olan etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akut Akciger Hasar1 / Akut Solunum Sikintis1 Sendromu

Akut akciger hasari, Ingilizce karsiligi ‘Acute lung injury; ALI’, artmis
vaskiiler permeabilite ile karakterize akut ve persistan akciger inflamasyonu sendromu
olarak tanimlanmistir. Akut akciger hasar1 tanis1 koyduran baslica klinik 6zellikler
sunlardir;

I- Akut gelisen ve pulmoner odem ile birlikte iki tarafli radyolojik

infiltrasyonlar,

2- Uygulanan pozitif ekspiryum sonu basing (positive end-expiratory
pressure; PEEP) diizeyinden bagimsiz olarak arteriyel oksijen kismi
basincinin solunan oksijen fraksiyonuna oraninin (PaO2/FiOz) 201 ile 300
arasinda olmasi (burada PaO>, mmHg olarak hesaplanir ve FiO; 0.21 ile
1.00 arasinda bir deger olarak verilir),

3- Sol atriyal basingta artig goriilmemesi,

4- Pulmoner kapiller wedge basincinin 18 mmHg’nin altinda olmasidir.

Akut solunun sikintis1 sendromu (Acute respiratory distress syndrome; ARDS)
ALI ile ayn1 belirtiler verir farki hipoksinin daha agir gézlenmesidir (PaO2/FiO; oran1
200’iin altindadir). Arter kan gazi 6l¢iimii ARDS ve ALI tanisinda bakilmasi gereken
tetkikdir fakat baz1 hastalarda arter kan gazi 6rnegi almak zor olabilmektedir. Bu tiir
vakalarda pulse oksimetre ile Olciilen SaO> degeri kullanilabilmektedir. Yapilan bir
calismada SaO»/FiO; oraninin 235 bulunmasinin PaO2/Fi0,=200 ile iliski gdsterdigi
ve Sa02/FiOz oranmin 315 bulunmasinin PaO2/FiO.=300 ile iliski gosterdigi
bulunmustur (1).

ARDS; akciger lizerinde dogrudan veya dolayli yoldan hasar meydana
getirebilen ¢ok farkli nedenlerle olusabilen, akut olarak baslayan, akcigerlerde
inflamasyon, proliferasyon ve fibrozisin birlikte goriildiigii ciddi yapisal degisiklikler
olusturan, oksijene refrakter hipoksemi, komplians ve fonksiyonel rezidiiel kapasite
azalmasi, akciger grafisinde diffiiz infiltratlarin varlig: ile karakterize, alveolokapiller
permeabilite artisiyla birlikte gdzlenen nonkardiyak pulmoner 6dem tablosudur.

ALI/ARDS ilk olarak 1967 yilinda Ashbaugh ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir
2).



Akut solunum sikintisi sendromu her iki akcigeri de etkileyebilen
nonkardiyojenik ozellikte diffiiz infiltrasyonla birlikte, oksijen ile tedaviye cevap
vermeyen akut solunum yetmezligi sendromudur. ARDS, akcigerlerin hava ve dolagim
yollarim1 etkileyen ¢ok cesitli nedenlere bagli olusan akut klinik tablo olup, farkli
hastaliklarla baglantili gelistiginden, hastalik degil sendrom olarak tanimlanmaktadir
(16). Yapilan ilk ¢alismalarda erigskin solunum sikintis1 sendromu (adult respiratory
distress syndrome) olarak isimlendirilmesine ragmen daha sonra ¢ocuklarda da ortaya
cikisi ile akut solunum sikintis1 sendromu (acute respiratory distress syndrome) olarak

adlandirtlmistir (17,18).

Tablo 1. ALI Ve ARDS icin Amerikan-Avrupa Konsensus Konferansinda Onerilen
Tam Kriterleri

ALI ARDS
Akut baslangi¢
Pa0,/Fi0; <300 mmHg PaO,/Fi0; < 200 mmHg
Akciger grafisinde bilateral infiltratlar
PCWP (Pulmoner kapiller kama basinci) < 18 mmHg veya klinik olarak sol
atrial hipertansiyon bulgusunun olmamasi

1994 yilinda yayinlanan Amerikan-Avrupa konsensus konferansi raporu ile
ARDS’nin ALI’nin ilerlemissekli oldugu kabul edilmistir. Ayn1 konferans raporunda
ALI ve ARDS i¢in klinik kullanim1 daha kolay olan tani kriterleri de belirlenmistir.
(Tablo 1) (17).



Tablo 2. Akut Akciger Hasarinda GOCA Sistemi

HARF ANLAM SKALA TANIMLAMA
0 Pa0,/Fi0,>301
Gaz degisimi 1 Pa0O,/FiO2 =201-300
2 PaO/FiO2 =101-200
G 3 PaO/FiO,
Gaz degisimi A Spontan solunum, ZEEP
(numerik B Asiste solunum, PEEP=0-5 cmH>0O
tanimlayici ile C Asiste solunum, PEEP=6-10 cmH,0O
kombine edilecek) D Asiste solunum, PEEP> 10 cmH»>O
0 Sadece akciger
e 1 Akciger+1 organ
0] Organ yetmezligi ) Akciger 0 organ
3 Akciger + > 3 organ
0 Bilinmiyor
C Neden 1 Direkt akciger hasari
2 Indirekt akciger hasari
0 Takip eden 5 yil iginde 6liime yol
acabilecek baska hastalik yok
Birlikte bulunan 1 6 ay-5 yil i¢inde 6liime neden
A hastaliklar olabilecek ilave hastalik

2 6 ay i¢inde oliime yol acabilecek
ilave hastalik

ZEEP: Sifir end-ekspiratuar basing PEEP: Pozitif end-expiratory pressure

1998°de yayinlanan 2. Amerikan-Avrupa konsensus konferansi raporunda
epidemiyolojik verilerin toplanabilmesi, arastirma sonuglarinin kiyaslanabilmesi ve
koordineli olarak yiiriitiilebilmesi i¢in ilk konsensus toplantisinda Onerilen tani
kriterlerine ek olarak, akciger hasarinin siddetini belirleyen ve risk faktorleri de dahil
olacak sekilde klinik durumu degerlendiren sistemlerin de kullanilmasi gerektigi
sonucuna vartlmistir (18). Bu amagla akciger hasar1 skorunun (Lung injury score: LIS)
kullanilabilecegi; ancak prognostik agidan 6nemli olabilecek ve olayin baslangicinda
mevcut olan veya sonradan eklenen diger faktorlerin de dikkate alinmasi agisindan
GOCA sisteminin kullanilabilecegi belirtilmistir. GOCA sistemi basit ALI’den
siddetli ARDS’ye kadar tiim olusumu kapsayacak sekilde prognostik agidan énemli
olan ek faktorlerin de degerlendirilmesini saglayabilecek bir sistemdir (Tablo 2) (19).

ARDS i¢in tanimlama, 2011 yil1 Kasim ayinda Berlin/Almanya’da “European
Society of Intensive Care Medicine (ESICM)” 24. Kongresinde American Thoracic
Society (ATS)ile birlikte ESICM nin yaptig1 caligmalar ile Marco Ranieri tarafindan

sunulmustur. Onerilen yeni Berlin ARDS tanimma gore; ARDS, tanimlanmis risk



faktorlerinin eslik ettigi akut difiiz akciger hasarinin bir tipi olup, havali akciger doku
kayb1 ve artmis pulmoner vaskiiler permeabiliteye neden olan inflamasyon ile

karakterizedir. (Tablo 3) (20)

Tablo 3. Onerilen Yeni Akut Solunum Sikintis1 Sendromu Siiflamasi (21)

Kriter Hafif Orta Agir
Zamanlama Akut baslapglg, Plr hafta i¢inde baglayan klinik veya
yeni/kétiilesen solunum semptomlari
. . Pa0,/FiO2=201-300 PaO2/Fi0; <200 PaO»/FiO2 <100 ve
Hipoksemi

ve PEEP/CPAP > 5 ve PEEP > 5 PEEP > 10
Kalp yetmezligi veya sivi yliklenmesi ile tamamen
aciklanamayan solunum yetmezIligi**

En az li¢ kadrani

Odem nedeni

Radyolqj i Bilateral opasiteler* Blle}teral kaplayan
anormallikler opasiteler* .
opasiteler®*
CRS <40
Ek fizyolojik mL/cmH20 veya
diizensizlikler Pl NP VEcorr > 10
L/dakika

* Eflizyon, nodiil, kitle veya lober/akciger kollapsi ile tamamen agiklanamayan.

** Higbir risk faktori yoksa objektif degerlendirmeye ihtiyag vardir. VEcorr= VE x PaC02/40 (viicut
yiizey alani ile diizeltilmis dakika ventilasyonu), CRS: Istirahatte akciger kompliyansi, CPAP:
Devamli pozitif hava yolu basinci, N/A: Uygulanabilir degil, kullanilamaz.

Yeni oOnerilen Berlin tanimlamasi, hastaligin tedavisinde klinisyenleri
yonlendirecek ve bu tanimlama kullanilarak yapilacak bilimsel ¢alismalarda daha
dogru sonugclar alinabilecektir.

ALI ve ARDS gelisiminde rol alan risk faktorleri direkt olarak akciger hasari
olusturabilmektedir ki bu durumda primer ya da pulmoner ALI/ARDS s6z konusudur.
Daha sik olarak ise indirekt yolla, yani sistemik inflamatuvar yamiti tetikleyerek
endotelial taraftan baglayan akciger hasar1 olusabilmektedir ki; bu durumda da

sekonder veya ekstrapulmoner ALI/ARDS s6z konusu olmaktadir (Tablo 4) (22,23).



Tablo 4. ALI/ARDS Gelisiminde Risk Faktorleri ve Bu Patolojilerin Varliginda
ALI/ARDS Olusma insidanslar

Siklik Direkt Akciger Hasar1 Indirekt Akciger Hasar
Sepsis/Siddetli sepsis (%35-45)
Pnomoni Major travma (%?25)

Stk Mide igerigi aspirasyonu (%22-36)  Coklu uzun kemik kiriklar1 (%5-10)
Akciger kontiizyonu (%17-22) Fazla miktarda transfiizyon (%5-36)

Hipovolemik sok
Yag embolisi Pankreatit
Nadir Bogulma Kardiopulmoner bypass
[rritan gaz inhalasyonu Ilag asir1 dozu

ARDS gelisimine neden olabilecek bircok sebep gosterilmistir; pndmoni,
gastrik igeriginin aspirasyonu, list solunum yolu obstriiksiyonunu 6nlemek i¢in yapilan
miidahalelerden sonra, sepsis, ciddi travmalar ve yaniklar, multipl kan transfiizyonu,
akciger ve kemik iligi transplantasyonu, yiiksek dozda ila¢ kullanimi, duman
inhalasyonu, pulmoner kontiizyon, kardiyopulmoner ‘“by-pass”, yag, hava ve
amniyotik sivi embolisi, akut pankreatit, sok, oksijen toksisitesi, akut eozinofilik
pnomoni, miliyer tiiberkiiloz, bogulma tehlikesi gegirme, bronsiyolitis obliterans
organize pnomoni, dissemine intravaskiiler koagiilasyon gibi. Bu durumlar direkt veya
indirekt yolla akciger hasar1 olusturmaktadirlar (3).

Amerikan Ulusal Kalp ve Akciger Enstitiisii’nliin 1972 yilinda yayinlanan
sonuglara gore ARDS insidansi yilda 75/100000 oraninda gerceklesmektedir (24).
Berlin’ de yapilan aragtirmanin sonuglarina gére Lung Injury Score (LIS)>2.5 olan
hastalarin insidans1 yilda 3/100000 iken LIS=1.75-2.5 olan hastalarin insidansi
17.1/100000 olarak bulunmustur (25). Iskandinav iilkelerinde gerceklestirilen ve
konsensus konferansi tani kriterlerinin kullanildig: ¢ok genis ¢apli bir arastirmada ise
ALl insidans1 17.9/100000, ARDS insidans1 ise 13.5/100000 olarak bulunmustur (26).
2002 yilinda yayinlanan ve Avustralya’da gerceklestirilmis bir arastirmada da
konsensus konferansi tani kriterleri kullanilarak 34/100000 ALI ve 28/100000 ARDS
insidans1 tespit edilmistir (27).



2.1.1. Akut akciger hasary/ Akut solunum sikintis1 sendromunda patogenez

Alveolo-kapiller permeabilite artisina bagli olusan ALI, akcigerlerin hava
yollar1 veya dolasim yoluyla maruz kaldig farkli nedenlere bagl olarak gelisebilen
akut klinik bir durumdur.

Saglikli akcigerler, alveol i¢i sivi birikimini 6nleyecek ve interstisyel alanda
fazla sivi kalmayacak sekilde dengede calisir. Intravaskiiler proteinlerin onkotik
basinci, interstisyel lenfatikler ve alveoller arasinda bulunan ve sizmay1 onleyen siki
baglantilar bu dengeyi korur. Fakat akcigerin herhangi bir nedenle hasarlanmasi
durumunda bu isleyis bozulur, alveoller i¢inde ve interstisyumda s1vi birikimi normal
degerin iizerine ¢ikar. Bununla birlikte damar disina ¢ikmamasi gereken protein yapida
maddeler de interstisyum ve alveol i¢ine gegmeye baslar. Bir siire sonra alveollerin i¢i
kanli, proteindz yapida 6dem sivisi ve olii hiicrelerle dolar. Surfaktan fonksiyonunun
bozulmasi sonucunda da alveollerde kollaps olusur (28,29).

Alveoler epitelde iki tiir hiicre vardir. Tip I pndmositler epitel yiizeyinin
%90’1mn1 kaplar. Metabolik olarak fazla aktif degildir ve hasarlanmaya kars1
dayaniksizdir. Tip II pnomositler ise %10 luk miktarda bulunur, surfaktan liretimi ve
iyon pompalanmasi gibi 6nemli metabolik olaylarda gorev alirlar. Tip II pnomositler
hasarlanmaya kars1 daha dayaniklidir ve hasar sonrasi boliiniip farklilasarak tip I
pnomositleri olustururlar. Normal sartlarda alveoler epitelin permeabilitesi vaskiiler
endotele kiyasla daha diisiiktiir (30,31). Primer (pulmoner) ALI/ARDS de ilk hasar
alveoler epitelde olusur, hasar sonucualveoler makrofajlar aktive olur ve pulmoner
inflamasyon gelisir. Sekonder (ekstrapulmoner) ALI/ARDS’ de akciger dis1
kaynaklarla tetiklenen hiicresel ve humoral yanit sonucu sistemik dolagima salinan
mediyatorler akciger hasari olusturur (30). ALI ve ARDS ‘de inflamatuvar yanit,
dolayisiyla endotelial/epitelial hasar olusumundaki ana faktor notrofiller ve multiple
mediyator kaskadidir (32). Enflamasyonun baslamasiyla nétrofil yapimi artar, artan
notrofiller inflamasyon boélgeleri ve akcigerlerde birikirler. Primer ALI‘de olusan
hasarla aktive olan alveoller ve interstisyel makrofajlardan TNF-o, IL-1, IL-8ve
ozellikle B-integrinler olmak iizere sitokinler ve adhezyon molekiilleri salinir ve bunlar
notrofillerin kemotaksisini ve aktivasyonunu stimiile ederler (32,33). Sekonder
ALI/ARDS’de noétrofil aktivasyonu agisindan en oOnemli faktorlerden birisi
endotoksindir (Lipopolisakkarit, LPS). Plazmadaki lipopolisakkarit baglayan protein
(LBP), LPS‘yi baglayarak aktivitesinin artmasina neden olur. LPS+LBP kompleksi



CD18, CD14, kompleman sistemi ve nétrofil aktivasyonuna, nétrofillerin akcigerde
birikimine ve sitokin saliminin tetiklenmesine neden olur (34). Primer ALI/ARDS nin
akut fazinda protein icerigi yiiksek alveoler 6dem olusum hizi ve miktari, sekonder
ALI/ARDS’ye gore daha fazladir. Tip II pndmositlerde hasar olusmasi, 6dem sivisinin
alveollerden atilimina neden olur, siirfaktan yapimi ve doniisiimii de bozulur (35,36).
Proteinden zengin alveoler 6dem sivist ve inflamasyon, mevcut siirfaktanin
fonksiyonunun bozulmasina yol acar. Bunun sonucunda alveoller kollaps, sant
fraksiyonu artigi, V/Q uyumsuzluklar1 ve gaz degisim anormallikleri ile ndétrofil
migrasyonu, intraalveoler fibrin, kollajen ve hiicresel debris birikimi olusur (30,31).

ARDS patogenezinde inflamasyon, apoptozis ve trombozis gibi farkli biyolojik
siirecler rol almaktadir (4). Oncelikle gesitli uyaranlara yanit olarak TNF-a, IL-1, IL-
6 ve IL-8 gibi proinflamatuvar sitokinler salgilanmaktadir (5,6). Sonrasinda
akcigerlerde yogun nétrofil birikimi olmakta ve bu hiicreler aktive olarak kapiller
endotel ve alveoler epitel harabiyetine yol acan reaktif oksijen tiirevleri ve protezlar
gibi toksik medyatdrler salgilamaktadir (7,8). ARDS’nin erken donemlerinde alveoler
stvida graniilosit koloni uyaric1 faktér (G-CSF) ve graniilosit makrofaj koloni
uyaricifaktér (GM-CSF) konsantrasyonlarinin artmasiyla nétrofil apoptozisi bozulur
ve bunun sonucunda nétrofillerin meydana getirdigi hasar artar (37).

ARDS hastalarinda ii¢ belirgin patolojik evre goriiliir. ilk evre 1 hafta kadar
siiren, diffiiz alveoler hasar goriilen eksiidatif evredir. ikinci evrede pulmoner 6dem
¢oziinmeye ugrar, tip II alveoler hiicreler prolifere olur, skuam6z metaplazi gelisir,
interstisyel alanda miyofibroblastlar birikir ve ilk defa kollajen depolanmaya baslanir.
Bu evre proliferatif evredir. Ugiincii evrede ise normal akciger hava yollari oblitere
olur, fibrozis ve kist formasyonlar1 gelisir. Bu son evre fibrotik evredir (38).

ARDS’li hastalarda siklikla pulmoner vaskiiler tonus artis1 ve pulmoner
hipertansiyon gelismektedir. Trombosit kiimelenmesi uyarilmaktadir. ALI/ARDS
akcigerinde siklikla pulmoner rezistansi arttiran mikrotrombozis ve mikroemboli
olugmaktadir. Vaskiiler yapidameydana gelen tikanikliklara bagli iskemik hasar ve
mediyatér salinimi artmaktadir. Trombin aktivasyonu ve fibrin olusumu
trombositlerden TXA» ve serotonin salinimina neden olarak, bu mediyatorlerin giiclii
vazokonstriktor etkisiyle pulmoner vaskiiler rezistansin daha da artmasma yol
agmaktadir (31).

ALI/ARDS patogenezinde akcigerlerden salinan vazodilator etkili

mediyatorler de mevcuttur. Prostoglandinler, endotoksinlerin etkisi ile pulmoner



alanda etkinligi artmis olan COX-2 ve indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (INOS) gibi
mediyatorler vazodilator etki olusumunu saglamaktadir (32).

ALI/ARDS akcigerinde kaybolan hipoksik pulmoner vazokonstriktor yanit,
pulmoner tromboembolik olaylar, artan pulmoner vaskiiler rezistans, alveolar kollaps,
alveoler konsalidasyon gibi patolojiler, alveoler ventilasyon ile pulmoner perfiizyon
oraninin bozulmasina neden olmaktadir. Bunun sonucunda olusan sant fraksiyonu
artis1, ya da V/Q oranindaki normal dis1 sapmalar oksijene yanitsiz hiopsemiye yol
acar. Alveolokapiller membranda olusan 6dem, inflamasyon ve fibrozis sonucunda da
gaz difiizyonu bozulur. ilk basta hipo- veya normokapni olusumu gézlenirken
hiperkapni gelisimi de olabilmektedir. ALI/ARDS ge¢ doneminde akcigerin yapisi
fibrozis, kapiller hasari, amfizematdz ve bronsiektazik gelismelerle 6nemli oranda
bozulur. Yapisal degisiklikler hipoksemi ile birlikte CO; birikimine de neden
olabilmektedir. Hastaligin bu ge¢ doneminde PEEP uygulanmasinin iyilesme saglama
olasilig1 yoktur; ama PEEP uygulanmasi ventilasyon veya perflizyon redistribiisyonu

yolu ile oksijenasyonun devamini saglamaktadir (39).

2.1.2. Apoptoz mekanizmasi

Apoptozis (programlanmis hiicre 6liimii), hiicre intihar1 olarak da bilinen
fizyolojik bir olaydir. Organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik gorevini
tamamlayan veya hasarli hiicreler apoptozis ile genetik olarak kontrol edilerek ortadan
kaldirilirlar. Apoptozis farkli genler ile iliskili aktif bir sistem olup, Yunancada apo
(=ayr1) ve ptozis (=diisen) kelimelerinin birlestirilmesi ile olusmus sonbaharda yaprak
dokiimiinii, yapraklarin agactan, ta¢ yapraklarin cicekten dogal olarak diismesini
tanimlayan bir kelimedir (40). Teorikte apoptoz, ¢esitli travmatik hiicre dis1 lezyonlar
ya da genetik faktorlerle aktive edilir. Hiicre kendisi tarafindan programlanmis bir
mekanizmayla 6liimiinii kontrol eder ve bu olay hiicrenin intihar1 olarak tanimlanabilir
(41). Apoptoz ile viicudun biitiinlindeki hiicre sayis1 sabit kalir ve immiin sistem
faaliyetlerinin gergeklesmesi saglanir (42). Apoptozis siireci; DNA hasarina genlerin
yanit1, hiicre membrani tarafindan 6liim sinyallerinin alinmasi (Fas ligand1) ve hiicreye
dogrudan proteolitik enzim girisi (granzim) olmak tizere {i¢ farkl sekilde isleyebilir
(43). Apoptoz siirecinin belli basl bilesenleri; Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve
Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1) proteinidir. Bu bilesenlerin

biyokimyasal aktivasyonu ile, apoptozda gozlenen mitokondriyal hasar, ¢cekirdek zari
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kirilmasi, DNA fragmentasyonu, kromatin yogunlagmasi ve apoptotik cisimlerin
sekillenmesi gibi morfolojik degisiklikler meydana gelir (44). Apoptoz siirecinde
kalsiyum iyonu, seramid, Bcl-2 genleri, p53, kaspazlar, sitokrom-c proteini ve
mitokondri etkilidir. Kaspazlar, aspartik asitten sonraki peptid bagini kiran sistein
proteazlardir. Hiicre i¢inde inaktif durumdadirlar, proteolitik olarak birbirlerini aktive
ederler. Baslatic1 kaspazlar (kaspaz 2,8,9,10), efektor kaspazlar (kaspaz 3,6,7) ve
inflamatuvar  kaspazlar (kaspaz 1,4,5,11,12,13,14) olmak iizere 3 tipte
siniflandirilirlar. Hiicre iskeletindeki 100 farkli hedef proteinini keserler, hiicre zarinin
tomurcuklanmasina ve apoptoza neden olurlar (45,46).

Apoptoz mekanizmasinda iki temel yol vardir. Birinci yol, hiicre disi
uyaranlarla tetiklenen, pozitif (TNF-a varligi) ya da negatif (biiyiime faktorii yoklugu)
hiicre dis1 yoldur, ikinci yol ise hiicre icinde DNA hasar1, endoplazmik retikulum stresi
ya da mitokondriden tetiklenen hiicre i¢i yoldur. Apoptotik siire¢ hangi yolla baglamis
olursa olsun kaspazlar adi verilen proteolitik enzimler tarafindan gergeklestirilirler.
Kaspazlar, farkli tiirleri tanimlanmis, aktif katalitik boélgesinde sistein iceren ve

substratlarini aspartat iceren 6zgiil bir bolgeden kesen proteaz enzimlerdir.

2.1.2.1. Hiicredis1 uyarilarla tetiklenen apoptoz (6liim reseptorleri yolu)

Apoptozis mekanizmasindaki ilk yol hiicre dis1 uyaranlarla tetiklenen yoldur.
Hiicredis1 uyaranlar olarak TNF, koloni uyarici faktorler (CSF), néron biiyiime faktorii
(NGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF), IL-2 gibi maddelerin ortamda azalmasi,
glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar, ¢esitli antijenler sayilabilir. Otoimmiin hastalik
gelisiminde rolii oldugu belirtilmis olan Fas/FasL, sFas proteinleri, viriisler de (HIV;
inflilenza, adenoviriis) hiicreyi apoptozise gotiirebilmektedirler (47).

Apoptoz uyarilmasinda, 6liim reseptorleri olarak da adlandirilan, birbiriyle
yapisal olarak akraba olan TNF-o ve Fas reseptorleri gorev almaktadir. Oliim
reseptorleri hiicre zart i¢ kismina tutunmus olan, bir ucu hiicre disina, bir ucu hiicre
icine bakan, hiicre i¢i tarafinda prokaspaz 8’in aktiflenmesini saglayan bir 6lim
bolgesi bulunan reseptorlerdir. Hiicre zarindaki kendileri i¢in 0zgiin reseptorlere
baglanan ligandlar, reseptdrii trimerik bir yapiya doniistiiriir ve hiicre i¢cinde adaptor
molekiiller ad1 verilen bir dizi molekiille etkilesmeye girerek prokaspaz 8’1 iki farkl
biiyilikliikte parcaya bolerler. Kaspaz 8 aktiflesir vebaslatict etkidedir, inaktif

proenzimler olan kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 7’nin bir zincir bi¢iminde
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aktiflesmesini saglar. Aktif duruma gecen tiim kaspazlar hiicre makromolekiillerini
parcalar ve tipik apoptoz morfolojisini olustururlar (48).

Aktif kaspaz 8, diger yandan, Bcl-2 ailesi proteinlerinden biri olan Bid’in de
proteolitik olarak aktiflesmesine yol agar. Bid, mitokondriden proteinlerin ve
kalsiyumun serbestlenmesine yol agar. Boylece 6liim reseptorleriyle mitokondriyal yol
da aktiflesmis olur (49).

Viriislerle enfekte olmus hiicrelerde veya aktiflenen p53°iin etkisi ile uyarilan
Fas reseptorii, o hiicrenin sitotoksik T lenfositlerce oldiiriilmesini saglar. FAS ve TNF-
a disinda TNF iliskili apoptoz indiikleyen ligand reseptorleri (TRAIL) de hiicre iginde

benzer yolla 6liimii uyarabilir (50).

2.1.2.2.Hiicre i¢i apoptotik yollar (mitokondriyal yol):

Sitokinler, kalsiyumun hiicre i¢inde miktarinin artmasi, TNF, DNA hasartyla
tiimdr slipressdr gen olan p53°iin aktif hale gegmesi, viral-bakteriyel enfeksiyonlar,
glukokortikoidler ve onkojenler apoptozu etkileyen hiicre i¢i uyaranlardir. Hipertermi,
radyasyon, sitotoksik onkoloji ilaglar1 ve hipoksi gibi nekroza neden olabilecek
etkenler az miktarda apoptoz meydana getirirler. Apoptozda hiicre olimii ¢evre
dokuya zarar vermez fakat bazen apoptoz dolayli olarak ¢cevre dokuda nekroza neden
olabilir ya da nekroz apoptozisi baslatabilir (51).

Mitokondri, hiicre i¢i ATP iiretiminden sorumludur, ayn1 zamanda hiicre i¢i ve
dist yollarla gelen 6liim sinyalleri bu organel iizerinde birlesmektedir. I¢i ve dis1 zarla
cevrili yapida olan mitokondri, hiicre zarinda oldugu gibi bir zar potansiyeline sahiptir.
Normal isleyisi bozulan mitokondrinin dig zar gecirgenliginde artis olusmasi, dis zarda
sisme olusmasina neden olur. Bunun sonucunda iki zar arasinda bulunan ¢esitli
proteinler hiicre sitoplazmasina geger. Bu gecis, zarda gecgirgen transisyon poru
meydana gelmesiyle ya da dis zarin patlamasiyla olusabilir. Mitokondride solunum
fonksiyonunda yer alan enzim olan sitokrom c, apoptoz indiikleyici faktor (AIF),
SMAC ve ENDO G adli DNAaz enzimi sitoplazmaya dagilir. Sitokrom c,
sitoplazmada Apaf-1 molekiiliine baglanir, inaktif yapidaki bu monomer apoptozom
ad1 verilen yapiya doniislir (52). Apoptozom, kaspaz 9’u aktiflestirmek iizere keser,
kaspaz 9, efektor kaspazlardan prokaspaz 3’1 aktive eder ve kromatin kondensasyonu

ve oligoniikleozomal DNA fragmantasyonu ile gelisen apoptozun gergeklesmesini

12



saglar. Mitokondride dis zar potansiyelinin degigsmesi Bcl-2 ailesi ad1 verilen bir
protein grubu tarafindan diizenlenir.

pS3 hiicre sitoplazmasinda bulunur. DNA’nin ya da hiicrenin agir hasar
gormesi durumunda, DNA’da belli genlerin aktivasyonu ile yapimlarinin artmasina
(Bax, Apaf-1, Fas), belli genlerin de baskilanmasina (Bcl-2, Bcl-X) yol agarak
apoptozu tetikler (53). Hiicrenin hasari onarilabilecek diizeyde ise, hiicre siklusunu G1
fazinda durdurur ve hiicreye DNA’sin1 tamir edebilmesi i¢in zaman kazandirir. Eger
DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar biiylikse bu durumda p53 apoptozu indiikler.

Sonu¢ olarak ister intrensek ister ekstrensek yoldan aktivasyon baslasin,
“atesleyici” enzimler olan kaspaz 8 ve 9, aktive olduklarinda “Olim islemi”
baslamistir, geriye doniis yoktur. Kaspaz 8 ya da 9 aktivasyonunu, bitirici
(executioner) olarak bilinen caspase 3 ve 6’nin aktivasyonu izler. Bitirici kaspaz’lar
cok sayida hiicre komponentini etkiler; sitoskeletal ve niikleer matriks proteinlerini
parcalayarak sitoskeletal ve niikleer yikima yol acarlar, transkripsiyon, DNA
replikasyon ve DNA onarimu ile ilgili proteinleri parcalarlar, caspase-3 ozellikle
sitoplazmik DNAaz enzimini aktive ederek sarmalda ayrigsmalara neden olur.

Aktif duruma gegen kaspazlar hiicre yapisi bilesenlerinden aktin, miyozin,
spektrin gibi proteinleri keser, boylece hiicre kiigiiliir ve yapistigr ortamdan ayrilir.
Aktin ve miyozinin etkilesimi ile hiicre zarla sarili tomurcuklar halinde kopar.
Transkripsiyon faktorleri gibi proteinler, ribozomlar, RNA, golgi ve endoplazmik
retikulum gibi tim organeller pargalanir (54). Mitokondri zar potansiyelinin
bozulmasiyla normal hiicrede ¢ift tabakali hiicre zarinin dis katinda bulunmayan bir
fosfolipid olan fosfatidilserin dis yapraga geger ve oksitlenir. Bu degisim apoptotik
hiicrelerin makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilmesi i¢in bir sinyal
olusturur. Zarla saril1 apoptotik cisimlerin fagositozuyla apoptotik siire¢ tamamlanmis

olur.
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Tablo 5. Apoptozis ve Genler (51)

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indiikleyen genler

e Bcl-2 grubundan; Bad, Bax,

Bcl-2 grubundan;
Bak, Bcl-xS, bid, bik, Hrk1

BHRL-1, bcl-xl, bel-w, bfl-1,

e c-myc
brag-1, mcl-1, Al

e p53,p21
e fas (CD95/APO1)
FADD/MORT, RIP, FAST

c-abl geni
ras onkogeni
¢Ozilinebilir fas
p35

A20

o interlokin doniistiiriici enzim
benzeri proteinler (ICE)
LOH (MTS1/CDK41)

Apoptoz ve nekroz arasindaki farklar:

Apoptoz hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilir.
Nekroz fizyolojik bir 6liim sekli degildir.

Nekrozda kromatin paterni hemen hemen normaldir ama hiicre siser, apoptotik
hiicre ise tam tersine kii¢iliir.

Apoptotik hiicrenin kromatini niikleus membraninin ¢evresinde toplanir ve
yogunlasir. Apoptozun en onemli spesifik yonii DNA’nin interniikleozomal
bolgelerden pargalanmasidir.

Nekrotik hiicrenin plazma membran biitlinligii kaybolmustur, apoptotik hiicre
membrani ise saglamdir.

Nekrotik hiicre sonradan lizise ugrar. Apoptotik hiicre kiiciik cisimciklere
parcalanir.

Nekrozda inflamasyon olusurken apoptozda olusmaz (55,56,57,58).
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Tablo 6. Apoptoz ve Nekrozla Oliim Arasindaki Temel Farklar

Apoptoz

Nekroz

Morfolojik
ozellikler

Kiiclilme, c¢ekirdekte kromatin
yogunlasmasi,
tomurcuklanmayla
cisimlerin  olusmasi,
hiicreler  tarafindan
edilme

apoptotik
komsu
fagosite

Sisme, hiicre
gecirgenliginin
hizlaartmas1 ve bleblesme
(kabarcik olusturma),
hiicre igeriginin dig ortama
dagilmasi

Tetikleyen
mekanizmalar

Hiicre disindan (TNF-a, biiylime
faktor eksikligi, antikanserojen
ilaclar, oksidatif stres, DNA
hasar1) Hiicre iginden

Ani toksik etki sonucu zar
gecirgenliginin ¢ok biiyiik
Olciide bozulmasi

(mitokondri, ER)

Hiicrede ¢ok hizli bir enerji
yetmezligi ya da toksik etki
sonucu zar gecirgenliginin
hizla artmasiyla osmotik
dengenin bozulmast,
hiicrenin patlamasi

Hiicre i¢i  maddelerin

Hiicre iginde proteolitik
enzimlerin aktivasyonu, hiicre i¢i
proteinlerin ve DNA’nin yikimi
(kaspaz ve DNAz aktivasyonu)

Biyokimyasal
degisimler

Apoptoza ugrayan hiicrenin
inflamasyon olusturmaksizin dagilmasiyla olusan
ortamdan temizlenmesi inflamasyon

(TNF, tiimor nekrozis faktor; ER, endoplazmik retikulum)

Sonuglari

2.1.3. Nekroz mekanizmasi

Nekroz da apoptoz gibi hiicre 6liim bi¢cimi olmasina ragmen, histolojik ve
fizyolojik olarak apoptozdan biiytik farkliliklar1 vardir (59,60).

Nekroz, kendiliginden gelisen, genlerle kontrol edilemeyen diizensiz bir
stirectir. Ayirict 6zelligi 6liimiin hiicre grubunda meydana gelmesidir ve en yaygin
nedeni hipoksidir. Hipoksi diginda arsenik, siyanid, insektisitler gibi toksik maddeler
ve agir metaller de nekroza neden olabilirler. Bu maddeler, membran gecirgenliginin
artmasina yol agar, hiicre ve organeller pargalanir, sitoplazma ve cekirdek icerigi
hiicreler arasindaki bosluga salinir (59,60,61).

Nekroz olusmasinda, fiziksel uyarilar ve 1s1, yanma, donma, toksik maddeler
gibi kimyasal uyarilar hiicrenin iyon dengesini bozarak etkili olurlar. DNA tamirinden
sorumlu niikleer enzim PARP (Poli ADP-riboz polimeraz) NAD*’1 ikiye bolerek NAD
kaybmma neden olur. Buna bagli ATP noksanligi olur, bu durum iyon pompasi
yetersizligine yol acar, hiicre igine siv1 gegisiyle organeller siser. Plazmanin membran

biitlinliigii bozulur ve olusan osmotik basing hiicrenin patlamasina neden olur. Hiicre
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Oliimiiyle hiicreleraras1 bosluga salinanhiicre igerigi enflamasyon olusturur. Makrofaj

ve notrofillerin nekrotik dokuya gociibu olayin karakteristik 6zelligidir. Go¢ eden bu

hiicreler nekrotik dokuyu fagosite eder. Bu nedenle enflamasyon nekrozun énemli bir

isaretidir. Nekroz sirasinda mitokondriyal ROS iiretimi artar, nonapoptotik proteazlar

aktive olur, ATP iiretimi azalir ve Ca*? kanallar1 acilir (62,63).

Nekroz tipleri:

1. Koagiilasyon nekrozu: En sik olusan ve her tiirlii iskemik olayda g6zlenen

nekroz tiiriidiir. Sitoplazma proteinleri koagiilasyona ugrar, hiicre ¢ekirdegi

kaybolur. Protein denatlirasyonu sonucubeyin haricindeki tiim dokularda

hipoksik 6liim gerceklesir. Bu nekroz tiiriinde organel yikimi da goriiliir (64).

Koagiilasyon nekrozu apoptozla ¢ok benzer 6zellik gosterir. ikisini farkliliklar:

bakimindan kiyaslayacak olursak;

Apoptoz fizyolojik ve patolojik olaylar sonucunda gen ve enzimlerin
aktivasyonundan kaynaklanir, transdiiksiyonun kesin isaretini takip
eden fizyolojik bir uyaran vardir. Nekrozda ise bu uyaran ekzojen

kaynakl1 hipoksi ya da ¢esitli toksinler olabilir.

Apoptoz tek hiicrede ortaya ¢ikan bir olaydir ve bunun sonucu
apoptotik cisim olusur. Apoptotik hiicre, hiicre olma o6zelligini
kaybeder ve tamamen cansiz bir kitle haline doniisiir. Nekrozda ise
organellerin pargalanmasi, sisme, zar zedelenmesi ve serbest radikal
hasar1 gibi olaylar s6z konusudur ve nekroz belli bir hiicre grubunu

etkiler.
Nekrozun en belirgin 6zelligi olan inflamasyon apoptozda yoktur.

Dokuda apoptoza ugrayan hiicreler komsu hiicreler tarafindan fagosite

edilir. Nekrozda ise immiinolojik bir fagositoz vardir (59,60,61).

2. Likefaksiyon nekrozu (kollikuasyon nekrozu, erime nekrozu): En sik beyin

dokusu ve apselerde goriilen dokunun enzimatik sindirimi ile gergeklesen,

nekroz tirudir.
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3. Kazeoz nekrozu: Tiiberkiiloz hastaliinda ortaya ¢ikan, graniilomlarin
merkezinde eozinofilik heterojen hiicre kitleleri birikmesiyle karakterize

nekroz tirudir.

4. Yag nekrozu: Hasarli pankreas hiicreleri ve makrofajlarda rastlanan, lipaz
enzimi araciliyag asitlerinin kalsiyumla birlesmesiyle beyaz tebesirimsi

bolgelerle karakterize nekroz tiirtidiir.

5. Kangrenoz nekroz: Biiyiik ve derin yaralanmalarda dokuya implante olan

bakterilerin etkisiyle olusan nekroz tiirtidiir.

6. Fibrinoid nekroz: Bag dokusunda ve damarsi yapilarda gozlenen, damar
duvarinda fibrin benzeri protein materyal birikimi ile karakterize nekroz

tirtidiir.

Nekroz mekanizmasinda; Fas, TNF reseptorlerinin aktivasyonu veya hiicresel
stres sonucu RIP1 ve RIP3 (Receptor interacting proteinler) aktive olmaktadir. RIP1
ve RIP3 mitokondriyi direkt aktive edebilir ya da NADPH oksidazin olusturduguROS
ile indirekt olarak etkileyip nekrozu indiikleyebilir (65). Nekrotik uyart PARP’1 da
aktive eder. PARPI de kalpain aktivasyonu, RIP kinazlarin aktivasyonu ya da PARP
yoluyla nekroza neden olur. PARP ve kalpain, AIF salinimini1 saglayarak nekrotik
hiicreleri indiiklerler. Kalpain, Ca*? ile aktive olan kaspaz proteaz ailesi iiyesidir ve
lizozomal enzim salinimina neden olan kathepsin aktivasyonuna katkida bulunur
(62,63,66,67). Bcl-2 ailesinden bir baska protein olan BNIP, direkt olarak
mitokondriyal por olusumunu aktive eder. Mitokondriyal porlar; mitokondri dig
membraninda voltaj bagimli anyon kanali (VDAC), i¢ membraninda adenin nukleotit
translokaz (ANT), matrikste peptidil prolil izomerazdan olugmaktadir. Mitokondriyal
porlar, agir1 reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve Ca*? iiretiminde agilan genis kanallardir
(68,69,70). Bcl-2 ailesinin diger bir proteini Nix ise endoplazmik retikiiliimden Ca*?
salinimma neden olur. Salinan kalsiyum, endoplazmik retikiiliime yakin olan
mitokondri matriksine gecer ve mitokondriyal porlarin agilmasina neden olur. RIP

kinazlar da ROS iiretimini elektron transport zinciri yoluyla saglarlar. Artan Ca*?

ve
ROS sonucu por uzun siire a¢ik kalir. Bunun sonucunda hiicre oksidatif fosforilasyon
yoluyla ATP tiretemez hale gelir venekroz gerceklesir (69).

Akut Akciger Hasarinda Tedavi: ALI ve ARDS i¢in yapilan tiim ¢alismalara ragmen

etkinligi kanitlanmis direkt bir tedavi yontemi bulunamamistir. Tedavi i¢in uygulanan

17



yontemler, altta yatan risk faktorlerinin ortadan kaldirilmasina, semptomlarin
diizeltilmesine ve destek tedavisi saglanmasina yoneliktir. Tedavide etkinligi
kanitlanmis bir yontem mevcut olmamasina ragmen gegen yillar i¢erisinde ALI/ARDS
mortalitesinde eskiye oranla azalma saglanabilmistir. Akciger koruyucu ventilasyon
stratejileri, kiigiikk tidal voliim ve basingli ventilasyon uygulamalari mortalite
oranlarinda azalmay1 saglayan destek tedavilerinin basinda gelmektedir. ALI/ARDS
tedavilerini, yeterli gaz degisiminin saglanmasina yonelik mekanik ventilasyon
tedavileri ve non-ventilator tedaviler olmak tizere iki gruba ayirmak miimkiindiir.
Mekanik ventilasyon tedavisi, giivenli oksijenasyonu saglamanin yaninda artmis
solunum ihtiyaci, artmig alveoler olii bosluk ve solunum sisteminin azalmig
kompliyanst nedeniyle artmis olan solunum sikintisinin giderilmesinde etkili
olmaktadir. Kalbe ven6z doniisiin azalmasini saglayan etkisiyle 6dem olusumunu da
engellemektedir. Nonventilator tedaviler ya da farmakolojik tedavilerden ALI/ARDS
mortalitesini azaltan bir tedavi bugiine kadar gosterilememistir. Bunun baglica
nedenleri arasinda, ALI/ARDS i¢in uygun bir deneysel model gelistirilememesi,
ALI/ARDS’ ’nin en 6nemli nedeni olan sepsisin akciger harici diger organlar da
etkileyen bir durum olmasi, Amerikan Avrupa konsensus kriterleriyle olusturulan
deney grubundaki hastalarin eksiidatif ve fibrotik olarak heterojen grup olusturmalari

sayilabilmektedir (71,72).

2.1.4. Akut akciger hasar1 deneysel hayvan modelleri

ALI ve ARDS hastalarindaki incelemelerde, akciger degisiklikleri hakkinda
onemli bilgiler elde edilmistir. Bu hastalar lizerindeki hasar mekanizmalarina yonelik
arastirmalar, kritik durumdaki hastalarin kontrol edilmesi zor olan birgok klinik
degiskenleri barindirmalari nedeniyle basarili olamamistir. Bu nedenle ALI‘yi
baslatan veya ALI‘den ARDS’ye gecise neden olan faktorler ve bu faktorlere zemin
hazirlayan fizyolojik ve inflamatuvar degisiklikler tam anlamiyla aydinlatilamamistir.
Insan arastirmalarmdaki bu zorluklar nedeniyle, fizyopatolojiye yonelik
arastirmalarda hayvan deneylerine agirlik verilmistir. Hayvan deneyleri ve olusturulan
hasar modelleri, hastalarla laboratuvar verileri arasindaki kopriiyii olusturmakta ve
tedaviye yonelik fikirlere yol gostermektedir (73,74).

Ideal bir ALI/ARDS hayvan modeli, insanda gériilen ALI/ARDS ‘in 3 énemli

patolojik 6zelligi olan nétrofilik alveolit, hyalen membran birikimi ve mikrotrombiis
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formasyonunun olusturuldugu modeldir. Ancak bu 6zelliklerin hepsinin bir arada
bulundugu, insandaki patolojiyi tam olarak taklit eden ideal bir model yoktur (73). Bu
faktorlerden birinin yoklugu bu modelin bir akut akciger hasar1 veya akut solunum
sikintis1 sendromu modeli olmadigi anlamimna gelmez. Dolayisiyla, deneysel
caligmalarda hangi faktorlerin etkisini incelemek istiyorsak, o faktorlerin aktive
oldugu modeli segmek daha dogru olacaktir. Bu sebepten ALI ve ARDS‘de farkli
patolojik mekanizmalarin incelenmesi i¢in farkli deney modelleri kullanilmaktadir.

Ideal bir hayvan modelinde olmasi gereken parametreler:

e Iinsandaki ALI’nin gaz degisim anormallikleri, akciger kompliansinda azalma,
alveolo-kapiller membranda permeabilite artis1 gibi bir veya daha fazla

fizyolojik ve patolojik mekanizma ve sonuglarini taklit edebilmeli

e Insan akcigerinin hasara cevabi zaman icinde degistiginden dolay1 deney siireci

hayvan desteklenebiliyorsa uzatilabilmeli

e Insan akcigeri ALI/ARDS igin altta yatan sebepten (&rnedin sepsis gibi)
etkilendigi kadar tedavide kullanilan yontemlerden de (mekanik ventilasyon
gibi) etkilenebilmektedir. Hayvan modelinde de miimkiinse bu durum

saglanabilmelidir.

Sayilan bu parametreler hayvan deneylerinde tam olarak yerine getirilemediginden
insanda gozlenen ALI/ARDS‘y1 tam olarak taklit eden bir hayvan deney modeli
bulunmamaktadir (75).

Hayvanlarda, insan ALI/ARDS 6zelliklerini olusturmaya yonelik ¢ok sayida farkli
model stratejileri gelistirilmistir (73,74):

Zararh bir stimulusla akcigerin direkt olarak hasarlandig1 modeller:

Akcigeri direkt olarak hasara ugratan modeller arasinda; intratrakeal veya
intranazal olarak bakteri veya lipopolisakarit gibi bakteriyel bir iirliniin verilmesi;
aspirasyon olusturmak iizere hidroklorik asit (HCl) gibi bir asidin veya gastrik
partikiillerin verilmesi, oksijenin yiiksek inspirasyon fraksiyonunda verilmesi, %0,9
sodyum kloriir (NaCl) ile seri lavajlar yapilarak siirfaktanin tiikketilmesi, hilusun

klampe edilerek iskemi/reperfiizyon olusturulmasi veya yiiksek tidal voliimlerde
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mekanik ventilasyon kullanarak mekanik germeye maruziyet sayilabilmektedir

(73,75,76).

Akcigerin indirekt olarak hasarlandig1 modeller:

Bu modeller c¢ogunlukla sepsis olusturma temeline dayanir. Bunlardan
bazilarina 6rnek olarak; cekal baglama ve delme, intravendz olarak bakteri veya
lipopolisakkarit verilmesi ve mezenterik iskemi/reperfiizyon modelleri sayilabilir.
Rodentisit bir ilag olan ANTU ‘nun intraperitoneal olarak verilmesi ile olusturulan akut
akciger hasart da indirekt modele uygun bir yontemdir. Oleik asit modeli de bu
kategoriye girmektedir ve bu model multipl kemik kirikl1 hastalarda kemik iliginden

oleik asit serbestlesmesini taklit etme temeline dayanmaktadir (77).

Kombinasyon modelleri:

Insandaki ALI/ARDS‘yedaha benzer bir model yaratmak igin farkli hasar
mekanizmalart kombine edilebilmektedir. Bunlarin i¢inde en sik yer alanlar; % 0.9
NaCl lavajimmi takiben mekanik ventilasyon veya ¢ekal baglama ve delme islemini

takiben hemoraji olusturma gibi yaklagimlardir (73,75,76).

Model se¢imi:

Hayvan modellerinde ALI/ARDS‘de gozlenen histopatolojik bulgular insana
gore hafif bulgulardir. Bu nedenle ALI/ARDS hayvan modelini segerken calisma
hipotezi ile test edilecek olan ALI/ARDS anahtar 6zelligini dikkate almak ve o
ozellikleri sergileyebilecek bir model segmek gerekmektedir. Ornegin, akcigerlere
notrofil akisi kontrol mekanizmalar1 arastiriliyorsa, lipopolisakkarit enjeksiyonu ile
primer olarak alveoler nétrofili ile karakterize bir model secilmelidir. Hayvan tiirii
olarak ise ¢cogunlukla deney modellerinde avantajlari olan fare modeli se¢ilmektedir.
Genetik olarak farkli ¢ok sayida tiirlerinin olmast mekanizma c¢alismalarina imkan
vermektedir, 6te yandan kiigiik olmalar1 nedeniyle fizyolojik caligmalarin ¢ok zor
yapilabilmesi yada yapilamamasi, insanlarda bulunan IL-8°in farelerde olmamas1 gibi

baz1 yonlerden farklilik gostermeleri dezavantajlar sayilabilir. Domuz ve tavsan gibi
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hayvanlar bu dezavantajlar1 icermemelerine ragmen fareye gore deney maliyetini

arttirmalar1 nedeniyle deney modeli olarak tercih edilmemektedir.

2.1.5. Akut akciger hasar1 deney modeli: a-Naftiltiyoiire (ANTU)

Alfa-naftiltiyoiire, rodendisit olarak gelistirilmis, pulmoner 6dem ve plevral
eflizyon gelistirerek, pulmoner yetmezlikle 6liime neden olan kimyasal bir ajandir.
Yapilan ¢aligmalarda, uygulanan dozuna ve zamana bagimli olarak ALI gelistirdigi
saptanmistir. Bunun sonucunda deneysel ALI deney modeli olarak kullanilabilecegi
ortaya konulmustur. Elektron ve 151k mikroskopisinde yapilan morfolojik calismalar,
ANTU’nun akciger hasar mekanizmasinda hedef yapinin kapiller endotel hiicreleri
oldugunu gostermistir (17). Endotel hiicre hasar1 sonucu, endotel bariyer fonksiyonu
ortadan kalkar, kapiller permeabilite artar ve buna bagli olarak interstisyel ve alveoler
O0dem gelisimi olur. Standart deney modelinde sican veya fareye intraperitoneal olarak
ANTU uygulamasi yapildiginda, 4 saat icinde akciger 6demi ve plevral efiizyon
maksimum diizeye ulagsmaktadir (78,79). Bu hasarin siddeti doza ve zamana baglh
degismektedir. Olusan 6dem ise 24-48 saat i¢inde tamamen kaybolmakta ya da
ilerleyip kemirgenin 6liimiine neden olmaktadir (16).

ANTU’nun etki mekanizmasi kesin olarak bilinmemektedir, ANTU’ya bagh
akciger ddemi, pulmoner vaskiiler yatak ve hava yolukaynakli bir kisim vazoaktif
maddeler araciligiyla olabilecegi gibi ANTU’ nun dogrudan hasari sonrasi bu vazoaktif
maddelerin ortaya ¢ikabilecegi seklinde de olabilmektedir. Deney modelinde, isaretli
ANTU verilerek yapilan calismalarda, isaretli ANTU‘nun akciger ve karacigerde
makromolekiillere baglandig1 ve bu toksik yapilarin desiilfiirasyonu sonucu reaktif
molekiillerinin olustugu gézlenmistir. ANTU nun kismen de karaciger ve akcigerdeki
mikrozomlarda sitokom P450 monoksijenaz ile metabolize edilmesiyle kovalent
baglanmaya ve toksik etkiye neden olabilecek ara molekiiller olusturabildigi ifade
edilmektedir (80,81,82).

ANTU aracili akut akciger hasarinda L-arginin/NO yolaginin rol oynadigi,
iNOS ekspresyonunun akciger dokusunda artis gosterdigi son yillarda yapilan
calismalarla gdsterilmistir. Bu ¢alismalarda, NOS inhibitérii, N®-nitro-L-arginin metil
ester (L-NAME) uygulamasinin akciger 6dem gelisimini inhibe ettigi saptanmistir. Bu
bulgular NO’nun ANTU aracili gelisen akciger hasarinda sitotoksik bir molekiil olarak
hareket ettigini gostermektedir (17). Endotelin peptidlerin de ANTU aracili akciger
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hasarinda rol oynadiklar1 benzer sekilde ortaya konmustur (83). ANTU uygulanan
sican akcigerlerinde anjiotensin donistiiriicii enzim aktivitesiyle birlikte anjiotensin
I’in anjiotensin II’ye doniisiimiiniin azaldigr saptanmistir (84,85). ANTU aracili
patolojide arasidonik asit metabolitlerinin de rol oynadigi bildirilmektedir (81,85).
ANTU toksisitesinde reaktif oksijen radikallerinin rol oynadigi, ANTU aracili gelisen
oksidatif stresin diisiik dansiteli lipoprotein (DDL) oksidasyonuna neden oldugu ve
okside DDL’nin akciger dokusunda biriktigi gosterilmistir (86).

Anestezik maddelerle yapilan calismalarda pek ¢ok anestezik maddenin,
anestezik Ozelliklerinin yaninda, vaskiiler endotel ve diiz kas fonksiyonlarim
etkileyerek akciger inflamatuvar cevaplarmi modiile ettigi goriilmiistiir. Ornegin,
morfin santral analjezik etkisinin yani sira, periferik alanda doku hasar1 ve inflamasyon
tizerine de etki etmektedir ve diger bazi 6dem modellerinde oldugu gibi, ANTU aracili
akciger 6deminde de koruyucu etki gostermektedir (87). Morfin gibi, iiretan, tiopental
ve pentobarbitalin de ANTU aracili akut akciger hasarinda koruyucu etki yaptig
saptanmigstir (78). Anestezik maddeler bu etkilerini kismen NO olusumunu inhibe
ederek gostermektedir, yapilan caligmalarda morfinin iINOS’u inhibe ettigi de

gozlenmistir (87).

2.2. Benzodiazepinler

1,4-Benzodiazepin tiirevleridir; molekiil yapisinda heterosiklik halka i¢inde
azot atomlar1 1 ve 4 numarali yerlerde bulunur. Benzodiazepinler gliniimiizde diinyada
en fazla kullanilan ila¢ gruplarindan biridir. Ancak 1986’dan itibaren Tiirkiye’de
kontrollerinin  artmasi nedeniyle kullanimlar1 6nemli Olgiide azalmistir.
Benzodiazepinler barbitiiratlara benzer sekilde anestezi olusturabilmelerine ragmen
anestezi olusturan dozlarinin uzun stireli sedasyon ve amnezi yapabilmesi nedeniyle,
genel anestezi yerine genellikle sedasyon olusturmak iizere kullanilirlar.
Benzodiazepinlerin terap6tik indeksleri ytliksektir yani terapdtik dozlari ile ciddi yan
etki olusturan dozlar1 arasindaki aralik genistir. Bu nedenle yiiksek dozda tek basina
alindiginda 6liime neden olmalar1 nadir goriilen bir durumdur. Karacigerde oksidatif
enzimleri pek indiiklemezler ve diger ilaglarla bu bakimdan etkilesme olasiklar
barbitiiratlar ve diger bazi hipnosedatiflere gore diisiiktiir. Anksiyolitik etkilerini
belirgin bir sedasyonla birlikte olmaksizin yaparlar ve liyelerinin ¢ogunun psisik

bagimlilik olusturma potansiyelleri barbitiiratlarinkine kiyasla daha diisiiktiir. Bu gibi
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tistlinliikleri nedeniyle hipnotik, sedatif ve anksiyolitik ilaglar olarak 1960 yilinda ilk
kez pazarlanmalarindan itibaren giderek, barbitiiratlarin ve diger hipnosedatif ilaglarin
yerini almiglardir. Benzodiazepinler arasinda kullanilis yerine iliskin farklar,
farmakokinetik ozellikleri arasindaki farktan ileri gelir. Etki siirelerine gore

siiflandiracak olursak {i¢ gruba ayrilirlar:

1. Uzun etki siireli benzodiazepinler: Diazepam, klordiazepoksid, klorazepat,
prazepam, medazepam, flurazepam ve nitrazepamdir. Iclerinde en fazla
kullanilan diazepam olmakla birlikte flurazepam ve nitrazepam hipnotik
olarak, digerleri ise anksiyolitik olarak kullanilir. Uzun etki stireli

benzodiazepinler genellikle karacigerde aktif metabolitlere doniisiirler.

2. Orta etki siireli benzodiazepinler: Oksazepam, alprazolam, lorazepam,
temazepam ve loprazolamdir. Oksazepam ve alprazolam anksiyolitik olarak
digerleri ise hipnotik olarak kullanilirlar. Flunitrazepam yan tesirleri nedeniyle

artik kullanilmamaktadir.

3. Kisa etki siireli benzodiazepinler: Midazolam ve triazolamdir. Hipnotik
olarak veya preanestezik medikasyon i¢in kullanilirlar. Midazolam genel
anestezi indiiksiyonu yapmak i¢in de kullanilabilir. Etkilerinin kisa siirmesi
esas olarak belirgin derecede redistriblisyon gostermelerine ve birazda

eliminasyon yarilanma dmiirlerinin kisa olusuna baglidir.

Santral benzodiazepin reseptorlerine baglanarak etkinlik gosteren maddelerin

farmakolojik etkilerinin niteligine gore ii¢ tiirli ayirt edilir:

1. BZ reseptor agonistleri; anksiyolitik ve hipnotik etki yapan benzodiazepinler

ve zopiklon bu gruba ornek verilebilir.

2. Ters (inverse) agonistler; benzodiazepin reseptoriinii aktive ederler, fakat
benzodiazepinlere zit yonde agonist etki (konviilsan, prokonviilsan ve
anksiyojenik etki gibi) olustururlar. Bu agonistlerin yaptig1 reseptor
aktivasyonunun GABA’nin  kloriir kanallarin1  agmasint  engelledigi
sanilmaktadir. Benzodiazepin reseptoriiniin endojen agonist ligandinin bu

gruptan bir madde olabilecegine inanilmaktadir. Ters agonistlerin drnekleri
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konviilsan etki yapan bazi B-karbolin-3-karboksilat esterleri, diger bir (-

karbolin tiirevi olan FG7142 ve bir benzodiazepin tiirevi olan Ro 15-3503"tiir.

3. BZ reseptor antagonistleri; Bunlar agonistlerin etkisini antagonize eden
maddelerdir. Gerek agonistlerin gerekse ters agonistlerin etkisini ortadan

kaldirirlar. En fazla incelenen 6rnegi, flumazenil’dir.

2.2.1.Benzodiazepinlerin etki mekanizmalari

Klinikte kullanilan biitiin benzodiazepinler, ana inhibitér nérotransmitter olan
GABA’nin GABAA reseptor alt tipine baglanmasini arttirir. Bu reseptorler ¢ok alt
birimli, ligantla agilan klor kanallaridir ve bu kanallar yardimiyla GABA bagimh
iyonik iletiyi giiclendirirler.

GABA postsinaptik ndron membraninda kendine 6zgii reseptorleri (GABAa
reseptorleri) aktive ederek, bu reseptorlere kenetlenmis kloriir kanalinin agilmasina
(ndronda hiperpolarizasyona) neden olur. Boylece GABA, néronlarda postsinaptik ve
duruma gore presinaptik inhibisyon yapar.

GABAA reseptorii, ortasinda bir anyon (CI) kanali bulunan oligomerik bir
yapidadir. Beyindeki GABA 4 reseptorlerinde bulunan baglica alt birimler alfa, beta,
gama, delta ve epsilon alt birimleridir; ayrica pi ve teta tiirleri de bulunur.
Benzodiazepinler, GABAA reseptorii iizerinde kendilerine 6zgii BZ baglanma
yerlerine (veya BZ reseptorlerine) baglanarak farmakolojik etkilerini olustururlar.
Ancak GABAA reseptorleri iizerinde direkt etkinlik gostermezler, GABAerjik sinir
uclarindan saliverilen GABA ile iligkili ve ona bagimh olarak etki olustururlar. BZ
baglanma yerleri GABAAa reseptdr pentamerinin alfa ve gama alt-birimlerinin bitigme
yerleri lizerindedir. Bu nedenle BZ reseptorleri GABAa reseptorlerinin hepsi iizerinde
degil, sadece alfa ve gama alt-birimine sahip olanlar iizerinde bulunur. Noronlar
tizerinde benzodiazepinlerin etkinlik gosterebilmeleri i¢in ortamda GABA bulunmasi
gerekir ve ortamdaki GABA diizeyinin artmasi benzodiazepinlerin etkinligini de
arttirir. Benzodiazepinlerin GABA saliverilmesini artirmadiklar, GABA uptake’ini
etkilemedikleri veya GABA metabolizmasinda baska tiirlii bir degisiklik yapmadiklar
biyokimyasal incelemelerle saptanmistir. Benzodiazepin molekiillerinin  BZ
reseptorlerine baglanmasi allosterik bir degisiklik yaparak GABA reseptorlerinin
GABA’ya afinitesini ve GABA molekiillerinin kendi reseptorlerine baglanmasini

artirir. Boylece ortamda benzodiazepinlerin olmadigi durumdakinden daha az sayida
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GABA molekiilii kloriir kanalimi ayn1 derecede acar. Bagka bir deyisle

benzodiazepinler GABA’ ’nin gravimetrik etki giiclinii artirirlar (10).

2.2.2. Benzodiazepinlerin solunum sistemi iizerine etkileri

Normal olgularda benzodiazepinler hipnotik mutad dozlarinda solunum
sistemini etkilemezler fakat pediyatrik tedavide ve alkolizm gibi karaciger fonksiyon
bozuklugu olan kisilerde dikkatli kullanilmasi1 gerekir. Preanestezik olarak ya da
endoskopi uygulamasinda daha yiiksek dozlarda kullanimlarinda, alveoler
ventilasyonu hafifce baskilar ve hipoksik durumun azalmasindan dolay: respiratuvar
asidoza neden olabilir. KOAH’11 hastalarda bu etkiler daha da artar ve alveoler hipoksi
ile CO; narkozu gelisebilir. Anestezi sirasinda veya opioidlerle birlikte kullaniminda
apneye neden olabilirler. Etanol veya santral sinir sistemini baskilayan bir ilag ile
birlikte alindiklarinda hastada siddetli entoksikasyon gelisebilir ve solunum destegi
gerekebilir. Benzodiazepinler hipnotik dozda iist solunum yolu kaslariin kontroliinii
ters etkileyerek veya COz’ye olan ventilatdr yanit1 azaltarak uykuya bagli solunum
bozukluklarint daha da kotiilestirebilirler. Ciddi KOAH’I1 hastalarin bazilarinda geg
etki olarak hipoventilasyon ve hipoksemiye neden olabilirler fakat bazi durumlarda
uyku ve uyku kalitesini diizeltebilirler. Hipnotik dozlarda obstriiktif uyku apneli
hastalarda tiist solunum yollarindaki kas tonusunu azaltabilir ve apneli epizodlarin,
alveolar hipoksi, pulmoner hipertansiyon ve kardiyak ventrikiiler yiik iizerindeki
etkisini tetikleyebilir (10).

Beyin sapindaki GABAAa reseptorleri, akcigerdeki kolinerjik iletimi modiile
etmektedir. Hem GABAa kanallari hem de GABAg reseptorleri, akciger post
gangliyonik parasempatik sinirlerin presinaptik ylizeylerinde farmakolojik olarak

tanimlanmislardir ve kolinerjik sinir aktivitesini inhibe etmektedirler (9).

2.2.3. Periferik benzodiazepin reseptorleri

Arastirmacilar anksiyete, konviilsiyon ve uykusuzluk tedavisinde kullanilan
benzodiazepinler i¢in, periferik dokular {izerinde baglanma alanlar1 bulma ¢alismalari
yapmislar ve 1977 yilinda periferik tip benzodiazepin reseptoriinii tanimlamiglardir
(88). Ilk olarak bobrek dokusunda diazepam-baglanma alani olarak kesfedilmis ve

beyin disindaki yerlesimi nedeniyle, santral benzodiazepin reseptorlerinden ayirmak
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icin “periferik tip” benzodiazepin reseptdrii olarak tanimlanmistir. Memeli dokularinda
santral-tip ve periferik tip benzodiazepin reseptorleri tanimlanmistir. Santral
reseptorler noronlarda lokalizedirler, kloriir kanallari ve GABAA reseptorleri ile
kenetlenmislerdir, PBR ise ¢ok daha fazla bir yayginlik gdstermektedir. PBR esas
olarak mitokondri dis membraninda lokalize olmaktadir ve steroid sentezleyen
hiicrelerde bol miktarda bulunmaktadir. PBR’lerin farmakolojik ve yapisal olarak
santral benzodiazepin reseptorlerinden farkli olduklar1 rapor edilmistir. PBR ismi
yaygin olarak kabul gormiis olmakla birlikte, bu proteini ifade etmek igin
‘mitokondriyal benzodiazepin reseptorii’, ‘mitokondriyal diazepam-baglanmasini
inhibe eden reseptor kompleksi (diazepam-binding inhibitor receptor complex-DBI)’
ve ‘PK11195-baglanma alanlar1’gibi farkli isimler de kullanilmistir. Bununla birlikte,
diger proteinler veya ligandlarla olan etkilesimlerinden bagimsiz olarak, PBR, 2006'da
HUGO Gen Adlandirma Kurulu tarafindan, protein veya ligand tagima /
translokasyondaki varsayilan islevini yansitan 18 kDa Translokator Protein (TSPO)
olarak yeniden adlandirilmistir (89). Daha sonra yapilan ¢alismalarda, PBR’lerin hem
beyin hem de periferik dokularda bulunduklar1 gosterilmistir. Bu reseptorler, santral
sinir sisteminde temel olarak glia hiicrelerinin mitokondrilerinde ve periferde steroid
hormon sentez eden (adrenal korteks ve gonadlardaki gibi) endokrin hiicrelerin
mitokondrilerinde bulunurlar. Steroid hormon sentezinin ilk maddesi olan kolesteroliin
hiicre i¢ine transferine aracilik eder ve steroid sentezini diizenlerler (11).

PBR’lere ilk olarak bobrek dokusunda rastlanmistir (12). Periferik
benzodiazepin reseptorlerinin varligi kalp, akciger, hipofiz, karaciger, trombositler,
mast hiicreleri, makrofaj, dalak, timus, barsak, lenf nodu ve testis dokularinda da
gosterilmistir.  Tim  bu  dokulardaki  resptorlerin  fonksiyonlart  heniiz
aydinlatilamamistir (13).

Benzodiazepinler, SSS’deki GABAAa reseptortorlerinden bagka, periferik
dokulardaki farkli bolgelere de baglanirlar. PBR ligandi 1-(2-chlorophenyl)-N-
methyl-N(1-methylpropyl)-3-isoquinoline carboxamide (PK11195, antagonist) ve 7-
chloro-5-(4-chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2-H-1,4-benzodiazepin-2-1 (Ro 5-
4864, agonist) ¢ok sayida hiicresel fonksiyonu etkilemektedir. Benzodiazepinlerin bu
reseptorlere baglanma oOzellikleri degisiklik gostermektedir. Klonazepam ve
flumazenil santral benzodiazepin reseptdrleri i¢in spesifik ligand olarak etki ederken,
flunitrazepam, diazepam ve midazolam mikst etki etmekte (hem santral hem de

periferik reseptorleri etkilemektedirler), Ro5-4864 ve PK11195 ise PBR’lere yiiksek
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afinite ile baglanmaktadirlar. Bu durumda, benzodiazepin reseptor ligandlarini santral
( klonazepam, flumazenil), mikst (flunitrazepam, diazepam, midazolam) ve periferik
etkili (4’kloradiazepam, PK 11195) olarak siniflayabiliriz (13). PBR’lerin rol oynadig:
en belirgin fonksiyon steroid sentezidir. Yapilan ¢alismalar PBR’lerin immiin sistem
fonksiyonlarmin regiilasyonunda da rol oynadigin1 gostermektedir. Bu reseptorler,
monosit, notrofil, NK hiicresi, lenfosit CD4 ve CDS8 hiicreleri, trombosit ve
eritrositlerde tanimlanmiglardir. Dolayisiyla, bu reseptor ligandlarinin kemotaksis ve
lenfoid hiicre proliferasyonu gibi monosit fonksiyonlarinin modiilasyonunda da etkili
olduklar1 diisiiniilmektedir (90).

Ro5-4864 ile yapilan calismalarda bu bilesigin insan periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde IL-2 {iretimini inhibe ettigi gosterilmistir (91). Ro5-
4864°1in fareler iizerinde yapilan deneylerde, makrofajlardan reaktif oksijen iirtinleri,
IL-1, TNF-o. ve IL-6 gibi inflamatuvar mediyatorlerin iiretimini anlamli oranda
azalttig1 saptanmistir (92). Torres ve arkadaglari, PBR agonistlerinin anti-inflamatuvar
etkileri oldugunu ve karagenin ile olusturulan penge Odeminde koruyucu etki
gosterdigini bulmuslardir (93).

Periferik benzodiazepin reseptdrleri stres cevabinin diizenlenmesinde de
onemlidir ve panik bozuklugu, travma sonrasi stres bozuklugu ve yaygin anksiyete
bozuklugu gibi duygu durum bozukluklarinda diizeylerinin azalmis oldugu
gosterilmistir. Johnson ve arkadaslarinin sosyal anksiyete bozuklugu olan 53 hasta
tizerinde yaptig1 bir calismada, periferik benzodiazepin reseptdr sayisinin hasta

grubunda saglikli kontrollere gore anlamli 6lgiide diisiik oldugu saptanmaistir (94).

2.2.4. Periferik benzodiazepin reseptorlerinin patolojik durumlardaki rolii
Periferik benzodizepin reseptorlerinin; iskemi reperflizyon hasari (95,96),

beyin hasar1 (97,98), epilepsinin belirli formlar1 (96,97,98), norodejeneratif

bozukluklar, Alzheimer (96,98) ve Parkinson (98) hastalig1 ve periferal noropati (99)
gibi degisik patolojik durumlarda rolleri oldugu gosterilmistir. (Tablo 7).
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Tablo 7. Normal ve Patolojik Sartlarda Olasi PBR Fonksiyonlari

Fonksiyon

Deneysel Veriler

Referanslar

Steroid biyosentezi

En yaygin calisilan fonksiyon: PBR ¢ok
yliksek afiniteli kolesterol baglayici bir
proteindir; PBR ligandi mitokondri igine
kolesterol naklini saglar.

(98,100,101,102)

PBR, proteinlerin motokondri i¢ine naklinde

Protein nakli . (103,104)
gorev almaktadir.
Porfirin nakli ve hem Hem biyosentezi yolu kismen, porfirine (105.106)
biyosentezi baglanan PBR tarafindan diizenlenir. ’
. Yiiksek benzesimli PBR ligandlar1 Ca™ nin
Iyon Nakli gastrik mukozaya mitokondriyal salinimin (107)
saglamaktadir.
N . Gozlemlerin ¢ogu kanser hiicreleri tizerinde
Hiicresel Proliferasyon T . e R
yapilmistir; PBR’nin rolii hiicrelerin orijinine (108)
ve farklilasma .
dayaniyor olabilir.
< .. . PBR sitokinlerin ve immiinokompetan
Bagisiklik diizenlemesi | .. N o
Lo N hiicrelerce immiinoglobiilin salgilanmasindan (97,109)
(immiinomodiilasyon)
sorumludur.
Hiicresel solunumun  PBR erken embriyonun gelisimsel stres cevap
oksidatif iglemler ile yollarinin potansiyel mediyatorii olarak (110,111)

iligkisi onemli olabilir.
Mitokondriyal
metabolizma ve PBR solunum durumlarinin modiilasyonunda
fonksiyonlarin ve Ca*?akigimin diizenlenmesinde gé')}r,ev alir. (97,100,107,110)
diizenlenmesi
. In vitro veriler, apopitozda PBR ve
Aoz ligandlarinin roliﬁrlie isaret eder. 12)
Patolojik fonksiyon Yorum
Iskemi —reperfiizyon PBR’nin hayvan tipi iskemi — reperfiizyon
. - (95,113)
hasari hasar1 modellerinde rolii
PBR ligandlart, in vivo CNS hasar1 sonrast
Beyin hasar1 prolifereolan, kiiltiir astrositlerinin mitotik (97,98)
oranini diigiirmektedir.
o Bazi1 PBR ligandlar1 hayvan modellerinde
Epilepsi epil%:psiyi azalt};naktadlr. ©8,114)
Alzherimer hastalarinda mikroglial
Norodejeneratif proliferasyonla karakterize olarak daha (97.98)
Hastaliklar yiiksek olan PBR seviyeleri, Parkinson ’
hastalarinda daha diistiktiir.
PBR seviyeleri siyatik sinir rejenerasyonunda
Periferal Noropati daha yiiksektir; PBR ligandlari periferal sinir 99)
dejenerasyonunu dnlemektedir.
Psikiyatrik bozukluklar PBR stres kaynakli psikiyatrik hastaliklarda (96.97.98)

etkendir.

PBR hiicre biiyiimesinde etkendir; Asirt PBR

Kanser iiremesi bazi tip kanser tiirlerinin ilerlemesi  (97,108,115,116,117)
ile korelasyon gostermektedir.
Gériintiileme PBR CNS noropatolojisinin iyi bir (118.119)

gostergesidir.

Ancak, PBR’nin insan hastaliklar1 {izerindeki rollerine iliskin arastirma

caligmalarinin ¢ogu iki terapoétik alan lizerinde yogunlagsmistir: Onkoloji ve Psikiyatri

(120).
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2.2.4.1 Psikiyatrik rahatsizliklar

Ex vivo deneyler, organizmalarin kompleks hiicresel mekanizmalarini tiimiiyle
yansitmasada, epilepsili farelerden elde edilen kiiltiirdeki astrositler iizerinde yapilan
calismalar, PBR’nin major stresin diizenleyici mekanizmalarinda rol aldiklarini ortaya
cikarmistir (96). Ayrica, PBR ligandlar1 yeni sentezlenen norosteroidler araciligiyla
anti-anksiyete etkisi gosterebilirler. PBR ligandlarinin baglanmas1 nedeniyle,
mitokondri igine kolesterol gecisive glial hiicreler araciligiyla steroid sentezinin
gerceklesmesi, hayvan anksiyete deneylerinde gosterildigi iizere, GABAa
reseptOriiniin fonksiyonlari olumlu olarak degistiren ve anksiyolitik etkilere sahip
allo-pregnanolon ve pregnanolon gibi pregnan norosteroidlerinin olusumuna neden
olmaktadir (98). PBR ligandlarinin, stres kaynakli CNS fonksiyon dengesizliklerinden
dogan psikiyatrik bozukluklari 6nleyebildigi diistiniilmektedir.

Anksiyete ve post travmatik stres bozuklugu olan hastalarin trombositlerinde
daha diisiik seviyede (diazepam tedavisi sonrasinda seviyede yiikselme goriilmiistiir)
PBR baglanmasi gézlemlenmistir. Benzer sekilde, savas sirasinda veya tekrarlanan
stres egzersizleri uygulanan askerlerde diisiik PBR yogunlugu gdzlenmistir. intihara
meyilli ergenlerde de diisik PBR baglanimi tespit edilmistir, ancak PBR
degisikliklerinin major depresyon ve obsesif-kompiilsif bozuklugu bulunanlarda etkili
olmadig1 goriilmiistiir (97).

Diazepam baglayan inhibit6riin (DBI) sizofreni semptomlarini hafiflettigi ileri
stiriilmustiir (121). Normal kontroldeki ve tedavi edilmeyen hastalara gore
noroleptiklerle tedavi edilen sizofreni hastalarinda, baslangicta diisiik PBR yogunlugu
tespit edilmistir (97). Sonraki ¢aligmalar, trombosit hiicrelerindeki PBR yogunlugu ve
sizofreni hastalarinda agresif davranis ve kaygi skorlari arasinda 6nemli derecede

negatif kolerasyon tespit etmistir (112).

2.2.4.2 Kanser

PBR ligandlari, in vitro hiicre siklusu blokajini ve insan kalin bagirsak kanser
hiicre dizilerinde apopitozu uyarmaktadir (103,122). Insan kolon kanser dokularinda,
normal insan kolon dokularina oranla PBR sayisinin arttigi gézlenmistir (97). Yakin
zamandaki ¢caligmalar, I1I. saftha bagirsak kanserinde PBR ’nin fazla iiretilmesinin, kotii

bir netice ve kisalmig bir yasam siiresi ile korele olan bagimsiz bir prognostik faktor
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oldugunu ortaya koymustur (115). Ayrica, PBR iiretimindeki artis ile gogiis, bagirsak
ve prostat kanserlerinin ilerlemesi arasinda da korelasyon bulundugu goriilmistiir
(108,123). Ancak, hiicre profilerasyonunda PBR’nin roliinii belirlerken, dokunun
baslangic durumu gibi faktorlerin de 6nemli olabilecegi belirtilmelidir (124). Bu
gozlemler, PBR’nin antikanser tedavilerinin gelistirilmesinde ilging bir hedef
olabilecegini gostermektedir.

PBR ekspresyonu, niikleer lokalizasyonu, kolesterol transportundaki rolii ve
agresif fenotipli gogiis kanser hiicrelerinin proliferasyonu arasindaki iligkiler rapor
edilmistir (125). PBR’lerin antisense tekniklerle azaltilmasinin, in vitro ve in vivo
kosullarda Leydig tiimor hiicrelerinin tiimorojenitelerinde artigla sonuglanmasi, PBR
expresyonu ya da fonksiyonlarindaki bozukluklarin, tiimdr progresyonu esnasindaki
apopitoz gibi hiicresel degisikliklerde rolii olduguna dair One siiriilen hipotezleri
desteklemektedir (116).Kanser hiicrelerinin artan metabolik gereksinimleri, kismen
proliferasyon artisina, PBR aracili mitokondriyal lipid metabolizmasina ve
respiratuvar denge degisikliklerine baglidir (126).

Immiinohistokimya boyama teknikleri ile PBR seviyelerinin normal dokudaki
ve coklu kanser tiplerindeki timorlerde dagiliminin incelendigi ¢aligmalar yapilmistir.
Bu calismalar, saglikli meme dokulariyla karsilagtirildiginda, fibroadenomlar, primer
ve metastatik adenokarsinomlarda, tlimoriin invazyon ve metastaz 6zelliklerine paralel
olarak PBR seviyelerinde progresif bir artig oldugu goriilmiistiir. Kolorektal ve prostat
karsinomlarinda da PBR diizeyleri tiimor hiicrelerinde saglikli hiicrelere gore daha
yiiksek bulunmustur. Buna karsilik, normal adrenal kortikal hiicrelerde ve
hepatositlerde PBR seviyesi yliksekken, adrenokortikal tiimorlerde ve hepatomada
PBR seviyelerinde azalma goriilmiistiir. Kotii huylu cilt tiimoérlerinde de normal cilde
gore PBR seviyeleri azalmistir. Bu sonuglar, yiiksek PBR ekspresyonunun agresif
timorlerin  ortak bir 6zelligi olmadigimi ortaya koymaktadir. PBR asir
ekspresyonunun meme, kolorektal ve prostat kanserlerinde agresif bir fenotipin yeni
bir prognostik gdstergesi olarak degerlendirilebilecegi bu ¢alismayla anlasilmaktadir.
(127).

Ozefagus kanseri diinyadaki en yaygin altinci kanser tiiriidiir ve son kanitlar
insidansinin arttigin1 gostermistir. PBR lokalizasyonu 6zefagus tiimoér dokularinda
yogunlagmistir. Yapilan ¢aligmalar PBR'nin 6zofagial tiimorlerin patogenezinde ve

muhtemelen kanserojen anjiyogenezde rol oynadigin1 gostermektedir. (128).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Akut Akciger Hasar1 Deney Modelinin Olusturulmasi

Deneyler, 200-240gram (g) agirhiginda, her iki cinsiyetten Wistar albino
sicanlarda gergeklestirilmistir. Sicanlar, Biilent Ecevit Universitesi Deney Hayvanlar
Uretim Merkezi’nden almmustir. Hayvanlar 12 saat aydinlik/12 saat karanlik ortam
diizeninde, standart laboratuvar kosullarinda yetistirilmistir. Calisma etik kurallara
uygun olarak gergeklestirilmistir. (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
(US National Institu of Health, revised 1985). Hayvanlar iizerinde yapilan
uygulamalar ve protokoller igin, “Biilent Ecevit Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’ndan” onay alinmistir (Ek 8.1.). Her grupta 10 hayvan ¢alisilmistir. Deney

stiresince, hayvanlar ayr1 kafeslerde, oda 1sisinda (22°C) tutulmustur.

3.1.1. ANTU modeli

ANTU, 4 miligram/mililitre (mg/ml) olacak sekilde zeytinyaginda siispansiyon
halinde hazirlandiktan sonra sicanlara, 10 mg/kilogram (kg) dozda intraperitoneal
(i.p.) olarak wuygulanmistir. Coziici kontrolii olarak hayvanlara zeytinyagi
intraperitoneal olarak uygulanmig ve akciger dokusu lizerine etkisi olup olmadig:
incelenmigstir. ANTU 1i.p. olarak 10 mg/kg dozunda uygulandiktan sonra, 4 saat icinde
maksimum dilizeye ulasan akut akciger hasar1 olusmaktadir ve bu hasarda, plevral
efizyon (PE) olusumu, akciger agirhigi/viicut agirhgt (AA/VA) ve plevral
efiizyon/viicut agirligi (PE/VA) oranlarinda artma saptanmaktadir.

4 saat sonra tiopental sodyum anestezisi (50 mg/kg) altinda abdomen agilmus,
abdominal aortadan kan 6rnegi alinmistir. Gogiis kafesi dikkatlice agilmis ve ANTU
grubundan plevral aralikta birikmis olan efiizyon sivisi enjektorle ¢ekilmis ve miktar
mililitre olarak Olglilmiistiir. Bu esnada ¢evre dokulardan kanama olmamasina ve
efiizyon sivisina kan karigmamasina 6zen gosterilmistir. Eflizyon ve serum 6rnekleri
inceleme yapilincaya kadar -80°C’de saklanmistir. Akciger ¢ikarildiktan sonra, gevre
dokulardan temizlenmis ve hassas terazide tartilmistir. Akcigerin sol lobu
histopatolojik inceleme i¢in formaldehit i¢inde muhafaza edilmistir. Akciger sag lobu
ise soguk serum fizyolojik ile yikandiktan hemen sonra, apoptoz/nekroz ¢alismasi igin

taze doku seklinde kullanilmistir. Hayvanlar arasi standardizasyonu saglayabilmek
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amaciyla, akciger agirligr ve plevral efiizyon miktar1 viicut agirligina oranlanarak
incelenmistir. Eftizyon sivisinin miktar1 (PE, ml), akciger agirhigi/viicut agirligi
(AA/VA) ve plevral efiizyon/viicut agirhig (PE/VA) oranlar1 hesaplanmis ve akut

akciger hasar1 gostergeleri olarak degerlendirilmistir.

3.2. Deney Protokolii

Hayvanlar 4 gruba ayrilmistir (Tablo 8). Her grupta 10 hayvan incelenmistir.
Sicanlara; ANTU 10 mg/kg dozunda intraperitoneal (i.p.) olarak verilmistir. ANTU
uygulamasindan 4 saat sonra akut akciger hasari gelisimi incelenmistir. Selektif
periferik benzodiazepin reseptdr agonisti Ro 5-4864 sicanlara, ANTU’dan 30 dakika
once 2 ve 4 mg/kg i.p. olarak uygulanmis ve akut akciger hasari lizerine olan olasi

koruyucu etkisi incelenmistir.

Tablo 8. Deney Gruplari
Cahisma Gruplan
Gruplar Kimyasallar Uygulama Yolu
1 Kontrol
2 ANTU (10 mg/kg) ip.
3 ANTU+ Ro 5-4864 (2 mg/kg)* i.p./i.p.
4 ANTU + Ro 5-4864 (4 mg/kg)* i.p./i.p.

*T{im uygulamalar ANTU’dan 30 dakika dnce yapilmustir.

Histopatolojik inceleme igin, akcigerler %10 formaldehit i¢cinde 2-3 giin
birakilarak fikse edilmistir. 10 pm’lik kesitler halinde, hematoksilen-eozin boyasi ile
boyanmistir. Boyanmis olan kesitler, 151k mikroskobunda incelenmistir. Akciger
dokusu histopatolojik incelemesinde, intraalveoler 6dem, perialveoler hemoraji ve
interstisyel inflamatuvar hiicre reaksiyonu acisindan degerlendirilmis ve skorlanmistir.
Skorlama 0-3 arasinda yapilmistir. Ayrica skorlama haricinde akciger dokusundaki
histomorfolojik degisiklikler belirlenmistir.

ANTU grubunda akciger dokusunda iNOS, TNF-alfa, periferik benzodiazepin
reseptOrii, kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyama calismasi yapilmistir. Serum

numunelerinde ise, IL-1 alfa, IFN-gama ve MCP-1 diizeyleri ELISA metoduyla
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Ol¢iilmiistiir. Akciger dokusunda Annexin V/propidium iodide boyamasi ile apopitoz

degerlendirmesi yapilmistir.

3.2.1. immiinohistokimyasal boyama metodu

ANTU grubunda akciger dokusunda iNOS, TNF-alfa, periferik benzodiazepin
reseptorii, kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyama ¢alismasi  yapilmstir.
Immiinohistokimyasal ¢alisma, formalin fiske parafin gomiilii dokularda streptavidin-
biotin teknigi kullanilarak uygulanmistir. 4 mikron kalinligindaki kesitler deparafinize
edildikten sonra etanol ve ksilen ile dehidrate edilmistir. Otuz dakika % 0.3 hidrojen
peroksit iceren metanol ile endojen peroksidaz aktivitesi bloke edilmistir. iNOS ve
kaspaz 3 icin 10mM pH 6.0 sitrat buffer, periferik tip benzodiazepin reseptorii igin
pepsin ve TNF alfa i¢in sodyum sitrat buffer 6n asamalar1 uygulandiktan sonra PBS
ile 10 dakika nonimmiinize edilen kesitler primer antikorlarla inkiibe edilmistir. Primer
antikor olarak; anti-Nitric oxide synthase, inducible (anti-INOS) (Lab Vision
Corporation, Fremont, CA, USA 1:200 diliisyon, anti-Caspase 3 (CCP32) (Lab Vision
Corporation, Fremont, CA, USA 1:200 diliisyon, anti-Peripheral-type Benzodiazepine
Receptor (BioVision Incorporated, Milpitas, CA, USA 1:200 diliisyon ve Anti-TNF
alpha antibody (ab66579) (abcam Incorporated, Cambridge, UK) 1:2000 diliisyonda
kullanilmistir. Ultravision Large Volume Detection System (Thermo Scientific Lab
Vision Corporation Fremont, CA, USA) kiti ile inkiibe edilmistir. Kromojen olarak
diaminobenzidine tetrahydrochloride kullanilmistir. Mayer’s hematoksilen ile karsit
boyama yapilmistir. Kaspaz 3, TNF-alfa ve periferik benzodiazepin reseptor i¢in tonsil

dokusu; iNOS ig¢in akciger dokusu pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

3.2.2. Histopatolojik inceleme metodu

Histolojik inceleme icin doku ornekleri eksizyondan hemen sonra %10 luk
formalinde fiske edilmistir. Degisik derecelerdeki etanol ile dehidrate edilip ksilen ile
berraklastirilmis ve parafine gdmiilmiistiir. Parafin bloklardan 3-5 mikron kalinliginda
kesilen dokular hematoksilen eosin ile boyanmistir. Histolojik incelemeye alinan tiim
akciger loblar1 151k mikroskobu ile bir patolog tarafindan incelenmistir. Her bir doku
ornegindeki patolojik degisiklikler intraalveolar hemoraji, intraalveolar 6dem ve

inflamasyon ag¢isindan degerlendirilmistir. Alveolar 6dem ve intraalveolar hemoraji O-
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3 arasinda skorlanmistir. Alanlarin %5’inden azinda patolojik degisim 0, % 10’un
altinda 1, %15-20 degisim 2 ve %20-25 patolojik degisim 3 olarak yorumlanmistir
(129). Alveolar inflamasyonun siddeti I0kosit infiltrasyonunun siddetiyle
belirlenmigstir. 10 biliyiik biiyiitme alanindaki (BBA) 16kosit sayisina gore
ekstravaskiiler 10kosit yokken O olan degerlendirme, 10 16kositin altinda 1; 10-45

l16kositte 2; 45 10kositten fazlasi ise 3 olarak skorlanmistir (130).

3.2.3. Serumda sitokin tayini

Kan oOrnekleri abdominal aortadan alinmigtir. Serum Ornekleri santrifiij ile
ayrilmis ve Ol¢iim yapilacak zamana kadar -80 °C’de bekletilmistir. Sigan serumunda
IL-10, TNF-a, IFN-y ve MCP-1 diizeylerinin dl¢iimii, floresan boncuk immiinoassay
yontemi ve FlowCytomix Multiple Analyte Detection Rat Cytokine 6plex Kkiti
(eBioscience Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Olgiimler kitin kullanma kilavuzu esas almarak yapilmistir. Bir
baska anlatimla; farkli sitokin ve kemokinlere spesifik monoklonal antikorlarla
kaplanmis floresan boncuklarla, sitokin ve kemokine spesifik biotinle konjuge
monoklonal antikorlar birlikte serum numuneleri ya da seri diliie standartlarla
siispansiyon haline getirilmistir. 2 saatlik inkiibasyonun ardindan, boncuklar iki kez
yikanmis ve Streptavidin-fitoeritrin soliisyonu ile 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Tekrarlayan yikama prosediiriinden sonra, 6rnekler flow sitometri analizi i¢in uygun
duruma gelmistir. ileri ve yana sagilim voltajlar1 ayarlanmis; boncuk farklilasmasin
gostermek i¢in 675 nm (fléresan 4) dedektor kullanilmis, boncuk 6l¢iimii i¢in 575 nm
(floresan 2) dedektor kullanilmistir. Standart egri araligi, her sitokin ve kemokin i¢in
belirtilen sekilde belirlenmistir: IL-1o ve TNF-a i¢in 0-20.000 pg/ml, MCP-1 i¢in 0—
5.000 pg/ml, ve IFN-y i¢in 0-2.000 pg/ml. Orneklerde Beckman Coulter Cytomics
FC500 flow sitometri cithazi kullanilarak 6l¢timler yapilmistir. Her analiz igin 3000
boncuk toplanmistir. Konsantrasyon degerleri, Flow Cytomix Pro 3.0 programi (e-
Bioscience Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria) kullanilarak ilgili

standartlardan hesaplanmistir.
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3.2.4. Flow sitometri ile apoptoz degerlendirmesi

Flow sitometri ile apoptoz degerlendirme metodunun temeli, anneksin V’in,
apoptozise ugrayan hiicrelerde, bulundugu hiicre zarinin i¢ yliziinden hiicre zarinin dis
yiizline transloke olan fosfatidilserine olan afinitesinin Ol¢iilmesine dayanmaktadir.
Calisma taze akciger dokusunda yapilmistir. Akciger sag loblart soguk serum
fizyolojik ile yikandiktan hemen sonra, apoptoz/nekroz ¢alismasi i¢in kullanilmistir.
Once akciger dokusundan hiicreler ayr1 ayr1 toplanmistir. Her 6rnek igin 100 pl hiicre
stispansiyonu kullanilmistir. Hiicreler, propidium iodide (PI) varliginda, anneksin V
kapli floresan izotiosiyanat (FITC) ile boyanmistir. Bu uygulama, apoptotik hiicrelerin
yiizeyindeki fosfatidilserinin belirlenmesini saglamaktadir. Hem PI hem de anneksin
V pozitif hiicreler % olarak nekrozu gostermektedir. Calismada annexin-FITC kiti
(Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA) kullanim klavuzu talimatlarina uygun olarak
kullanmilmis ve Coulter FC500 ™ flow cytometer (Beckman-Coulter) cihazinda

Olclimler yapilmistir.

3.3. Kimyasal Maddeler

a-naphthylthiourea (ANTU) (Interchim), Dr. E. Schillinger, Schering AG,
Berlin, Germany. Zeytinyag1 ve Ro 5-4864, (Sigma-Aldrich), St. Louis, MO, USA.

3.4. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi
Elde edilen verilere ait tanimlayic1 degerler ortama + standart hata (SH) olarak
verilmistir. Gruplar aras1 farkliliklar ‘Tek Yonlii Varyans Analizi’ (One-Way

ANOVA) ile, farkliligin hangi gruptan kaynaklandigi ise, LSD testi ile arastirilmistir.

Analiz sonuglarinin degerlendirilmesinde, p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. ANTU’nun Pulmoner Sistem Uzerine Etkisi

Tiim gruplarin AA/VA oranlari, PE miktarlar1 ve PE/VA oranlar1 Tablo 9’da

verilmektedir.

Tablo 9. Tiim Gruplarin AA/VA, PE/VA Oranlar1 ve PE Miktarlar

Akciger Plevral Plevral
GRUPLAR A%n'h%l/Vucut Ef}lzy(tnN licut Efiizyon
Agirhgi Oram Agirh@ Oram Miktar1 (ml)
(AA/VA x 10% (PE/VA x 10%)
Kontrol 472 +£23 0 0
ANTU 91.1 £8.2* 142.7 £ 10.4* 3.9+0.3%
ANTU + Rgd 288 76.6 £2.9" 90.6 +9.3" 2.3+0.2"
(2 mg/kg)
ANTU + Roggggs64 82.4+2.4 43.1+9.9" 0.96 £0.2"
(4 mg/kg)

#p<0.05 Kontrol grubuna gore anlamli; “P<0.05 ANTU grubuna gore anlamli.

10 mg/kg dozunda i.p. olarak ANTU verildikten 4 saat sonra, AA/VA
oranlarinda, kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli diizeyde (p<0.05) farklilik
gosteren bir artig saptanmistir. AA/VA oran1 kontrol grubunda 47.2 + 2.3, ANTU
grubunda ise 91.1 £ 8.2 hesaplanmistir (Sekil 1).

Saglikli kontrol grubu sigan akcigerlerinde plevral eflizyon saptanmamustir.
ANTU verilen grupta, eksuda 6zelliginde, hemorajik olmayan plevral efiizyon gelisimi
gozlenmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, ANTU grubunda (3.9 + 0.3 ml)
istatistiksel anlamli olarak yiiksek miktarda efiizyon gelisimi saptanmistir (p<0.05)
(Tablo 9).

Histopatolojik incelemede, akut akciger hasar modeli olarak kullanilan
ANTU’nun, akciger dokusunda yogun ve yaygin 16kosit infiltrasyonuna ve orta

diizeyde alveolar 6deme ve intraalveolar hemorajiye neden oldugu saptanmistir.
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4.2. Ro 5-4864’iin ANTU Aracili Akut Akciger Hasar1 Uzerine Etkileri

ANTU ile olusturulan akut akciger hasari modelinde, selektif periferik
benzodiazepin reseptor agonisti Ro 5-4864, 2 ve 4 mg/kg dozlarinda, akciger
agirhgy/viicut agirligi (AA/VA) oranlarinda azalmaya neden olmustur (Sekil 1);

KontrolAA/VA :47.242.3
ANTU :91.1+£8.2
ANTU+2 mg/kg Ro 5-4864 :76.6+2.9
ANTU+4 mg/kg Ro 5-4864 : 82.442.4

Bu azalma sadece 2 mg/kg dozunda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Ro 5-4864 kullanilan her iki dozunda da, ANTU grubundaki eflizyon
gelisimini (PE/VA) istatiksel anlamli diizeyde azaltmis ve efiizyon gelisimine karsi

koruyuculuk saglamistir;

Kontrol PE/VA : 0.00;

ANTU 1 142.7+£10.4 (3.9+£0.3 ml)
ANTU+2 mg/kg Ro 5-4864 :90.6+9.3  (2.3£0.2 ml)
ANTU+4 mg/kg Ro 5-4864 :43.1+£9.9  (0.96+0.2 ml)

Ro 5-4864’tin kullanilan tiim dozlarinda, PE olusumuna kars1 istatistiksel
anlamli ve doz bagimli bir koruyuculuk sagladigi saptanmistir (Sekil 2-3).
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120 - AA/VA orani (x10%)

100 A t

80 -

60

20 A

Kontrol ANTU ANTU+Ro 2 ANTU+Ro 4
meg/kg mg/kg

Sekil 1. ANTU ile olusturulan akut akciger hasarinda Ro 5-4864, akciger agirligi/viicut agirlig

orani {izerine olan etkileri. Her grupta n=10, *p<0.05.

1

35

1,5 1

0,5 -

0 T T
Kontrol ANTU ANTU+Ro2  ANTU+Ro4
me/kg mg/kg
Sekil 2. ANTU ile olusturulan akut akciger hasarinda Ro 5-4864’iin plevral efiizyon (PE)
miktar1 (ml) iizerine olan etkileri. Her gruptan n=10, *p<0.05.
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PE/VA orani (x10%)

160 -

140 -

120 -

100 -

80 -

60 -

40

20 -

Kontrol ANTU ANTU+Ro 2 ANTU+Ro 4
mg/kg mg/kg

Sekil 3. ANTU ile olusturulan akut akciger hasarinda Ro 5-4864’iin, plevral

efiizyon/viicut agirhigir oran1 (PE/VA x 104) {izerine olan etkileri. Her grupta n=10,
*p<0.05.

Sekil 4. Kontrol sigan akcigeri (H&E x10).
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at [ ot t” ) >
Sekil 6. ANTU + RO (2 mg/kg) sican akcigeri (H&E X10).
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Sekil 7. ANTU + RO (4 mg/kg) sigan akcigeri (H&E X10).

4.3. ANTU ’nun ve Ro 5-4864’iin Sitokin, iNOS, PBR, Kaspaz-3, TNF,
Histopatolojik inceleme, Apoptoz/Nekroz Uzerine Etkileri

Serum Orneklerinde calisilan IL-1 ve IFN-gama diizeyleri, gruplar arasinda
farklilik gostermemistir. MCP-1 diizeyleri ANTU grubunda artig géstermis ve bu artig
2 ve 4 mg/kg dozundaki Ro 5-4864 ile istatistiksel anlamli diizeyde azalmistir.

Gruplarda apopitoz agisindan degerlendirme yapildiginda, ANTU grubunda
anlamli oranda nekroz gozlendigi, 2 ve 4 mg/kg dozlarindaki Ro 5-4864’{in bu duruma
kars1 anlamli oranda koruyuculuk gosterdigi izlenmistir.

Histopatolojik incelemede, ANTU grubundaki hasarda, Ro 5-4864’lin her iki
dozda da inflamasyon iizerinde koruyucu etkinlik gdsterdigi, hemorajiyi ise sadece 2
mg/kg dozunda anlaml oranda azalttig1 saptanmustir. Immiinohistokimyasal analizler
incelendiginde, Ro 5-4864’tiin; ANTU grubunda iNOS immiinohistokimyasal
boyanmasi iizerinde anlaml1 bir koruyuculuk etkisinin olmadigi, TNF boyanmasini her
iki dozda da anlamli diizeyde azalttigi, kaspaz-3 boyanmasini 2 mg/kg dozunda

azalttigi, PBR boyanmasini her iki dozda da azalttig1 saptanmustir.
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Sekil 8. Kontrol akcigeri TNF-alfa X5.

Sekil 9. ANTU akcigeri TNF-alfa X20.
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Sekil 15. ANTU+RO (4 mg/kg) kaspaz-3 sican akcigeri X20.
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Sekil 17. ANTU akcigeri PBR X20.
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Sekil 18. ANTU+RO (2 mg/kg) PBR si¢an akcigeri X20.

Sekil 19. ANTU+RO (4 mg/kg) PBR sigan akcigeri X20.
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5. TARTISMA

Calismamizda klinikte kullanim alan1 olduk¢a yaygin olan benzodiazepinlerin,
santral sinir sistemi digindaki periferik reseptorleri lizerinde selektif agonistik etki
gosteren Ro 5-4864°lin, ANTU aracili ALI/ARDS modelinde, inflamasyon ve apoptoz
tizerine olan olas1 koruyucu etkileri arastirilmistir.

Calisma sonuglarimiz incelendiginde, literatiirle uyumlu oldugu, periferik
yerlesimli benzodiazepin reseptor tiirlerinin, doku hasar1 ve inflamasyon tizerinde
olumlu ve koruyucu etki gosterebildikleri teyit edilmektedir. Solunum sisteminde
PBR’lerin rolii incelendiginde, yeterli diizeyde calisma bulunmadigi goriilmektedir.
Calismamizda, literatiirde ilk olarak ANTU ile olusturulan ALI/ARDS modelinde, bu
reseptorlerin  apoptoz/nekroz  lizerine olan olast etkileri incelenmistir.
Benzodiazepinlerin giliniimiizde kullanilan klinik endikasyonlar1 disinda, su anda
deneysel sonuclarla sinirli olsa da, doku hasarinda rol oynayan mekanizmalara etkili
olduklar1 izlenmektedir ve mevcut ¢aligmalarimiz bu yeni endikasyonlarin olugmasina
zemin hazirlayabilecektir.Yapilan c¢alisma sonuglari incelendiginde, PBR’lerin,
inflamasyon mediyatorleri, serbest oksijen tlirevleri, NO gibi inflamasyon ve doku
hasarinda rol oynayan mekanizmalar1 etkileyebildiklerini ve bu mekanizmalar
tizerindeki etkileri nedeniyle de doku hasarini modiile edebildiklerini gostermektedir
(90,93).

ALI artmis vaskiiler permeabilitenin eslik ettigi akut ve persistan akciger
inflamasyonu olarak tanimlanmis pulmoner 6dem ile uyumlu klinik bir tablodur.
ARDS ise, ALI ile ayn1 olup tek farki hipoksinin daha agir olmasidir (1). ARDS,
akcigerlerin hava yollar1 veya dolasim yoluyla etkilendigi ¢ok ¢esitli nedenlere bagl
olarak ortaya c¢ikan akut bir klinik tablo olup, farkli hastaliklara bagli olarak
gelistiginden dolayr hastalik degil sendrom olarak tanimlanmistir (16). ARDS
gelisimine neden olabilecek bircok sebep gosterilmistir ( pndmoni, gastrik igeriginin
aspirasyonu, sepsis, ciddi travmalar ve yaniklar, multipl kan transfiizyonu gibi). Bu
durumlar direkt veya indirekt yolla akciger hasar1 olusturmaktadirlar (3). Pulmoner
ALI/ARDS’de oncelikle alveoler epitelde bir hasar olusmakta, bu durum alveoler
makrofajlar1 aktive etmekte ve takibinde pulmoner inflamasyon gelismektedir.
Ekstrapulmoner ALI/ARDS de ise, akciger dis1 kaynaklardan tetiklenen hiicresel ve
humoral yanit ile bunun sonucunda sistemik dolasima salinan mediyatorler, akciger

hasarni olusturan temel mekanizmalardir (30). ARDS; akut olarak baslayan;
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akcigerlerde inflamasyon; proliferasyon ve fibrozisin de dahil oldugu ciddi yapisal
degisiklikler olusturan; oksijene refrakter hipoksemi, komplians ve fonksiyonel
rezidliel kapasite azalmasi, akciger grafisinde diffiiz infiltratlarin varh@ ile
karakterize; alveolokapiller permeabilite artisina sekonder nonkardiyak pulmoner
0dem tablosudur (2).

ALI/ARDS olusumuna neden olan ¢ok sayida etken olmasi, bu degisik
etkenlere bagli gelisen patofizyolojik mekanizmalarin  yeterli diizeyde
aydinlatilamamas1 gibi nedenlerden dolayi, ALI/ARDS tedavisinde genel kabul
gormiis etkili ve standart bir tedavi bulunmamaktadir. Tedavinin temeli destekleyici
diizeyde kalmis durumdadir. ALI/ARDS’deki mekanizmalarin daha iyi
anlasilabilmesi ve yeni tedavi seceneklerinin olusturulabilmesi ve bu sayede 6zellikle
yogun bakimlardaki mortalite oranlarmin diisiiriilebilmesi i¢in, deneysel ¢aligmalar
stirdliriilmektedir. ARDS tiim diinyada yilda yaklasik 3 milyon insani etkilemektedir
ve Olim orant %35-46 gibi yiiksek degerlerde seyretmektedir (131). ALI/ARDS
patofizyolojisinde farkli nedenlere bagli olarak farkli mekanizmalarin ortaya ¢ikmasi
nedeniyle, deneysel caligmalarda da bu mekanizmalarin olast mediyatorlerini
anlayabilmek i¢in farkli modeller olusturulmakta ve incelenmektedir (119).

ALI/ARDS deney modeli olusturmak i¢in kullanilan ajanlardan biri de
ANTU dur. ANTU, rodendisit olarak gelistirilmis, pulmoner 6dem ve plevral eflizyon
gelistirerek, pulmoner yetmezlikle 6liime neden olan kimyasal bir ajandir. Yapilan
calismalarda, doz ve zaman bagiml olarak akut akciger hasar1 gelistirdigi
saptanmistir. ANTU’nun akciger hasar mekanizmasinda hedef yapinin kapiller endotel
hiicreleri oldugunu gosterilmistir (15). ANTU’ nun etki mekanizmas1 kesin olarak
aydinlatilamamakla birlikte, ANTU’ya bagli akciger ddeminin, pulmoner vaskiiler
yatak ve hava yolundan kaynaklandigi diisiiniilen bir kisim vazoaktif maddeler
araciligiyla oldugu veya ANTU nun dogrudan hasari sonrasi bu vazoaktif maddelerin
ortaya c¢iktig1 diisiiniilmektedir. Yapilan calismalarda, ANTU aracili akut akciger
hasarinda, L-arginin/NO yolagi, endotelin ve angiotensin peptidler, eikozanoidler,
reaktif oksijen radikalleri, lipid peroksidasyonu ve okside DDL gibi pek c¢ok
inflamasyon ve doku hasar mediyatoriiniin rol oynadig1  gosterilmistir
(17,80,81,82,83,84,85,86).

Benzodiazepinler santral GABAAa reseptorleri disinda, periferal dokularda
baska bolgelere de baglanmaktadirlar. Cesitli hiicrelerin mitokondri dis membrani

tizerinde yerlesmis bu reseptorlere periferal tip benzodiazepin reseptorii ismi
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verilmistir. 2006 yilinda da, protein veya ligand tasima/translokasyondaki varsayilan
islevini yansitan 18 kDa ‘Translokator Protein” (TSPO) olarak yeniden adlandirilmistir
(89). Daha sonra bu tip reseptorlerin SSS’de de bulundugu saptanmistir. Bu tip
reseptorlerin yaygin olarak immiin sistem organlar1 ve hiicrelerinde de bulundugu
gosterilmistir. Bu reseptor ligandlarinin kemotaksi ve lenfoid hiicre proliferasyonu
gibi monosit fonksiyonlarinin modiilasyonunda da etkili olduklar1 diistiniilmektedir
(11,90). Bu bulgular, PBR’lerin immiin/inflamatuvar olaylarda rol oynayabileceklerini
bu nedenle de, doku hasar1 ve inflamasyonunda potansiyel koruyucu ajanlar olarak
kullanilabileceklerini diistindiirmektedir.

Benzodiazepinlerin klinikteki yaygin kullanim alanlarinin disinda, periferik
etkileri ile immiin fonksiyonlar1 modiile edebildikleri, selektif PBR agonisti RoS5-
4864’1in, monositlerden IL-2 (36,91), makrofajlardan IL-1, TNF-a ve IL-6 gibi
inflamasyon mediyatorlerinin ve reaktif oksijen tirlinlerinin (11,36,92,42) iiretimini
anlamli oranda azalttig1, karagenin ile olusturulan pence ddeminde koruyucu etki
gosterdigi ve anti-inflamatuvar etkileri oldugu (37) gosterilmistir. Benzer sekilde Ro
5-4864, romatoid artritin siddetini azaltmakta, kronik tedavide inflamatuvar hiicrelerin
eklem araligina gogiinii bloke etmekte, kikirdak ve kemik yikimina kars1 koruyucu etki
gostermektedir (48). PBR’lerin ayrica, hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda da rol
oynadigi, meme kanseri ve glioma hiicrelerinde gosterilmistir (49). PBR ligandlarinin,
iskemi-reperfiizyon hasar1 gibi oksidatif stresin gelistigi patolojilerde antiapoptotik
olarak davrandigi, oksidatif stres ve iskemi-reperfiizyon hasarina karsi kalpte
koruyucu olduklar1 gosterilmistir (50,51). Benzer sekilde, PBR’lerin iskemi
reperfiizyon hasari (95,96) yanisira, beyin hasar1 (97,98), epilepsinin belirli formlar1
(96,97,98), norodejeneratif bozukluklar, Alzheimer (97,98) ve Parkinson (98)
hastaliklar1 ve periferal noropati (99) gibi degisik patolojik durumlarda da rolleri
oldugu gosterilmistir.

Farges ve ark. Ro 5-4864’1in, karegenin ile olusturulan plérezi modelinde,
antiinflamatuvar bir etki gosterdiklerini ve bu etkisini de kismen glukokortikoidler
tizerinden yaptigini saptamiglardir. Caligmalarinda, Ro 5-4864, erken fazda goriilen
notrofil birikimini ve ge¢ fazda goriilen mononiikleer hiicre akisini inhibe etmistir.
Ayrica Ro 5-4864’iin, myeloperoksidaz ve adenozin deaminaz aktivitelerini de
azalttigini gostermislerdir (10).

Kisa etkili bir benzodiazepin olan midazolam, sayilan sitokin yapiminin

modiilasyonu yani sira, NO olusumunu azaltmakta, ndtrofil fonksiyonlarini inhibe
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etmekte, iNOS ve siklooksijenaz-2 ekspresyonunu ve siliperoksit anyon olusumunu
azaltmaktadir (11,43,44). Monosit ve mast hiicrelerindeki NO ve TNF-a sentezini
modiile etmekte, makrofaj hiicrelerinden proinflamatuvar mediyatdrlerin salinimini ve
stiperoksit liretimini baskilamaktadir (9,47). Midazolamin, ANTU ile olusturulan
ALI’deki efiizyon olusumuna karst anlamli diizeyde koruyuculuk gosterdigi de
saptanmistir (14,132). Ayrica midazolamin, endotel hiicrelerindeki TNF-o aracili
vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 ekspresyonunu ve monosit adezyonunu inhibe
ettigi de gosterilmistir. Midazolamin bu etkileri santral benzodiazepin reseptor blokorii
flumazenil ile bloke edilememekte, PBR blokorii ile bloke edilebilmektedir (9,47). Bu
sonuglar, midazolamin endotel hiicresi iizerindeki PBR’leri etkileyerek
antiinflamatuvar etkide bulundugunu gostermektedir. Bu bulgular, midazolamin
ANTU ile olusturulan akciger hasarindaki kismi koruyucu etkisini periferik
reseptorleri araciligi yapabilecegini diisiindiirmektedir ki bizim ¢alismamizin hipotezi
olan, PBR’lerin ANTU aracil1 hasarda rolii oldugu goriisii, midazolamin etkilerine de
kismen agiklama getirmektedir.

Calismamizda kullandigimiz PBR agonisti Ro 5-4864, ANTU nun olusturdugu
pulmoner 6demde (2 mg/kg dozunda) ve efiizyonda (2 ve 4 mg/kg dozlarinda)
istatistiksel anlamli diizeyde azalma ve koruyuculuk saglamistir. Benzer sekilde,
ANTU aracili meydana gelen yogun ve yaygin l6kosit infiltrasyonunu (2 ve 4 mg/kg
dozlarinda) ve intraalveolar hemorajiyi (2 mg/kg dozunda) de azaltmistir. Bu sonuglar,
Ro 5-4864’iin PBRlerini etkileyerek, akciger patolojisindeki mekanizmalar tizerinden
ozellikle 2 mg/kg dozunda kismi koruyucu etkinlik gdsterdigini ortaya koymaktadir.
ANTU aracili doku hasarinda yogun bir inflamasyon olaymnin da devam ettigi
diistintildiiginde, Ro 5-4864’iin, antiinflamatuvar etkinlie de sahip olabilecegi
diistiniilmektedir. ANTU aracil1 akut akciger hasarinda L-arginin/NO yolaginin rol
oynadigi, iNOS ekspresyonunun akciger dokusunda artis gosterdigi son yillarda
yaptigimiz ¢alismalarimizda gosterilmistir. ANTU aracili akut akciger hasarinda iNOS
ekspresyonunun arttifi, NO sentaz inhibitdrii, N%-nitro-L-arginin metil ester (L-
NAME) kullaniminda ise hem plevral efiizyonun hem de akciger 6ddeminin doz
bagimli olarak azaldigi gosterilmistir. Bu bulgular L-arginin/NO yolaginin ANTU
aracili gelisen akut akciger hasarinda rol oynadigini ve NO’in sitotoksik bir molekiil
olarak hareket ettigini gostermektedir (15). Mevcut calismamizda ise, ANTU
uygulamasiyla akciger dokusunda iNOS ekspresyon artis1 gozlenmis, Ro 5-4864

uygulamasiyla ekpresyonun azaldig1 saptanmistir, fakat bu degisiklikler istatistiksel
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olarak anlamli bulunmamistir. Benzer sekilde, Li ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada da,
lipopolisakkarit ile olusturulan karaciger hasarinda, midazolamm iNOS
ekspresyonunu anlamli olarak azalttigi gézlenmistir (133). Literatiir verilerinin de
destekledigi gibi, calisma sonuglarimiz, benzodiazepin reseptorlerinin iINOS
ekspresyonu iizerinde etkili oldugunu dolayisiyla doku hasarinda rol oynayabildigini
gostermektedir.

Calismamizda, ANTU ile olusturulan akut akciger hasarinda TNF-a
ekspresyonunun anlaml diizeyde artig gosterdigi, Ro 5-4864’tin TNF-a ekpresyon
artisini, 2 mg/kg dozunda daha fazla olmak tizere, kullanilan her iki dozda da anlamli
oranda azalttig1 saptanmustir. Bilindigi iizere, ALI/ARDS patogenezinde gdzlenen
inflamasyon, apoptozis ve trombozisde, ilk yanit olarak tiimor nekrozis faktor-alfa
(TNF-a), interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-8 (IL-8) gibi
proinflamatuvar sitokinler salgilanmaktadir (5,6). Bunu takiben akcigerlerde olusan
yogun ndtrofil birikimi ile bu hiicreler aktive olmakta, bunun sonucunda reaktif oksijen
tiirevleri ve proteazlar gibi toksik mediyatorlerin salgilanmalariyla kapiller endotel ve
alveoler epitel harabiyeti olusmaktadir (4,7,8). ANTU aracilt artig gosteren TNF-a
diizeyinin Ro 5-4864 ile azaltilabilmesi, periferik benzodiazepin reseptorlerinin hasar
mekanizmasindaki 6nemli bir mediyator lizerinden koruyucu etkinlik sagladiginm
gostermektedir. TNF-o’nin iNOS ekspresyonunu da arttirdigi  bilinmektedir.
Calismamizda, ANTU aracili hasarda hem TNF-o hem de iNOS ekspresyon artisinin
gozlendigi, Ro 5-4864’iin her iki ekspresyon iizerinde de baskilayici etki gosterdigi
saptanmistir.

TNF-a, pro-inflamatuvar etkinlik basta olmak iizere proliferasyon, apoptoz,
morfogenetik degisiklikler ve farklilasma gibi olaylarda rol oynayan, bir¢ok hiicre tipi
tarafindan salgilanan bir sitokin ve onemli bir endojen
mediyatordiir. Notrofil ve monositler i¢in kemotaktik etki gostermekte diger yandan
endotelyal hiicreleri ve makrofajlar1 kemokin salgilamak {izere uyarmaktadir.
Mononiikleer fagositlerden IL-1 salinimini da tetiklemektedir. Virus ile infekte olmus
veya tlimoral hiicreler gibi bazi hiicre tiplerinde apoptozis'i indiiklemektedir. TNF
ailesine ait polipeptidler, immiin sistemde apoptozu uyaran reseptorleri aktive ederek
apoptozu gerceklestirmektedirler. TNF-a, bagisiklik cevabi olusturacak sitokin
kaskadinin indiiksiyonu i¢in de gereklidir. TNF-a, ayrica, inflamasyonda, yara

tyilesmesinde ve doku onariminda da gorev almaktadir. Calismamizda, ANTU aracili
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hasarda rol oynadig1 ve artig gosterdigi saptanan TNF’nin Ro 5-4864 ile baskilanmasi,
Ro 5-4864’tin koruyuculugunu desteklemektedir. Matsumoto ve ark.’lar1 in vitro
makrofajlar {izerinde yapmis olduklar1 ¢alismalarinda, periferik benzodiazepin
reseptor ligandlarinin, LPS ile indiklenen TNF aktivitesini baskiladigini
saptamiglardir (13). Helmy ve ark. yogun bakim hastalarinda, midazolamin plazma
TNF-a, IL-1beta, IL-6 ve IL-8 diizeylerini baskiladigini gostermislerdir (134).
Midazolam hem santral sinir sistemindeki benzodiazepin reseptorlerini hem de
periferik benzodiazepin reseptdrlerini esit Ol¢iide etkileyen bir ilagtir. Li ve ark.
yaptiklar1 ¢aligmalarinda, lipopolisakkarit ile olusturulan karaciger hasarinda,
midazolamin doku hasarin1 ve karaciger makrofajlart ve kemik iligi monositlerindeki
TNF-ave IL-lbeta artisin1 azalttifini, midazolamin periferik benzodiazepinler
tizerindeki etkisini baskilayan PK-11195 kullaniminda ise, bu koruyucu etkilerin
tersine dondiigiinii gostermislerdir. Bu sonuglar, midazolamin koruyucu etkilerini
periferik benzodiazepin reseptorleri lizerinden gosterdigini ortaya koymaktadir (131).
Dolayisiyla, literatiir verileri de, hasar mekanizmasinda rol oynayan mediyatorlerin,
periferik benzodiazepin reseptorlerinin aktivasyonundan etkilendigini
desteklemektedir. Mevcut calismamizda, IL-1 alfa ve IFN-gama diizeyleri agisindan,
ANTU ve tedavi gruplarimiz arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.

Kemokinler; inflamasyonun 6nemli gostergelerinden olup inflamasyon ve
doku hasart ile iliskisi oldugu ileri siiriilen genis polipeptid ailesinden olugsmaktadirlar.
Kemokinlerin bir iiyesi olan monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1), CCL2 geni
tarafindan kodlanmaktadir. MCP-1'in mononiikleer hiicrelerin aktivasyonu ve
inflamasyon bdlgesine getirilmesi, sitokin sentezi ve inflamatuvar siirecte etkili oldugu
ve doku hasarinin baslamasinda 6nemli rol oynadigr diisliniilmektedir (135).
Caligmamizda, serum MCP-1 diizeyleri, ANTU aracili akciger hasarinda kontrole gore
anlaml dilizeyde artis géstermis, kullanilan 2 ve 4 mg/kg dozlarindaki Ro 5-4864 ise
bu artis istatistiksel olarak anlamli oranda azaltmastir.

Apoptozis, ¢esitli uyaranlarin pespese tetikledigi molekiiler nitelikteki bir dizi
olaym sonucudur. Apoptoz mekanizmasinda iki temel yol vardir. Birinci yol, hiicre
dist uyaranlarla tetiklenen, ekstrensek, 6liim reseptorlerine bagli yoldur. Bu yol,
apoptozisi tetikleyen hiicre 6liim reseptdrleri olarak bilinen Fas ve timdr nekrozis
faktor reseptorii-1 (TNFR-1)’in, ilgili ligandlar1 ile etkilesime girmesi (uyarilmasi)
sonucu indiiklenir. Bu hiicre yiizey reseptdrleri, membranda bulunur ve TNFR

ailesinin {iiyesidirler. Fas ve TNFR-1, ligandlariyla baglandiklarinda 6liim uyarisi
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almis olduklarindan bir seri etkilesimden gecerler. Oliim reseptorleri, etkilerini,
sitoplazmadaki 6liim alanlarini (TRADD; TNFR-1 associated death domain, FADD;
Fas associated death domain) hedefleyerek ve protein-protein etkilesimlerine yol
acarak gosterirler. Bu oliim bdlgeleri ise, prokaspaz 8’1 aktiflestirerek kaspazlarin
kaskad tarzindaki aktivasyonlarini baglatirlar. Kaspaz 8 daha sonra, kaspaz 3, 6 ve
7’nin zincir seklinde aktiflesmesini saglar. Bu aktivasyon, hiicre makromolekiillerinin
parcalanmasina ve tipik apoptoz morfolojisinin olusumuna yol agar. Diger yandan,
aktif kaspaz 8, Bcl-2 ailesi proteinlerinden biri olan Bid’in de proteolitik olarak
aktiflesmesine neden olur. Bid, mitokondriden sitokrom c, bazi bagka proteinlerin ve
kalsiyumun serbestlesmesine yol acar. Bodylece oOliim reseptorleri yolu
(birinci/ekstrensek yol) mitokondriyal yolu (ikinci/intrensek yol) da aktiflestirmis olur.
Calismamizda ANTU ile olusturulan akciger doku hasarinda TNF-a ekspresyonunun
istatistiksel anlamli diizeyde arttig1, Ro 5-4864°1in kullanilan her iki dozunda da TNF-
a artigini istatistiksel anlamli diizeyde azalttigi saptanmistir. TNF-a, biyolojik
aktivitelerini tip 1 ve tip 2 reseptorlerine (TNFR-1 ve TNFR-2) baglanarak cesitli
sinyal yolaklarini1 aktive ederek gostermektedir. TNFR-2 reseptorlerinin, TNFR-1
reseptorleri aracilifiyla gelisen apoptozu arttirdigi ifade edilmektedir (136).
Calismamizda, Ro 5-4864’tin TNF-o’nin, mitokondri tizerindeki 6zellikle TNFR-1
reseptorleri lizerinden tetikledigi apoptotik gelisimi azaltabildigini gostermektedir.
Diger yandan, aktif kaspaz 8, Bcl-2 ailesi proteinlerinden biri olan Bid’in de proteolitik
olarak aktiflesmesini saglamaktadir. Bid ise, mitokondriden sitokrom c, bazi baska
proteinlerin ve kalsiyumun serbestlesmesine yol agmaktadir. Boylece olim
reseptorleri  yolunun, mitokondriyal yolu da aktiflestirdigi goriilmektedir.
Sonuglarimiz, ANTU aracili doku hasarinda, TNF-a aracili ekstrensek apoptoz
yolaginin aktive oldugunu ve Ro 5-4864’{in bu aktivasyonu dnledigini gostermektedir.
Bu durumda, TNF-a aracili ektrensek yolun aktivasyonunun, kaspaz 8 aracili intrensek
yolu da aktiflestirdigi bilindiginden,her iki yol iizerinde de apoptotik aktive artisi
oldugunu s6ylemek miimkiin olmaktadir.

Apoptoz mekanizmasindaki ikinci yol, intrensek (mitokondrial) yoldur.
Mitokondrilerin ~ gecirgenligini dengeleyen pro-apoptotik ve anti-apoptotik
molekiillerin islevindeki bozulmanin sonucu tetiklenir. Mitokondri, hiicre iginde ATP
tiretiminin kaynagi olmasinin yani sira, hiicre i¢i ya da dis1 yollardan gelen 6lim
sinyallerinin tizerinde birlestigi bir organeldir. Mitokondri i¢ ve dis zarla cevrili

yapidadir, bu zarlar tipk: hiicre zarinda oldugu gibi bir zar potansiyeline sahiptir. Dig
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zar gegirgenliginde artis sonucu mitokondri zar potansiyelinin bozulmast dis zarda
hizli bir sismeyi izleyerek iki zar arasinda bulunan cesitli proteinlerin hiicre
sitoplazmasina ¢ikmasina yol agmaktadir. Bu kagis, ya zarda olusan mitokondriyal
permeabilite gec¢is poru (permeability transition pore-PT) araciligiyla ya da dis zarin
patlamasiyla olusabilir. Mitokondriyal permeabilite gec¢is poru; periferik
benzodiazepin reseptorii (PBR), adenin niikleotid tasiyicisi (ANT-adenine nucleotide
transporter) ve voltaj bagimli iyon kanalindan (voltage dependent anion channel-
VDAC) olugmaktadir. PT porunun agilmasiyla, temel olarak mitokondrideki solunum
zincirinde yer alan bir enzim olan sitokrom C, apoptoz indiikleyici faktor (AIF-
apoptosis inducing factor, mitokondriyal PT porlarindan salgilanir, hiicre
niikleusunatransloke olur ve onu par¢alara aywrir), endoniikleaz G (ENDO-G;
mitokondriyal PT porlarindan salinir, hiicre niikleusuna transloke olur, tek sarmalli
DNA ’lart par¢alar) ve SMAC/DIABLO (second mitochondrial activator of caspase;
mitokondriyal PT porlarindan salgilanir, AIP i-inhibitors of apoptosis proteins inhibe
eder) saliarak sitoplazmaya dagilir ve apoptozu hizlandirirlar. Sitokrom C,
sitoplazmada inaktif monomerler halinde bulunan Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive
eden faktor) molekiiliine baglanarak apoptozom adi verilen yapinin olusumunu saglar.
Apoptozom, kaspaz 9’u aktiflestirmek lizere keser, kaspaz 9, efektor kaspazlardan
prokaspaz 3’1 aktive eder ve kromatin kondensasyonu ve oligoniikleozomal DNA
fragmantasyonu ile gelisen apoptozun gerceklesmesini saglar. Calismamizda, ANTU
ile olusturulan akut akciger hasarinda, PBR ekpresyonunun arttig1 ve Ro 5-4864’iin
kullanilan her iki dozunda da PBR ekspresyon artigini istatistiksel anlamli diizeyde
azalttigt saptanmistir. PBR’ler, mitokondriyal hasar sonucu, motokondri zarlar
arasindaki ¢esitli proteinlerin sitoplazmaya ¢ikisi ve apoptozisin indiiklenmesinde rol
oynayan mitokondriyal permeabilite gecis porunun Onemli bir pargasini
olusturmaktadirlar. PBR ve apoptozdaki ortak yol olan kaspaz 3 ekspresyonu ANTU
aracili akut akciger hasarinda artis gostermektedir. Ro 5-4864°iin bu artis1 ve doku
hasarii anlaml diizeyde azaltmasi, PBR’lerin hasar mekanizmasinda rol oynadigini
ve tedavi hedefleri arasinda olabilecegini gostermektedir. Literatiir sonuglar
incelendiginde, PBR’lerinin pulmoner sistem basta olmak {izere, immiin sistem ve
inflamasyon regiilasyonunda rol oynadigimi  gostermektedir (14). PBR
ekspresyonunun romatoid artritte kondrositlerde artis gosterdigi ve PBR ligandlarinin

kullanimiyla ekspresyonun azaldig: gosterilmistir. Benzer sekilde, tavsanlarda yapilan

55



bir ¢alismada, pulmoner inflamasyon modelinde PBR sayisinda artis saptanmistir
(137).

Apoptoz mekanizmalarindan ister intrensek ister ekstrensek yoldan aktivasyon
baslasin, “atesleyici” enzimler olan kaspaz 8 ve 9, aktive olduklarinda “6liim islemi”
baglamistir ve geriye doniis yoktur. Kaspaz 8 ya da 9 aktivasyonunu, bitirici
(executioner) olarak bilinen caspase 3 ve 6’nin aktivasyonu izler. Bitirici kaspaz’lar
cok sayida hiicre komponentini etkileyerek apoptozu gerceklestirirler. Calismamizda,
ANTU ile olusturulan akciger doku hasarinda kaspaz 3 ekspresyonunun da istatistiksel
anlamli diizeyde artis gosterdigi ve Ro 5-4864°lin 2 mg/kg dozunda bu artis1 anlamli
diizeyde azalttig1 goriilmiistiir. ANTU aracili doku hasarinda, TNF-o. ve PBR ve
kaspaz 3 ekspresyonu anlamli diizeyde artis gostermis ve Ro 5-4864 bu artis1 anlamli
diizeyde azaltmistir. iINOS ekspresyonu yine ANTU grubunda artis gdstermis, Ro 5-
4864 ile azalma saptanmigtir (istatistiksel anlamli degil).

Calismamizda, flow sitometri ile apoptoz/nekroz  gelisimi  de
degerlendirilmistir, bu caligma, anneksin V’in, apoptozise ugrayan hiicrelerde,
bulundugu hiicre zarmin i¢ yliziinden hiicre zarmin dis yliziine transloke olan
fosfatidilserine olan afinitesinin Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Hiicreler, propidium
iodide (PI) varliginda, anneksin V kapli floresan izotiosiyanat (FITC) ile boyandiginda
apoptotik hiicrelerin yiizeyindeki fosfatidilserinin belirlenmesi saglamaktadir. Hem PI
hem de anneksin V pozitif hiicreler nekrozu gostermektedir. Flow sitometri
sonuglarimiz nekroz agirlikli ¢ikmistir. ANTU grubunda anlamli oranda nekroz
gozlenmis, 2 ve 4 mg/kg dozlarindaki Ro 5-4864’{in bu duruma kars1 anlamli oranda
koruyuculuk gosterdigi izlenmistir. Tiim veriler degerlendirildiginde, ANTU aracili
hasarda, hiicrelerde nekroz yoniinde degisikligin gortildiigli ayn1 zamanda da apoptotik
mekanizmalarin tetiklendigi izlenmektedir.

Tiim sonuglar g6z Oniine alindiginda, akcigerde varlig1 gosterilen PBR’lerin,
ANTU aracili ALI/ARDS patofizyolojik mekanizmalar: {izerinde rol oynayabildigini
ve selektif PBR agonisti Ro 5-4864’{in bu hasara kars1 koruyucu potansiyele sahip

oldugunu gostermektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Tez calismamizda, ANTU ile deneysel ALI/ARDS modeli olusturulmustur.
Selektif PBR agonisti Ro5-4864’iin, ANTU aracili ALI/ARDS ye kars1 koruyucu olup

olmadig: arastirtlmistir.

1. Ro05-4864’1lin kullanilan doz ve siirede, ANTU ile olusturulan ALI/ARDS
modelinde, akciger parankim doku hasar1 iizerinde istatistiksel anlamli bir

koruyuculuk sagladigi,

2. Akciger 6demi ve efiizyon olusumu {iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir

gerilemeye neden oldugu,

3. Akciger dokusunda ANTU aracili gézlenen nekroz gelisiminin, Ro5-4864’iin

kullanilan her iki dozunda da anlamli diizeyde azalma gosterdigi,

4. ANTU aracili hasarda TNF, PBR ve kaspaz-3 ekspresyonlarinin arttigi,
dolayisiyla intrensek ve ekstrensek apoptoz mekanizmalarinin aktive oldugu,

R05-4864 kullanima ile bu ekpresyon artislarinin azaltilabildigi,

5. Inflamasyon ve doku hasarinda 6nemli bir kemokin olan MCP-1’in ANTU
aracili akciger hasarinda artis gosterdigi ve Ro5-4864’lin bu artis lizerinde

anlamli azaltic1 etki gosterdigi saptanmustir.

6. Bu sonuclar, PBR’lerin, temelde permeabilite artisi ile karakterize fakat ayni
zamanda yogun bir inflamasyon reaksiyonunun da olustugu ALI/ARDS
patofizyolojisinde rol oynayan mediyatorler ilizerine etki gosterdiklerini,
ozellikle de mitokondriyal apoptoz yolaklar1 iizerinde etkili olabilecegini

diistindiirmektedir.

7. Calisma sonuclarimiz, Ro5-4864’iin ve genel anlamda PBR agonistlerinin,
pulmoner hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir tedavi hedefi olabileceklerini

desteklemektedir.
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