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OZET

Osman CENGIL, ‘Sicanlarda Alfa-Naftiltioiire ile Olusturulan Akut Akciger
Hasar1 Modeli Uzerine Hesperidin’in Etkisi’, Zonguldak Biilent Ecevit
Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji AD, Doktora
Tezi, Zonguldak, 2025.

Calismamizda 16 haftalik 32 adet Wistar albino disi sigan kullanilmigtir. 7 giin
boyunca her giin gavaj yoluyla Kontrol (KON) ve ANTU grubuna 1 ml fosfat
tamponlu salin (PBS), Hesperidin (HES) ve Alfa-naftiltiotiretHesperidin
(ANTU+HES) grubuna ise PBS’de ¢oziinmiis 100 mg/kg hesperidin verilmistir.
Ayrica ANTU gruplarina 7. giin 4 mg/ml olacak sekilde zeytinyaginda siispansiyon
haline getirilen ANTU intraperitoneal (ip.) olarak uygulanmigs ve 4 saat sonunda
denekler sakrifiye edilmistir. ANTU gruplarinda plevral aralikta birikmis olan eflizyon
stvist (PE) miktar1 Olglilmistiir. Deneklerden aliman sag akciger dokusunda
Hematoksilen-Eozin (H&E) boyamasi ile akciger morfolojisi incelenmistir ve
hesperidinin inflamatuar yanita etkisini degerlendirmek i¢in TNF-a, IL-18, iNOS, NF-
kB ve okludin ekspresyon diizeyleri immiinohistokimyasal yontemle c¢alisilmistir.
Deneklerden alinan sol akciger dokusunda ise western blot ve MDA, SOD ve GPx

biyokimyasal analiz diizeyleri incelenmistir.

ANTU grubunda, alveoler boslukta belirgin 6dem, perivaskiiler genisleme,
interstisyumda inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve alveolar septum kalinlagmasi
izlenmistir ve oOkludin hari¢ tiim ifadeler daha yiiksek seviyede saptanmustir.
ANTU-+HES grubunda, sinirli alanlarda hasar gozlense de hesperidin bu hasari anlaml

diizeyde azaltmistir.

Calismamiz, hesperidin tedavisinin oksidatif stresi azaltarak ve inflamatuvar
mediyatorlerin iretimini engelleyerek ANTU aracili akciger hasarini onledigini

gostermistir.

Anahtar Kelimeler: ARDS, Alfa-naftiltiotire, Akciger, Hesperidin, Oksidatif stres,

Inflamasyon



INGILIZCE OZET (ABSTRACT)

Osman CENGIL, 'The Effect of Hesperidin on an Acute Lung Injury Model
Induced by Alpha-Naphthylthiourea in Rats', Zonguldak Biilent Ecevit
University, Institute of Health Sciences, Department of Histology and
Embryology, PhD Thesis, Zonguldak, 2025.

In our study, 32 Wistar albino female rats aged 16 weeks were used. Control (CON)
and ANTU groups were given 1 ml phosphate buffered saline (PBS), Hesperidin
(HES) and Alpha-naphthylthiourea+Hesperidin (ANTU+HES) groups were given 100
mg/kg hesperidin dissolved in PBS by gavage every day for 7 days. In addition, ANTU
suspended in olive oil was administered intraperitoneally (ip) to ANTU groups on the
7th day at a dose of 4 mg/ml and the rats were sacrificed after 4 hours. The amount of
effusion fluid (PE) accumulated in the pleural space in ANTU groups was measured.
Lung morphology was examined with Hematoxylin-Eosin (H&E) staining in the right
lung tissue taken from the subjects and TNF-a, IL-18, iNOS, NF-kB and occludin
expression levels were studied by immunohistochemical method to evaluate the effect
of hesperidin on the inflammatory response. Western blot and MDA, SOD and GPx
biochemical analysis levels were examined in the left lung tissue taken from the

subjects.

In the ANTU group, significant edema in the alveolar space, perivascular expansion,
inflammatory cell infiltration in the interstitium and alveolar septum thickening were
observed and all expressions except occludin were detected at higher levels. Although
damage was observed in limited areas in the ANTU-+HES group, hesperidin

significantly reduced this damage.

Our study demonstrated that hesperidin treatment prevented ANTU-mediated lung
injury by reducing oxidative stress and inhibiting the production of inflammatory

mediators.

Key Words: ARDS, Alpha-naphthylthiourea, Lung, Hesperidin, Oxidative stress,

Inflammation

Vi
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1. GIRIS

Akut akciger hasar1 (ALI), ilerleyici hipoksemi, dispne ve artan solunum sayist
ile kendini gosteren bir hastaliktir. ALI’de klinik tablo pek ¢ok farkli sekilde
tanimlansa da giiniimiizde orta veya hafif akut solunum sikintis1 sendromu (ARDS)

olarak yeniden isimlendirilmistir (1).

ARDS; pmOmoni veya aspirasyonun yani sira sepsis, travma ve yaniklar,
bogulma, asir1 dozda ilag, yag embolisi, toksik dumanlarin solunmasi,
kardiyopulmoner by-pass ve pankreatit gibi ¢esitli nedenlere baglh olarak dogrudan
veya dolayli akciger hasarinin olustugu ve esasen alveolo (epitel)- kapiller (endotel)
bariyerde permeabilite artisina ikincil gelisen non-kardiyojenik pulmoner 6dem ve iki
tarafli akciger infiltrasyonu ve ciddi ilerleyici hipoksemi ile karakterize olan akut bir
hastaliktir (2-4).

ARDS patogenezinde birgok hiicresel ve biyokimyasal mediyatdr rol
oynamaktadir. Bu faktorlerden biri de proinflamatuar sitokinlerdir. Akcigerdeki
inflamatuar hiicreler, alveoler epitel hiicreleri ve fibroblastlardan salinan timor
nekrozis faktor-o (TNF-a), interlokin-1 (IL-1) ve interlokin-6 (IL-6) gibi
proinflamatuar sitokinler doku i¢in toksik enzimlerin ve serbest oksijen iirlinlerinin
ortaya ¢ikmasina neden olarak ARDS'de 6nemli bir rol oynar. Boylece alveol ve
kapiller hasarla giden bir dizi olaylar zinciri baglar. Normalde alveol epitel hiicrelerinin
arasindaki siki baglantilar sivinin alveoler alana gegisini engellerken inflamatuar
mediyatdrlerin neden oldugu 16kosit aktivasyonu sonucunda ortaya cikan reaktif
oksijen trtinleri ve proteazlar, kapiller endotel ve alveol epiteline zarar verirler ve

boylece alveolo-kapiller bariyer 6zelligini kaybeder (4, 5).

Dogal iiriinler ve bu kaynaklardan elde edilen biyoaktif molekiiller geleneksel
tedavi yontemlerine ek olarak veya alternatif olarak kullanilmakta ve daha az yan
etkiyle birgok hastaligin yonetiminde umut verici sonuglar sunmaktadir. Flavanon
grubuna giren bir flavonoid ailesinden bir iiye olan hesperidin, dogal iiriinlerden izole
edilen ve cesitli biyolojik aktivitelere sahip bir biyoaktif molekiil olarak, farmakolojik
aragtirmalarin odaginda yer almaktadir. Ozellikle inflamatuar hastaliklar ve oksidatif

stresle iligkili patolojilerde potansiyel terapotik etkileri nedeniyle ilgi gérmektedir (6).



Flavonlar, flavonoller veya izoflavonlar gibi diger bazi yaygin flavonoid gruplarindan
farkli olarak flavanonlar, genel flavonoid yapisinin C halkasindaki 2 ve 3 pozisyonlari
arasindaki c¢ift bagdan yoksundur (7). Portakal (Citrus sinensis), greyfurt (Citrus
paradisi), mandalina (Citrus reticulata), limon (Citrus aurantifolia) ve limon (Citrus
limon) gibi turunggiller zengin bir hesperidin kaynagidir (8, 9). Turunggil tiirlerine ek
olarak cesitli bitkilerde hesperidin bulunduguna dair ¢alismalar vardir (10, 11).
Hesperidinin  giigliit  bir  anti-oksidan, anti-inflamatuar, anti-aterosklerotik,
kardiyoprotektif, noroprotektif, anti-alerjik, anti-viral, anti-mikrobiyal ve anti-kanser
bilesigi olarak genis bir yelpazede farmakolojik aktivite gosterdigi gosterilmistir (8,
11).

Kimyasal agidan hesperidin yapisi, rutinoza bagl metil eriodiktyol (hesperetin)
olarak bilinen bir aglikonu barindirir. Hesperidin, neohesperidoz ve rutinoz olmak
tizere iki izomerik formda bulunan bir disakkarit (glikoz ve ramnoz) olan bir glikozit
parcasini igerir (12). Hesperidinin anti-oksidatif, selatlayici ve gii¢lii indirgeyici
ozelliklerinin yani sira hidroksil, hidrojen peroksit, siiperoksit ve serbest radikal
temizleme aktiviteleri konsantrasyona bagli olarak ortaya c¢ikmakta ve radikal
molekiillere hidrojen donérii gibi davranan kimyasal yapisindan kaynaklanmaktadir.
B halkasindaki 300-hidroksi, 400-0-metoksi sisteminin varlig1 sayesinde anti-oksidan
radikaller ile lipit radikalleri arasinda yeni komplekslerin olusmasinda radikal hedef

rol oynamistir (13, 14).

Rodendisit olarak tiyoureden gelistirilen ANTU, pulmoner 6dem ve plevral
efiizyon gelistirerek, akut akciger yetmezligi ile 6liime neden olan kimyasal bir
ajandir. Literatiir ¢caligsmalarinda, ANTU’ nun akciger hasar mekanizmasindaki hedef
yapisinin kapiller endotel hiicreleri hasar1 olusturarak endotel bariyer fonksiyonunun
ortadan kalkmasiyla kapiller permeabilitenin artmasina ve sonugta interstisyel ve
alveoler 6dem gelisimine neden oldugu gosterilmistir. Sigan deneysel modellerinde ip.
olarak ANTU uygulamasi sonrasi 4. saatte akciger 6demi ve plevral efiizyonun
maksimum diizeye ulastig1 gosterilmistir (15,16).

Calismamizda; kuvvetli anti-oksidan ve anti-inflamatuar oOzellikleri olan
hesperidinin ANTU ile indiiklenen akut akciger hasar1 {izerindeki etkisini oksidatif

mekanizma ve inflamatuar yolaklar {izerinden aragtirmay1 amaglanmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akciger Anatomisi

Solunum sistemi, temel gazlarin tasinmasindan ve degistirilmesinden sorumlu
olan viicudumuzun hayati 6neme sahip sistemlerinden biri olup, hava iletici yollar ve
akcigerler olmak tizere iki temel boliimden olusur (17). Hava iletici yollar, oksijenin
dis ortamdan alinip akcigerlere, karbondioksitin ise akcigerden alip dis ortama
iletilmesini saglayan boru seklindeki yapilardir. Akcigerler ise bu hava iletici yollarin
son duragi olup, hava yollarindaki hava ile kilcal damarlardaki kan arasinda oksijen
ve karbondioksit aligverisinin yapildigi gaz degisim organlaridir (18). Solunum
sisteminin bu iki ana boliimii, viicudumuzdaki tiim hiicrelerin oksijenle beslenmesini
ve karbondioksitten arinmasini saglar. Solunum sistemini olugturan organlar iist ve alt

solunum yollar1 olmak tizere ikiye ayrilir (17, 18).
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Sekil 1. Akciger anatomisi (19).

Ust solunum yolu burun, paranazal siniisler ve nazofarenksten olusur (Sekil 1).
Burun, soludugumuz havay1 filtrelemek, i1sitmak ve nemlendirmek igin birincil
organdir. Paranazal siniisler, kafatasinin kemiklerinde bulunan ve burun bosluguna
bagli olan i¢i bos bosluklardir. Hava yollarini nemlendirmeye ve korumaya yardimci

olan mukus iiretmeye yardimci olurlar. Nazofarenks, farenksin burnun arkasinda



bulunan kismidir. Burundan gelen havanin solunum yollarina girdigi yerdir (17, 18,

20).

Alt solunum yolu larenks, trakea, brongslar ve akcigerlerden olusur (Sekil 1).
Larenks, ses tireten organdir. Trakea veya nefes borusu, larenksi akcigerlere baglayan
uzun ve dar bir tiiptiir. Bronslar, akcigerlere girerken daha kii¢lik ve daha kiigiik tiiplere
ayrilan trakeanin dallaridir. Akcigerler, hava yollarindaki hava ile kilcal damarlardaki
kan arasinda oksijen ve karbondioksit alisverisinin yapildig1 gaz degisim organlaridir

(17, 18, 20).
Solunum sistemi fonksiyonel olarak ise iki boliime ayrilir;

fletici Boliim: Havanin gaz degisiminin gergeklestigi bolgelere girmeden 6nce uygun
hale getirildigi bolim olup burun, farinks, larinks, trakea, bronslar ve terminal

bronsioller olusur (19, 21).

Respiratuar Boliim: Hava ile kan arasinda gaz degisiminin gergeklestigi bolim olup,
respiratuar bronsiolleri, duktus alveolaris (alveol kanallar1), saccus alveolaris (alveol

keseleri) ve alveolleri kapsar (19, 21).

Akcigerler, gogiis boslugunda dnde kaburgalar arkada columna vertebralis ve
altta diyafram ile sinirli slingerimsi, genisleyebilen organlardir. Plevral zar iginde
serbestce asili dururlar ve birbirlerinden mediastinumla sag ve sol akciger olarak ikiye
ayrilir. Sag akciger sol akcigerden biraz daha kisa ve genistir. Bu farkliliklar
karacigerin sag hemidiyafragma altinda bulunmasindan ve kalbin sol tarafta
yerlesiminden kaynaklanmaktadir. Genel olarak sag akciger, sol muadilinden daha
biiyiiktiir. Sag akciger yaklagik 650 gram agirliginda iken, sol akciger ise 550 gramdir
(20). Erkeklerde akcigerler viicut agirliginin yaklasik olarak 1/37'sini olustururken,
kadinlarda ise yaklasik olarak 1/43"ini olusturur (18, 20).

Plevra, her bir akcigeri gevreleyen serdz bir zardir. Akcigere dis ylizeyine
yapisik visseral plevra ve gogilis i¢ duvarina yapisik parietal plevra olmak {izere iki
katmandan olusur. iki tabaka arasinda igerisinde serdz sivi ile dolu plevral bosluk
vardir. Serdz s1v1 ylizeyleri yaglamaya ve nefes alma sirasinda siirtiinmeyi azaltmaya

yardimci olur (18-20).



Akciger renginde yasam boyunca bazi degisiklikler goriiliir. Intrauterin
donemde fonksiyon gérmeyen akciger kahverengi kirmizi, dogumda fonksiyon
gorerek ilk nefes alma ile igerisine ¢ok miktarda kan girmesi ile giil pembesi renk alir.

Yas ilerlemesi ile gri-siyah renkte lekeler meydan gelir (20).

Akcigerler, anatomik olarak bir apeks, i¢ kenar ve ii¢ yiizeye sahip olarak

tanimlanirlar. Ayrica, loblara ve boliimlere ayrilirlar (17, 18, 20).

Her bir akciger, tepesi ve tabani olan irregiiler bir koni seklinedir. Akcigerlerin
tepe noktasi, boynun kokiine uzanan yuvarlak tepedir. Apex pulmonis olarak da
adlandirilir. Apex pulmonis yaklasik 2.5 ila 4 cm uzunlugundadir ve birinci kaburga
seviyesinin iizerinde ¢ikint1 yapar. Boyun ile toraks arasindaki agiklik olan superior
torasik giriste bulunur. Akcigerlerin tabani, diyaframin {izerinde duran yaklasik 10 ile
12 cm genisliginde, i¢biikey kisimdir. Basis pulmonis olarak da adlandirilir. Her bir
akcigerin mediastenindeki yapilar1 akcigerlere baglayan kisa tiibiiler yapilara radix
pulmonis denir. Mediasten, kalbi, biiyiik damarlari, trakeay1, yemek borusunu ve diger
yapilart iceren gogsiin merkezi kismidir. Radix pulmonis, pulmoner arter, pulmoner

ven, bronsiyal arter, bronsiyal ven ve akcigerleri besleyen sinirleri igerir (17, 18, 20).

Akciger anterior, inferior ve posterior kenarlarini igerir ve akcigerlerin sirastyla
viicudun Oniine, altina ve arkasina bakan kenarlaridir. Akcigerin anterior kenar1 en
goriiniir kenardir ve plevral yansimaya karsilik gelir. Sternum ve kaburgalar boyunca
bulunur. Sol akcigerde bir kardiyak ¢entik olusturur. Kardiyak ¢entik, akcigerde kalbe
uyum saglamak i¢in olusan bir igbiikeyliktir. Inferior kenar diaphragmatik ve kostal
yiizleri birlestiren keskin ve ince alt kenardir. Posterior kenar arkada, kostal yiiz ile

mediastinal yiizii birlestiren kalin ve kiint kenardir (18, 20).

Her bir akcigerin kostal, mediastinal ve diyafragmatik olmak tizere ii¢ yiizeyi
vardir. Facies costalis; kostal plevra ile kaplidir ve sternum ve kaburgalar boyunca
uzanan konveks dig yiiziidiir. Facies mediastinalis; Akcigerlerin mediastinuma
dolayisiyla birbirine bakan i¢ ylizleridir. Akciger hilusunu igerir ve anterior ve
posterior olarak boliinmiistiir. Onde sternumla, arkada vertebra iliskilidir. Facies

diaphragmatica; konkavdir ve diyaframin kubbesine dayanr.



Hilum, akcigerin mediastinal yiizeyinin merkezinde ¢okiik bir yiizeydir ve
besinci ile yedinci torasik omurun 6niinde yer alir. Sinir ve damarlarin akcigere girip

¢iktig1 noktadir.

Sag ve sol akciger anatomisi benzer ancak asimetriktir. Sag akciger li¢ lobdan
olusur: sag iist lob, sag orta lob ve sag alt lob. Sol akciger iki lobdan olusur: sol iist lob
ve sol alt lob. Sag lobda, fissura obliqua, alt lobu, iist ve orta lobundan ayirir, fissura
horizontalis ise iist lobu orta lobdan ayirir. Sol lobda sadece iist ve alt lobu ayiran
fissura horizontalis vardir (18, 20). Loblar ayrica spesifik segmental bronslarla iligkili
segmentlere ayrilir. Segmental bronslar, ana bronstan ¢ikan ikinci siradaki dallardan
(lobar bronglar) ¢ikan tiglincii siradaki dallardir. Sag akciger on segmentten (iist 3
segment, orta 2 segment alt 5 segment), sol akcigerde ise lobun bdliinmesine bagli

olarak sekiz ila dokuz segment (iist 4 segment, alt 4-5 segment) vardir (20).

Akcigerlerde, trakea besinci torakal vertebra'nin {ist kenar1 seviyesinde sag ve
sol ana brons olmak iizere ikiye ayrilir. Bronglar, trakeadan akcigerlere hava tasiyan
iki biiyiik tiiptiir. Ekstrapulmoner ve intrapulmoner olmak {izere iki kategoriye
ayrilirlar. Ekstrapulmoner bronglar, akcigerlerin disinda bulunan sag ve sol ana
bronslardir. Intrapulmoner bronslar, akcigerlerin iginde bulunan bronslarin daha kiigiik
dallaridir. Akcigerlerdeki en kiigiik hava yollar1 olan bronsiyollere ulasana kadar

dallanmaya devam ederler (18, 20).

Sag ana brons sol ana bronstan daha genis, daha kisa ve daha diktir. Bunun
nedeni sag akcigerin sol akcigerden daha biiyiik olmasidir. Sag ana brons da kani bag
ve boyuna tasiyan biiyiik bir atardamar olan arkus aortanin altindan geger. Sol ana

brons yemek borusu ve torasik aortun 6niinden geger (20).

Bronglar, hava yollarin1 enfeksiyondan korumaya yardimci olan bir mukoza
zar1 ile kaphdir. Ayrica hava akisindaki degisikliklere yanit olarak bronslarin
daralmasina ve genislemesine izin veren diiz kas igerirler. Bronslar, gaz degisiminin
gerceklestigi  kiigiik hava kesecikleri olan alveollere hava tasiyarak solunum
sisteminde dnemli bir rol oynar. Bronslar ayrica akcigerleri enfeksiyondan korumaya

yardimci olur.

Ana bronglar akciger hilusuna girerek akcigerde dallanarak bronsiyal agaci

olusturur. Her bir ana brons, lobar bronslara ayrilir. Lobar bronslar da daha sonra



segmental bronglara bdliintir. Terminal bronsiyoller, respiratuar bronsiyoller, alveoler
duktus, alveoler kese ve son olarak pulmoner alveollere dogru giderek daralmaktadir.
Lobar bronglarin ¢ap1 7-12 mm iken segment bronglarin ¢ap1 4-7 mm kadardir.
Bronsiyollerde kikirdak bulunmaz. Bronslar, hilusta 7-8 ve periferde 10-14 ¢atallanma
ile terminal bronsiyollere ulasir. Terminal bronsiyollerin ¢ap1 0,5 mm kadardir (18, 20,

21).

Terminal bronsiyollerin ¢atallanmasiyla respiratuar bronsiyoller olusur.
Respiratuar bronsiyollerin distalinde bulunan akciger iinitesine asiniis denir. Asiniis,
gaz aligverisinin gergeklestigi akcigerin en kiiglik fonksiyonel tnitesidir. Akcigerde
yaklasik 20-30 bin asiniis bulunur. Respiratuar bronsiyollerin distalinde alveol kanali
ve keseler bulunur. Bu yapilar kikirdak veya bez icermez, ancak kas hiicreleri ve bag
dokusu lifleri bulunur. Her bir respiratuar bronsiyolden 3-8 alveol kanali ¢ikabilir. Her
bir asiniiste 800 kadar alveol kanali ve akcigerlerde yaklagik 300 milyon alveol oldugu

tahmin edilmektedir (20).

2.1.1. Akcigerin damarlari

Akcigerler, gaz degisimi ve akcigerlerin kendilerinin desteklenmesi igin
gerekli olan ikili bir kan kaynagina sahiptir ve pulmoner ve sistemik dolagim olarak
adlandirilir. Pulmoner dolagim, oksijeni giderilmis kan1 gaz degisimi i¢in akcigerlere
getirmekten sorumludur, sistemik dolasim ise akciger parankimine oksijenli kan

saglar.

Pulmoner dolasim, pulmoner arterlerin sag ventrikiilden akcigerlere oksijeni
giderilmis kan1 tasidig1 diisiik basingli bir sistemdir. Pulmoner arterler, bronglar1 takip
ederek akcigerlere giden daha kiigiik dallara ayrilir ve burada alveolleri ¢evreleyen bir
kilcal damar ag1 olustururlar. Alveollerdeki havadaki oksijenin kana yayilmasi ve
kandaki karbondioksitin alveollere difiizyonu ile gaz degisimi burada gerceklesir.
Oksijenli kan daha sonra dort pulmoner ven yoluyla kalbin sol atriyumuna geri doner
(20).

Sistemik dolasim, bronsiyal arterler yoluyla akciger parankimine oksijenli kan

saglar. Bronsiyal arterler, aortun bronglari, bronsiyolleri ve akcigerlerdeki diger



yapilar1 besleyen dallaridir. Bronsiyal damarlar akciger parankimini bosaltir ve kan

azigos damari veya superior vena kava yoluyla kalbe geri dondiiriir.

Sag ventrikiil oksijeni giderilmis kani1 pulmoner arterler araciligiyla akcigerlere
pompalar. Bu damarlar, her bir akcigere bir damar vermek iizere superior vena kavanin
arkasinda catallanirken pulmoner govdeden ¢ikar. Her pulmoner arter dallar
olusturmak iizere boliinmeye ugrar ve akciger i¢inde bronslari takip ederek dis ve arka
yiizlerde ilerler ve respiratuvar bronsiyollerin diizeyinde kapiller damarlar haline gelir

(18).

Alveol duvarlar i¢indeki kapiller aglar, pulmoner venéz dolagimi olusturmak
icin distal olarak birlesir. Her bir bronkopulmoner segment icindeki ¢ok sayida
segment i¢i damar, segmental venleri olusturmak i¢in birlesir. Segmentler arasindaki
damarlar daha sonra her lobda daha biiyiik soliter damarlari olusturmak igin birlesir.
Her akcigerden iki pulmoner ven ¢ikar ve diisiik basingli damarlar, oksijenli kani sol

atriyuma geri gotiiriir (18, 20).

Bronsiyal arterler solda iki, sagda bir damar olarak bulunur ve oksijenli kani
yiiksek basinglarda organa ve destek elemanlarina iletir. Sag brongiyal arter, posterior
interkostal arterin yaninda interkosto bronsiyal gévdeden ¢ikar. Sol tarafta, bronsiyal

arterler torasik aortanin dogrudan dallaridir.

Pulmoner venler akciger parankimi drene ederken, hilus bronsiyal venler
tarafindan drene edilir. Bronsiyal ven icin kol gérevi goren yiizeysel ve derin bronsiyal
damarlar vardir. Her hilusa tek bir brongiyal ven hizmet eder. intrabronsiyal venoz
pleksuslar, derin bronsiyal venleri olusturmak i¢in birlesmeden 6nce hilumdaki
bronslara bitisik olarak hareket eder. Pulmoner vene veya dogrudan sol atriyuma

bosalirlar.

2.1.2. Akcigerin lenfatikleri

Akcigerlerin lenfatik drenaji, akcigerlerden sivi ve atik iriinlerin
bosaltilmasindan ve dolasim sistemine geri dondiiriilmesinden sorumludur.
Akcigerlerin lenfatik damarlar1 derin lenfatik pleksus ve ylizeysel lenfatik pleksus

olmak tizere iki pleksus halinde diizenlenmistir (Sekil 2) (18, 20).



Derin lenfatik pleksus, bronglarin submukozasinda ve peribronsiyal bag
dokusunda yer alir. Rolii, akcigerlerin interstisyel bosluklarindaki ve bronglarin
duvarlarindaki siviyi intrinsik pulmoner lenf diiglimlerine bosaltmaktir. Derin lenfatik
pleksustan gelen lenf, akcigerin hilumunda bulunan bronkopulmoner (hiler) lenf

diigiimlerine akar.

Yiizeysel lenfatik pleksus, akcigerlerin interlobiiler septasinda bulunur.
Alveollerden ve akcigerlerin interstisyel bosluklarindaki siviyr bosaltir. Yiizeysel
lenfatik pleksustan gelen lenf, mediastende bulunan mediastinal lenf diigiimlerine

akar.

Hiler ve mediastinal lenf diiglimlerinden lenf, solda duktus torasikus‘a, sagda
ise trunkus lenfatikus dekster‘e dokiilurler. Duktus torasikus ve trunkus lenfatikus

dekster, i¢ juguler ve subklavian venlerin birlestigi yerde lenfleri kan dolasimina

bosaltir (18, 20).

Akcigerlerin lenfatik sistemi birka¢ nedenden dolayr 6nemlidir. Birincisi,
akcigerlerdeki sivinin bosaltilmasina yardimci olur, bu da akcigerlerin tikanmasini
onlemeye yardimci olur. Ikincisi, lenfatik sistem, hiicre artiklarini ve diger yabanci
maddeleri akcigerlerden uzaklastirmaya yardimci olur. Ugiinciisii, akcigerlerdeki lenf
diigtimleri lenfleri filtreler ve bakterileri, viriisleri ve diger yabanci partikiilleri

uzaklastirir. Ayrica enfeksiyonla savasmaya da yardimer olurlar.
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Sekil 2. Akciger lenfatik damar ve diigiimleri (18).

2.1.3. Akcigerin sinirleri

Otonom sinir sistemi hava yollarinin kontroliinde 6nemli bir rol oynar.
Parasempatik sinir sistemi, solunum yollarin1 daraltan bronkokonstriksiyona neden
olur. Bu, strese, duygulara veya alerjenlere maruz kalmaya yanit olarak olabilir.
Sempatik sinir sistemi, hava yollarin1 genisleten bronkodilatasyona neden olur. Bu,

egzersize yanit olarak veya viicut soguk havaya maruz kaldiginda olabilir (18, 20, 21).

Otonom sinir sistemi ayrica oksiirme gibi refleksleri ve akcigerlerin oksijen ve
karbondioksit seviyelerini diizenleme yetenegini de kontrol eder. Bu refleksler,

akcigerleri korumak ve dogru nefes almayi siirdiirmek i¢in 6nemlidir.

Hava yollarini kontrol eden sinirler vagus sinirinden ve ikinci ve besinci torasik
gangliyonlardan ¢ikar. Vagus siniri en uzun kafa siniridir ve solunum yollar1 da dahil
olmak {izere viicudun birgok fonksiyonunun kontroliinde énemli bir rol oynar. Ikinci
ve besinci torasik gangliyonlar gégiiste bulunur ve hava yollarina sinyal gondermekten

sorumludurlar (18, 20). Hava yollarin1 kontrol eden sinirler daha sonra bronslari takip
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ederek akcigerlere girer ve kas liflerini, bezleri ve kan damarlarini innerve etmek i¢in
dallanir. Hava yollarindaki kas lifleri, hava yollarmin daralmasindan ve
genislemesinden sorumludur. Hava yollarindaki bezler, hava yollarin1 enfeksiyondan
korumaya yardimci olan mukus iiretir. Hava yollarindaki kan damarlari, hava yollarina

oksijen ve besin saglar.

2.1.4. Plevra

Akcigerler, serdz bir zar olan plevra ile ¢evrili bir bosluk i¢inde bulunur. Sag ve
sol akcigerler mediasten ile sag ve sol plevra ayrilir. Plevra, arasinda plevral bosluk
yer alan visseral plevra ve parietal plevra olmak iizere iki tabakadan meydana gelir.
Visseral plevra, akcigerlere ylizeyel olan ve akciger fissiirlerinin i¢ine dogru uzanan
ve onlar1 ¢gevreleyen tabakadir. Buna karsilik, parietal plevra gégiis duvari, mediasten

ve diyaframa baglanan dis tabakadir. Visseral ve parietal plevra hilumda birbirine

baglanir (18, 20, 21).

Plevranin, s1v1 tiretmek ve organlari birbirinden ayiran bosluklar olusturmak gibi
onemli gorevleri vardir. Plevral sivi, her iki plevrayr doseyen mezotelyal hiicreler
tarafindan salgilanan ince bir siv1 tabakasidir. Solunum sirasinda siirtiinmeyi ve hasari
onlemeye yardimci olan plevranin yiizeylerini yaglamaya yarar. Plevral sivi ayrica
akcigerlerin gégiis duvarina bagli kalmasina yardimci olan yiizey gerilimi olusturmaya
da yardimci olur. Bu da nefes aldigimizda akcigerlerin genislemesini ve hava ile

dolmasini saglar (18, 20).

2.2. Akciger Embriyolojisi

2.2.1. Solunum sistem primordiyumu
Trakeobrongiyal agacin Onciisii olan respiratuar primordiyum, gebeligin

yaklagik 28. giinlinde primitif farenksin ventral duvarinin kaudal ucunda laringotrakeal

oluk olarak ortaya ¢ikar. Laringotrakeal oluk, larinks, trakea, bronslar ve akcigerlerin
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epiteli endoderm ile kaplanmistir. Bu yapilarin bag dokusu, kikirdak ve diiz kasi, 6n

bagirsagin etrafindaki splanknik mezodermden gelisir (22).

Dordiincii haftanin sonunda, laringotrakeal oluk 6n bagirsagin kaudal ucunda
bir ¢ikinti olusturarak kese seklinde bir laringotrakeal divertikiil olusturur. Bu
divertikiil uzar ve splanknik mezoderm ile c¢evrelenir. Divertikiiliin distal ucu
genisleyerek yuvarlak bir solunum tomurcugu olusturur. Laringotrakeal divertikiil kisa
stirede primordial farinksten ayrilir, ancak primordial laringeal giris ile baglantisini

surdurur

Besinci haftanin sonunda larengotrakeal divertikiil iginde gelisen longitudinal
trakeodzofageal kivrimlar birbirine yaklasarak birleserek trakeo6zofageal septumu
olusturur. Bu septum, 6n bagirsagin kraniyal kismini, laringotrakeal tiipii olusturan
(larenks, trakea, bronslar ve akcigerlerin primordiyum) ventral ve dorsal kisimlarina

(orofarinks ve 6zofageal primordiyum) ayirir (Sekil 3) (22).

Endoderm
(mezoderm uzaklagtinimig)
~SES S -
S ;"1 ) f::ii’] Primordiyal (*::31 ) .
Farinks —__ __—~Splanknik mezoderm laringea giris /Larmgotraksal tip
7 /' —  KesitD P e - | e
L2 (Mot /™ diizeyi /S, —Kesit E dizeyi /_%7 lf U [—Kesit F diizeyi
Laringotrakeal ~~ B | 4 \ }
agiklik A \ g X
\ \ ]
I“ | \ C \ ‘
\ / \ \ |
\ o \ \
Laringotrakeal Ozefagus Akciger tomurcugu Brankiyal tomurcuklar
divertikulum
Farinkg Trakeaézefagea\ katlanti Birlesmig katlantilar Ozefagus
N N ; /
(> 7. laringotrakeal tiibin YO A WMa
et primordiyumu i \ )\
4 - E Laringotrakeal tiip
Oluk Trakeabzefageal bdime

Sekil 3. Solunum divertikiiliiniin gelisimsel evreleri (22).

2.2.2. Akcigerlerin gelisimi

Akciger tomurcugu olarak da bilinen solunum divertikiilii, gebeligin yaklasik
4. haftasinda 6n bagirsagin ventral duvarinda belirir. Solunum divertikiilii, retinoik asit
(RA) iireten ¢evredeki splanknik mezoderm tarafindan indiiklenir. Solunum

divertikiilii baslangicta 6n bagirsakla temas eder, ancak sonunda trakeodzofageal
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kivrimlarla ayrilir (23). Gelismekte olan akciger tomurcugu, birincil brong
tomurcuklari ad1 verilen iki keseye ayrilir. Bu keseler daha sonra yanal olarak plevral
bosluklarin primordiyumlar1 olan perikardiyo-peritoneal kanallara dogru gelisir. Daha

sonra ikincil ve ti¢linciil akciger tomurcuklar1 gelisir.

Akciger tomurcuklarini ¢evreleyen splanknik mezensim, bronglara ve dallarina
farklilagir. Brons tomurcugunun trakea ile baglantis1 genisleyerek primer bronslarin
baslangi¢ formlarin1 olusturur. Sag primer brons soldan biraz daha biiyiik ve daha
dikeydir. Primer bronglar, lober, segmental ve intrasegmental dallar olusturan
sekonder bronslara ayrilir. Sag akcigerde ti¢ lober brons bulunurken, sol akcigerde iki
lob vardir. Lober brons kendi i¢inde dallanarak segmental bronglar1 olusturur. Yedinci
haftadan itibaren segmental bronslar olusmaya baglar ve sayilar1 sag akcigerde on, sol

akcigerde sekiz veya dokuzdur.

Akciger tomurcuklarini g¢evreleyen splanknik mezensim, tersiyer bronglar
olusurken boliiniir. Bu boliinme bir bronkopulmoner segmentin baglangicini olusturur.
Gebeligin 24. haftasinda yaklasik 17 sira dallanma olugsmus ve solunum bronsiyolleri
olusmustur. Dogumdan sonra 7 sira hava yolu daha olusur (22). Bronsiyal dallanma,
akciger tomurcuklarinin endodermi ile onu ¢evreleyen splanknik mezensim arasinda
meydana gelen epitelyal-mezenkimal etkilesimler tarafindan diizenlenir. Dallanmayi

baslatan sinyaller, mezodermdeki fibroblast biiyiime faktorii ailesinden gelir (24).

Bronglar gelistik¢e, ¢evreleyen splanknik mezenkimden kikirdak plakalari,
bronsiyal diiz kas ve bag dokusu ve pulmoner bag dokusu ve kilcal damarlar olusur.
Akcigerler gelistik¢ce splanknik mezodermden olusan bir visseral plevra tabakasi ile
kaplanir. Akcigerler ve plevral bosluklar genisledikce, kaudal olarak viicut duvarinin
mezenkimine dogru biiylirler ve kisa siire sonra kalbe bitisik hale gelirler. Gogiis
bolgesindeki viicut duvari, somatik mezodermden olusan bir paryetal plevra tabakasi

ile kaphdir. Parietal ve visseral plevra arasindaki bosluk plevral boslugu olusturur (22).
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Sekil 4. Akciger tomurcuklari, bronglar ve akcigerlerin gelisim evreleri (22).

2.2.3. AKcigerlerin olgunlagmasi

Akcigerlerin olgunlagsmasi, psdddglandular evre, kanalikiiler evre, sakkiiler
evre (terminal kese evresi) ve alveoler evre olmak iizere dort evreye ayrilir (Sekil 4)

(22, 24-26).
Psodoglandular Evre

Psodoglandiiler evre, gebeligin 6. ve 16. haftalar1 arasinda meydana gelen
akciger gelisiminin ikinci asamasidir. Bu asamada, akcigerler hava yollarinin dallanan
bir sistemine doniisiir, ancak alveoller heniiz olusmamistir. Gelismekte olan
akcigerler, endodermal tiibiilleri kaplayan tek bir silindirik epitel tabakasi ile histolojik
olarak ekzokrin bezlerine benzer. Tiibiiller, az miktarda kilcal ag iceren mezoderm ile
cevrilidir (27). 16. haftanin sonunda akcigerlerin gaz aligverisinde rol oynayanlar
disindaki tiim temel elementleri olusmustur. Ancak bu asamada solunum miimkiin

olmadig1 i¢in bu asamada dogan fetiisler yasayamazlar (22).
Kanalikiiler Evre

Kanalikiiler evre, gebeligin 16. ve 26. haftalar1 arasinda meydana gelen,

akciger gelisiminin {i¢iincii asamasidir. Bu asamada, akcigerler dallanan bir hava yolu
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sistemine donlismeye devam eder ve alveoller olusmaya baslar. Bronglarin ve terminal
bronsiyollerin limenleri genisler. Akciger dokusu multivaskiiler hale gelir, yani kilcal
damarlarla dolar. Bunun nedeni, kilcal damarlarin olusumunu destekleyen vaskiiler
endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF) etkisidir (22, 24-26). Interstisyel dokular
kiigiiliir ve gaz degisim birimleri olusur. 24. haftada, terminal bronsiyollerden iki veya
daha fazla respiratuar bronsiyol olusur. Respiratuar bronsgiyoller alveoler kanallara
ayrilir. Kanalikiiler asamanin sonunda nefes almak miimkiin hale gelir. Bunun nedeni,
ince duvarli terminal keselerin bir kisminin respiratuar bronsiyollerinin uglarinda
olugmasi ve akciger dokusunda vaskiilarizasyonun artmasidir. Bu dénemin sonlarina
dogru dogan bir fetiisiin yogun bakimda yasamasi miimkiin olsa da bu fetiisler

genellikle solunum ve diger sistemleri gorece eksik oldugu icin 6lmektedir.
Sakkiiler Evre

Sakkiiler evre, 26. gebelik haftasindan doguma kadar meydana gelen akciger
gelisiminin dordiincii evresidir. Bu asamada alveoller biiylimeye ve olgunlasmaya
devam eder. Terminal keseler ¢ok ince hale gelir ve bu keselerin epiteli ¢cok skuamoz
hale gelir. Kilcal damarlar bu keselerin igine dogru ¢ikint1 yapmaya baslar ve kan-hava
bariyeri olusur (22). Apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin dengesi, hava bosluklari
arasindaki bag dokusunu inceltir (24-26). Bu, gaz degisimi i¢in gerekli olan epitel ve
endotel hiicreleri arasindaki yakin temas: saglar. 26. haftada terminal keseler, gaz
degisimini gerceklestiren endodermal kokenli skuamdéz hiicrelerle (tip I alveoller
hiicre) kaplanir. Gelisen alveollerin etrafindaki mezenkimdeki kilcal ag hizla ¢ogalir
ve ayn1 zamanda lenfatik kilcal damarlar da aktif bir gelisim gosterir. Yassi epitel
hiicreleri arasinda dagilmis yuvarlak salgilayici epitel hiicreleri- tip 2 alveoller hiicre-
fosfolipitler ve proteinlerin bir karisimi olan pulmoner siirfaktan salgilar. Siirfaktan,
alveoler keselerin i¢ yiizeylerinde, hava-alveolar arayiiziindeki yiizey gerilimi
kuvvetlerine karsi tek molekiillii bir tabaka olusturur. Bu atelektaziyi (solunum
sirasinda vezikiillerin sonmesi ve kiigiilmesi) Onler ve vezikiillerin genislemesini
kolaylastirir (22). Sakkiiler evre, akcigerlerin tamamen islevsel hale geldigi asama
oldugu icin akciger gelisiminde kritik bir asamadir. Akcigerlerin gaz degisimi igin
kullanilmadan 6nce belirli bir olgunluk diizeyine ulasmasi gerekir ve bu islem igin

sakkiiler asama sarttir.
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Alveoler Evre

Alveolar evre, gebeligin 32. haftasindan 8 yasina kadar meydana gelen akciger
gelisiminin son agamasidir. Bu asamada alveoller biiylimeye ve olgunlagmaya devam
eder. Terminal keseler, yetiskin alveolleri olusturmak i¢in sekonder septa ile boliiniir
(27). Terminal keselerin epiteli incelir ve ince bir skuamoz epitel tabakasina doniisiir.
Tip 1 alveoller o kadar incedir ki bitisik kilcal damarlar terminal keselere dogru ¢ikinti
yapar (22). Mikrovaskiiler olgunlagsma, alveoler septanin ¢ift kapiller tabakasinin tek
tabakaya doniismesi ile gerceklesir (25, 28). Geg¢ fetal asamada, alveolokapiller
membran (pulmoner difiizyon bariyeri veya solunum membrani) gaz degisimine izin
verecek kadar ince hale geldiginden solunum gerceklesebilir. Olgun alveollerin
yaklagik %95'1 dogum sonrast donemde gelisir. Alveol gelisimi biiyiik Slgiide iic
yasina kadar tamamlanir, ancak yaklasik sekiz yasina kadar yeni alveoller eklenebilir.
Zamaninda dogmus bir bebegin akcigerlerindeki ilkel alveollerin sayis1 yaklasik 150
milyondur, yani yetiskinlerin yaris1 kadardir. Kalan alveoller, dogum sonrasi ilk on
yilda siirekli yeni ilkel alveol olusumu ile ortaya ¢ikar ve yetiskinlerde 300 milyon

alveol sayisina ulasir (22).

2.3. Akciger Histolojisi

Solunum sistemi, oksijenin viicuda getirilmesi ve karbondioksitin atilmasindan
sorumludur. Akcigerlerden ve akcigerlere giden hava yollarindan olusur (19,21). Hava
yollar gittikge kiigiilen tiiplere ayrilir ve sonunda gaz degisiminin gerceklestigi kiiciik
hava keseleri olan alveollere ulasir. Oksijen, hiicre metabolizmasi igin gereklidir ve
karbondioksit, hiicre metabolizmasinin bir atik Uriiniidiir. Solunum sistemi viicuttaki
bu gazlarin dengesinin korunmasina yardimci olur. Gaz degisimine ek olarak, solunum
sistemi seslendirme ve koku almada da rol oynar. Larinksteki ses telleri titrestiginde

ses iiretir ve burun boslugundaki koku reseptorleri kokular1 algilar (19,21).

Solunum sistemi histolojik olarak iki kisma ayrilir: iletim kismi ve respiratuar
(solunum) kismu. letici kisim, alveollere giden hava yollarm igerirken respiratuar
kismi, gaz degisiminin gergeklestigi alveolleri i¢erir ve Tablo 1 da belirtilen boliimleri

igerir.
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Tablo 1. Solunum sisteminin histolojik olarak siniflandirilmas1 (19)

SOLUNUM SISTEMI
ILETICi BOLUM RESPIRATUAT BOLUM
Nazal Kavite Respiratuar bronsiyoller
Nazofarinks Alveol kanal1 (Duktus alveolaris)
Larinks Alveol kesesi (Sakkus alveolaris)
Trakea Alveoller
Bronglar
Bronsiyoller

Terminal bronsiyoller

2.3.1. Solunum sisteminin iletici bélimii

Solunum sisteminin iletken kismi, gaz degisiminin gergeklesmedigi, havanin
akcigerlere taginmasindan, solunan havanin isitilip nemlendirilmesinden ve yabanci
maddeleri hapsederek havanin temizlenmesinden sorumludur (21, 29, 30). Uc tabaka
ile kaplidir: mukoza, submukoza ve adventisya. Mukoza en igteki tabakadir ve epitel
hiicreleri, mukus salgilayan hiicreler ve destekleyici hiicrelerden olusur. Ust solunum
yolu epiteli ve alt solunum yolu epiteli ¢esitli boliimlerinde farklilik gosterir. Nazal
vestibulum, orofarinks, larinks (vokal kordlarin yiizeyi) ve epiglottis (apeks ve {ist
ylizeyi) ¢ok katli keratinsiz yassi epitel ile Ortiilityken; nazal kaviteler, paranazal
siniisler, nazofarinks, larinks, epiglottis (alt yiizili), trakea ve bronsiyollere kadar
devam eden brons mukozasi respiratuar epitel olarak adlandirilan yalanci ¢ok kath
kinosilyali prizmatik epitel ile ortiiliidiir. Bronsiyollerin epiteli tek katli silli prizmatik
epitel iken alveoler epiteli tek katli yassi epiteldir. Submukoza orta tabakadir ve gevsek
bag dokusu, kan damarlar1 ve sinirlerden olusur. Adventisya en distaki katmandir ve

yogun bag dokusundan olusur (21, 31).

Brong agaci, trakeada baslayan ve alveollerde son bulan dallanan bir hava yolu
sistemidir. Trakea akcigerin disinda daha kiigiik dallara ayrilarak primer brons
(ekstrapulmoner brons), akcigerin i¢inde ise sekonder ve tersiyer brons, bronsiyoller,

terminal bronsiyoller, respiratuar bronsiyoller ve alveolleri olusturur (Sekil 5) (21).
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Bronglar, acgik kalmalarina yardimci olmak i¢in kikirdak halkalar1 igeren daha
biiyiik hava yollaridir. Bronsiyoller, kikirdak halkalar1 icermeyen daha kiiclik hava
yollaridir. Alveoller, gaz aligverisinin yapildig1 en kiigiik hava yollaridir. Brons agaci
terminal bronsiyollere ulasmadan 6nce yaklasik 15-20 kez boliiniir. Hava yollari
boliindiikge kiigiiltirler ve kikirdak miktari, bez, goblet hiicreleri ve epitel boyu azalir.
Solunum sirasinda hava yollarinin ¢apinin ayarlamasina yardimer olan diiz kas ve

elastik doku miktar: artar.

Respiratuar mukozanin (solunum) yalanci ¢ok katli silyumlu prizmatik epiteli

bes hiicre tipi igerir: (19,31)

1. Kinosilyali silindirik (prizmatik) hiicre: Bu hiicreler, solunum epitelinde en bol
bulunan hiicre tipidir. Silindirik bir sekle sahiptirler ve mukusu ve sikismis yabanci
maddeleri solunum yolundan c¢ikarmaya yardimci olan tily benzeri yapilar olan
kinosilyum ile kaplhdirlar. Kinosiller, karakteristik bir aksonemde diizenlenmis
mikrotiibiillerden olusur. 9 periferik mikrotiibiil ¢ifti ve 1 merkezi mikrotiibiil ¢ifti
vardir. Mikrotiibiiller, kinosilyum hareketini saglayan dynein kollar1 ile birbirine
baglanir. Kinosiller koordineli bir sekilde hareket eder, bu da mukusu hava yollarindan

yukariya ve akcigerlerden disar1 tasimaya yardimet olur (19,32).

2. Mukus (goblet) hiicresi: Goblet hiicreleri, kinosilyal silindirik hiicrelerden sonra
solunum epitelinde en bol bulunan hiicre tipidir. Solunum yolu boyunca bulunurlar
ancak en ¢ok trakea ve bronglarda yogunlasirlar. Asagi indikge sayilar1 azalir ve
terminal ve respiratuar bronsiyollerin yiizeyini orten tek katli silli prizmatik epitel
icinde goblet hiicreleri bulunmaz. Goblet hiicreleri, yabanci maddeleri yakalamaya ve
hava yollarinit nemli tutmaya yardimci olan yapiskan bir s1vi olan mukus iiretir. Goblet
hiicreleri tarafindan iiretilen mukus, sekerlere bagl proteinler olan glikoproteinlerden
olusur. Musin salgis1t H&E ile boyanmaz ve bu nedenle teka kismi1 bos goriiliir ancak
Periyodik asit-Schiff boyama (PAS) ile boyanabilir. Mukustaki glikoproteinler,
mukusa yapiskan ve viskoz 6zelliklerini verecek sekilde diizenlenir. Bu, bakteri ve toz
gibi yabanci maddelerin tutulmasina yardimci olur ve akcigerlere girmelerini engeller.
Mukus ayrica hava yollarinin nemli kalmasina yardimci olur. Hava yollarini kaplayan
mukus tabakasi, nefes almay1 zorlastirabilecek sekilde hava yollarmin kurumasini
onlemeye yardimci olur. Sigara igmek veya hava kirliligine maruz kalmak gibi kronik

tahrise yanit olarak goblet hiicrelerinin sayisi artar. Elektron mikroskobunda goblet
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hiicreleri, salg1 vezikiilleri ile dolu genis bir apikal bolge ile genislemis hiicreler olarak
goriiniir. Salgt kesecikleri, mukusu olusturan glikoproteinleri icerir. Goblet hiicreleri
ayrica mukus tiretiminde yer alan iyi gelismis endoplazmik retikulum (ER) ve Golgi

aparatina sahiptir (19, 31).

3. Ser6z (kiiciik graniillii) hiicre: Morfolojik olarak submukoza bezinin serdz
hiicrelerine benzerler, bu da benzer bir goriiniime sahip olduklar1 anlamina gelir. Seréz
hiicreler, elektron mikroskobu altinda goriilebilen kiigiik, yogun yapilar olan elektron
yogun graniiller icerir. Protein iiretiminde yer alan bir zar agi olan ER, serdz hiicrelerde
¢cok bol miktarda bulunur. Serdz hiicrelerdeki graniillerin ¢ap1 yaklagik 600
nanometredir. Insanlar da dahil olmak iizere birgok memelide bulunurlar. Bazi
memelilerde ser6z hiicrelerden salgi mukoid degildir, yani mukus i¢cermez. Ancak
ser6z hiicreler sigara dumanina maruz kaldiginda salgi mukusa dontisiir (19, 21, 29,

30).

4. Difiiz néroendokrin sistem hiicresi (DNES hiicresi): APUD hiicreleri, argirofil
hiicreleri ve enteroendokrin hiicreler olarak da bilinirler. DNES hiicreleri, her zaman
bez liimenine ulasmayan kiigiik hiicrelerdir. Epitelin bazal kisminda bulunurlar ve
kiiglik, zarla c¢evrili salgi graniilleri igerirler. DNES hiicreleri H&E boyama ile
boyanmaz, ancak giimiis boyalarla veya immiino-histokimyasal tekniklerle
gosterilebilirler. Glimiisle boyandiklari i¢in argentafin veya argirofil hiicreleri olarak
da adlandirilirlar. DNES hiicreleri, noral krestten kaynaklanir ve tek baslarina veya
kiimeler halinde olabilirler. DNES hiicrelerindeki graniillerin ¢ap1 yaklasik 70-150
nanometredir ve elektron-isildayan bir halo ile gevrilidirler. Graniillerin alt tipleri
tanimlanmistir.  Graniiller, c¢ekirdegin altindaki sitoplazmanin bazal kisminda
lokalizedir. Serbest birakildiklarinda siliyer aktiviteyi, mukus sekresyonunu ve
vaskiiler bronsiyal diiz kas tonusunu etkileyebilirler. Sindirim ve solunum

sistemlerinde goriilen bu hiicreler parakrin ve endokrin etkiler gosterirler (19, 21, 29,
30).

5. Bazal hiicre: Epitelin bazal tabakasinda bulunurlar ve epitelin yenilenmesinden
sorumludurlar. Bazal hiicreler, keratin i¢in immiinoreaktif monofilament bantlar igerir;
bu, siliyer hiicreler ve goblet hiicreleri gibi diger hiicre tiplerine farklilasma

potansiyeline sahip olduklari anlamina gelir. Normal kosullar altinda bazal hiicreler
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%1 oraninda mitotik aktiviteye sahiptir. Ancak solunum epiteli hasar gordiigiinde

bazal hiicrelerin mitotik aktivitesi artar (19, 21, 29, 30).

Hava yollarin1 kaplayan solunum epitelinde bulunmayan, ancak terminal
ylizeyini ve solunum bronsiyollerini kaplayan tek katmanl silyali kiiboidal epitelde
bulunan baska bir hiicre tipi Clara hiicreleridir (silyasiz bronsiyoler hiicre). Insanlarda
Clara hiicrelerinin dagilimi terminal ve respiratuar bronsiyollerle smirlidir. Clara
hiicrelerinin, alveolleri ag¢ik tutmaya yardimci olan bir madde olan siirfaktan

iiretiminde rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Bagisiklik yanitinda da rol oynayabilirler
(19, 21, 29, 30).

Hiicreleraras1 Baglantilar

Hiicreler arasi baglantilar, epitel hiicrelerine yapisal ve fonksiyonel destek saglayan

yapilardir (19, 21, 33). Ug tiire ayrilirlar:

e Gegirgen Olmayan Baglantilar: Zonula okludens (Siki Baglantilar, Tight
junction)
e Tutucu Baglantilar: Zonula adherens ve Makula adherens

e {letisim Saglayan Baglantilar: Gap junction

Epitellerde lateral yiizde baglantilar hiicrenin apikalinden bazaline 4 grupta incelenir.

1. Siki Baglantilar (Tight junction, Zonula Okludens): Siki baglantilar (zonula
occludens olarak da bilinir), hiicreler aras1 boglugu tamamen kapatan bir tiir hiicreler
aras1 baglantidir. Okludin, claudin ve ZO-1 dahil olmak {izere gesitli proteinlerden
olusurlar. Siki baglantilar, komsu hiicreler arasinda su ve suda ¢éziinen molekiillerin
gecisini engelleyerek epitel dokularinin biitiinliigiiniin korunmasinda énemli bir rol
oynar. Bu, bagirsak liimeni gibi belirli viicut boliimlerini kan dolasimindan izole
etmeye yardimci olur. Siki baglantilar ayrica hiicre sinyalinin ve hiicre gdciiniin
diizenlenmesinde rol oynar. Ornegin, siki baglantilar, hiicre biiyiimesini ve
farklilagsmasini etkileyebilecek sekilde iyonlarin ve besinlerin hiicrelere girip
¢ikmasini kontrol edebilir. Siki baglantilarin gecirgenligi, siki baglant1 proteinlerinin
bilesimi, sinyal molekiillerinin varlig1 ve hiicre tizerindeki mekanik stres dahil olmak
lizere bir dizi faktor tarafindan diizenlenebilir. Ornegin, siki baglantilar, hiicrelerin

daha hareketli oldugu gelisimin ilk asamalarinda daha gecirgendir. Hiicreler
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olgunlastik¢a, sik1 baglantilar daha siki bir sekilde kapatilir ve bu da dokunun yapisal

ve islevsel biitiinliigiiniin korunmasina yardimci olur (19, 33).

2. Zonula Adherens (Yapistirict kusak, Kusak desmozom): Hiicreyi bir kemer gibi
cevreleyen bir tiir hiicreler aras1i baglantidir. Kadherinler, kateninler ve aktin
filamentleri igeren yapisik baglanti kompleksi adi verilen bir protein kompleksinden
olusur. Zonula adherens, hiicreleri birbirine tutturmaya ve birbirlerinden ayrilmalarini
Onlemeye yardimci olur. Zonula adherens baglantilar arasindaki hiicreler arast bogluk
aciktir ve hatta normal alanlardan daha genis olabilir. Epitel dokularinin yapisal ve
fonksiyonel biitiinliigiinlin korunmasinda 6nemli bir rol oynar. Hiicrelerin birbirinden
ayrilmasini onlemeye ve hiicreler arasindaki maddelerin hareketini diizenlemeye

yardimet olurlar (19, 33).

3. Makula Adherens (Desmozom): Hiicreler arasinda nokta benzeri adezyonlar
olusturan bir tiir hiicreler aras1 baglantidir. Desmozomal plak ad1 verilen, desmoplakin,
plakoglobin ve diger proteinleri iceren bir protein kompleksinden olusurlar.
Dezmozomlar, hiicreleri birbirine baglamaya yardimci olur ve birbirlerinden
ayrilmalarin1 6nler. Makula adherens baglantilar1 arasindaki hiicreler arasi bosluk,
maddelerin hiicreler arasinda gegisine izin veren 30 nanometre genigligindedir.
Bununla birlikte, makula adherens baglantilari, zonula adherens baglantilar1 kadar
gecirgen degildir ve hiicreler arasinda biiylik molekiillerin gecisini onlemeye yardimcei

olur (19, 33).

4. Gap Junction (Neksus, Bosluk baglantilar1): Iyonlarin ve kiigiik molekiillerin
hiicreler arasinda gegisine izin veren bir tiir hiicreler arasi1 baglantidir. Hiicre zarinda
bir gozenek olusturan, konnekzon adi verilen bir protein kompleksinden olusurlar. Gap
junction, ortamdaki belirli maddelerin konsantrasyonuna bagli olarak acilip

kapanabilir (19, 21, 29, 30).
Bazal Membran

Bazal membran, epitel hiicrelerin bazal bolgesi ile alttaki bag dokusu
yapisindaki stroma arasinda uzanan ince, aseliiler bir tabakadir ve bazal lamina veya
lamina densa diye de adlandirilir. PAS (+) boyanir ve 15tk mikroskobu ile

goriintiilenebilir.
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Bazal lamina: epitel hicreleri tarafindan yapilir ve 50 nanometre

kalinligindadir. Laminin, entaktin ve integrinlerden olusur.

Lamina retikiilaris: Bazal laminaya komsu olan bag dokusu hiicreleri
tarafindan yapilir ve tip III kollajen, tip VII kollajen, tip | kollajen ve tip IV kollajenden
olusur. 100-200 nanometre kalinligindadir ve hem bazal laminaya hem de alttaki bag

dokusuna baglidir.

Bazal membran, epiteli altta yatan bag dokusuna tutturmada, yapisal destek
saglamada ve iki doku arasindaki maddelerin hareketini diizenlemede 6nemli bir rol
oynar. Ayrica hiicre sinyallesmesi ve hiicre farklilagmasinda rol oynar. Bazal
membranin kalmhg doku tipine ve epitelin islevine gore degisir. Ornegin, bazal
membran deride ¢ok kalindir ve burada mekanik strese karsi koruma saglar. Aksine,
bazal membran akciger alveollerinde ¢ok incedir ve burada verimli gaz degisimine izin
verir. Bazal membran siirekli olarak yeniden sekillenen dinamik bir yapidir. Bu
yeniden yapilanma, epitelin bitiinliigiinii korumak ve epitelyumun gevredeki

degisikliklere yanit vermesine izin vermek i¢in gereklidir (19, 21, 29, 30).
Submukoza

Trakeanin submukozasi i¢cinde destek saglayan ve trakeay1 agik tutan 16-20 C
seklindeki hiyalin kikirdak halkalarin vardir. Kikirdak halkalarin acik uglari, soluk
borusunun yemek borusuna bakan tarafinda bulunur. Kikirdak halkalar ayrica

trakeanin nefes alma sirasinda ¢6kmesini 6nlemeye yardimei olur (19, 21, 29, 30).

Hiyalin kikirdak halkalarina ek olarak, trakeanin submukozasi ayrica
tubuloalveoler tip ekzokrin bezleri igerir. Bu bezler, solunum yollarini enfeksiyon ve
tahristen korumaya yardimci olan mukus salgilar. Mukus iki tip hiicre tarafindan
iretilir: ser6z hiicreler ve mukus hiicreleri. Serdz hiicreler mukusun par¢alanmasina
yardimci olan enzimler salgilarken, mukus hiicreleri partikiilleri ve bakterileri tutan
kalin, yapiskan bir mukus salgilar. Ser6z hiiclerin bazalinde yuvarlak biiyiik niikleus
ve graniillii endoplazmik retikulumunun yogun olarak yer alirken apikal bolgesinde
salg1 graniilleri yer alir ve bundan olay1 apikal asidofili boyanir. Miik6z hiicrelerin
bazalinde yassi niikleus yer alir ve soluk boyanirlar. Bezler ayrica mukusun bezlerden
atilmasina yardimci olan miyoepitelyal hiicrelerle cevrilidir (19, 21, 29, 30). Ayrica

submukozada fibroelastik baglar ve kas demetleri igerir. Bu yapilar, solunum yollarin
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mukus ve yabanci partikiillerden temizlemeye yardimci olan oksiiriik refleksinde
kullanilir. Oksiiriik refleksi tetiklendiginde, trakeadaki kaslar kasilarak liimeni daraltir

ve disar1 verilen havanin hizini artirir (19, 21, 29, 30).

Bronglarin submukozasi, hiyalin kikirdak, bezler ve sinirler igermesi
bakimindan trakeaya benzer. Bununla birlikte, bronglardaki kikirdak parcalanmistir ve
daha fazla diiz kas dizisi vardir. Diiz kas miktar1 bronslarin iletken kisminin sonuna
dogru artar. Bronslardaki kikirdagin pargalanmasi onlarin daha esnek olmalarini saglar
ki bu da hava yollarinin solunum sirasinda genisleyip daralmasi igin gereklidir. Elastik
lifler, lenfositler ve lenf diigiimleri de nodiiler ¢atallanma bolgelerinde daha yaygindir

(19, 21, 29, 30).

Bronsiyoller, capt 1 mm'den az olan akcigerlerdeki en kiigiik hava yollaridir.
Kikirdak veya bez igermezler ve epitel kademeli olarak tek katli prizmatik ve ya tek
katl kiibik sekle doniigiir. Terminal bronsiyoller, Clara hiicreleri de dahil olmak tizere
tek katli bir kiibik epitel ile kaplidir. Terminal bronsiyollerin submukozasi, elastik
lifler ve diiz kas bakimindan zengindir (19, 21, 29, 30).

Trakea ve bronslarin submukozasindaki diiz kaslar, vagus ve sempatik sinir
sistemlerinin kontrolii altindadir. Parasempatik sinir sisteminin bir par¢asi olan vagus
siniri, kaslarin kasilmasina neden olarak hava yollarinin ¢apini daraltir. Sempatik sinir
sistemi ise kaslarin gevsemesine neden olarak hava yollarmin c¢apini genisletir.
Submukoza vagus ve sempatik sinirlere ek olarak néroepitelyal cisimcikler de igerir.
Bunlar, kolinerjik sinir uglar1 igeren hiicre kiimeleridir. Kolinerjik sinirler,
norotransmitter asetilkolini serbest birakan bir sinir tiiriidiir. Asetilkolin, diiz kaslarin
kasilmasina neden olan bir kimyasaldir. Noroepitelyal cisimlerin hava yollarinin
capinin diizenlenmesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Trakea ve bronglarin

submukozasinda yaklasik 80-100 noroepitelyal cisimcik vardir (19, 21, 29, 30).
Adventisya

Adventisya, trakea ve bronslarin en dis tabakasidir. Hava yollarinin iletken
kismindaki bag dokusuna yap1 olarak benzeyen ince bag dokusundan yapilmistir.
Adventisya elastik lifler, kollajen lifler ve kan damarlar igerir. Ayrica solunum
yollarin1 enfeksiyondan korumaya yardimci olan lenf diigiimleri icerir. Adventisya,

trakea ve bronslarin ¢evre dokulara baglanmasindan sorumludur. Ayrica yaralanmaya
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kars1 korumaya yardimci olur. Adventisya'nin inceligi, nefes alma sirasinda trakea ve

bronslarin genislemesine ve biiziilmesine izin verir (19, 21, 29, 30).
Lenfoid Doku
Solunum yolu ii¢ tip lenfoid doku igerir: (19, 21, 29, 31, 32)

Lenf diiglimleri: Bunlar, hava yollarinin ¢atallanma alanlarinda bulunan kiigiik,
yuvarlak yapilardir. Kapsiilsiizdiirler ve mukozal epitel ile temas etmezler. Lenf
diiglimleri yasamin ilk yillarinda daha fazladir ve periferik hava yollarinda veya

plevrada bulunmazlar.

Bronsla iliskili lenfoid doku (BALT): Bu, bronslarda bulunan bir tiir lenfoid
dokudur. BALT, lenfositler, plazma hiicreleri ve diger bagisiklik hiicreleri agisindan
zengindir. BALT c¢atallanma boélgelerinde daha fazla bulunur ve ayrica veniillerin

endoteli ¢evresinde ve parafolikiiler bolgelerde bulunur.

Lenforetikiiler kiimeler: Bunlar kii¢lik lenfosit, plazma hiicreleri ve eozinofil
kiimeleridir. Bronslarda, interlobiiler septumda, alveolar dokuda ve plevrada
bulunabilirler. Lenforetikiiler kiimeler, respiratuar bronsiyol ve yaninda seyreden arter

cevresinde kiimeler olusturabilir. Bu alanlarda makrofajlar da goriiliir.

Solunum yollarindaki lenfoid doku, akcigerlerin bagisiklik savunmasinda
onemli bir rol oynar. Lenf diiglimleri yabanci partikiilleri ve mikroorganizmalari
filtreler ve ayrica enfeksiyonla savasmaya yardimci olan antikorlar tiretir. BALT ve
lenforetikiiler kiimeler, 6zellikle solunum yolu patojenlerini hedefleyen bagisiklik

hiicrelerinin tiretiminde yer alir.

2.3.1.1. Bronglar

Bronglar, trakeanin akcigerlere giren iki ana dalidir. Giderek daha kiigiik
bronglara ayrilirlar ve sonunda gaz degisiminin gerceklestigi alveollere ulasirlar (19,
21, 31). Brons duvari bes katmandan olusur: mukoza, muskularis, submukoza,
kikirdak plakalar ve adventisya (19, 21). Mukoza, siliyer hiicreler, goblet hiicreleri ve
ser6z hiicreler iceren yalanci ¢ok kathi prizmatik epitel ile doselidir. Muskularis,

bronslarin ¢apini kontrol etmeye yardimci olan bir diiz kas tabakasidir. Submukoza,
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kan damarlarini, lenfatik damarlar1 ve sinirleri igceren gevsek bir bag dokusu
tabakasidir. Brons c¢apt kiigiildiikce kikirdak halkalarin yerini hiyalin kikirdak
plakalar1 olusur. Kikirdak plakalar bronslara destek saglar ve bronslarin ¢okmesini
engeller. Adventisya, bronslar1 ¢evreleyen ve onlar1 ¢evredeki yapilara baglayan bir

bag dokusu tabakasidir (19, 21, 32).

2.3.1.2. Bronsiyoller

Bronsiyoller, bronglarin en kiigiik dallaridir ve kikirdak veya bez icermezler.
Bronsiyollerin epiteli, silyali prizmatik hiicreler ve Clara hiicreleri ad1 verilen silyali
olmayan salgi hiicreleri ile kaplidir. Silyalar, mukusu ve birikintileri akcigerlerden
cikarmaya yardimci olur ve Clara hiicreleri, akcigerleri enfeksiyondan korumaya
yardimcei olan bir sivi {iretir. Bronsiyoller baslangicta silli yalanci ¢ok katli epitele
sahipken, ¢api kiiciildiikce epitel tek katl silli prizmatik hale gelir. Brons duvarinin en
belirgin tabakasi, bronsiyollerin ¢apini kontrol etmeye yardimci olan sirkiiler diiz kas

tabakasidir (19, 21, 32).

2.3.1.3. Terminal bronsiyoller

Terminal bronsiyol, solunum sisteminin iletken bdlgesinin en kii¢iik dalidir.
Altta yatan diiz kas hiicrelerinin kasilmasi nedeniyle genellikle liimen i¢ine katlanan
tek katl silli kiibik ya da prizmatik epitel tabakasi ile kaplanmistir. Clara hiicreleri,
terminal bronsiyol epitelindeki hiicre popiilasyonunun yaklasik %80'ini olusturur.
Clara hiicreleri, yiizey aktif maddenin hipofaz bilesenini, bir antiproteaz1 ve CC16'y1
(Clara Hiicre Proteini) salgilar. Ayrica bronsiyolar epitel hiicrelerinin rejenerasyonu

icin kok hiicreler olarak islev goriirler (19, 21, 31, 32).
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2.3.2.Solunum sisteminin solunum (respiratuar) boliimii

2.3.2.1. Respiratuar bronsiyoller

Terminal bronsiyoller, akcigerlerin iletici ve solunum béliimleri arasindaki
gecis noktasi olan iki veya daha fazla respiratuar bronsiyoliine ayrilir. Respiratuar
bronsiyollerinin epiteli tek kathidir ve silyali kiibik epitel hiicreleri ve Clara
hiicrelerinden olusur. Clara hiicrelerinin sayisi, bronsiyoller daha distal hale geldikce
artar. Respiratuar bronsiyolleri, alveollere yaklastik¢a Clara hiicrelerinin sayis1 artar

ve epiteli tek katl1 yass1 epitele doniistir.

Terminal bronsiyoller ile respiratuar bronsiyolleri arasindaki fark, terminal
bronsiyol duvarinin alveol icermemesi, respiratuar brongiyol duvarinin icermesidir.
Bunun nedeni, respiratuar bronsiyoliiniin, gaz degisiminin gerceklestigi solunum

bolgesinin ilk kism1 olmasidir (19, 21, 31, 32).

2.3.2.2. Alveol kanal (duktus alveolaris)

Alveoler kanal, respiratuar bronsiyoliinii alveolar keselere baglayan kiiciik,
ince duvarl bir tiiptiir (19, 32). Tip | ve Tip Il alveoler hiicreleri iceren tek katli yassi
epitel ile kaplhdir. Epitelin oturdugu bazal membran, elastik ve kollajen lifler icerir.
Alveoler kanallar, alveoler keselerle iliskili kiigiik keseler olan atriyuma agilir. Her
atriyumdan iki veya daha fazla alveolar kese ¢ikar. Alveol keseleri, akcigerlerde gaz
aligverisinin yapildig1 yerdir. Alveoler kanal ve keselerdeki elastik lifler, inhalasyon
sirasinda akcigerlerin genislemesine yardimci olur. Retikiiler lifler, asir1 genisleme

sirasinda kilcal damarlari ve alveolar septumlari hasardan korumaya yardimei olur (19,

21, 31, 32).

2.3.2.3. Alveol keseler (sakkus alveolaris)

Alveoler keseler, ortak bir boslukla ¢evrili alveol kiimeleridir. Alveol

kesesindeki alveoller, atriyum olarak da bilinen bu bosluga agilir. Atriyumlar, havay1
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respiratuar bronsiyollerinden alveollere tasiyan tiipler olan alveolar kanallara baglidir

(19, 21, 31, 32).

2.3.2.4. Alveoller

Alveoller, solunum sisteminin gaz degisiminin gergeklestigi en kiigiik
birimleridir. Caplar1 yaklasik 200-250 mikrometredir ve tek bir yassi epitel tabakasi
ile kaplanmistir. Alveol duvari, alveollerdeki hava ile kilcal damarlardaki kan

arasindaki oksijen ve karbondioksit difiizyonunu artiran 6zel bir yapiya sahiptir (19,
21, 31, 32).

Interalveoler septum, bitisik alveolleri ayiran ince dokudur. Kilcal damarlari,
fibroblastlari, elastik ve kollajen lifleri ve makrofajlari icerir. interalveoler septumdaki
kilcal damarlar, gaz degisimi i¢in genis bir yiizey alan1 saglar. Kan-hava bariyeri,
alveollerdeki havay: kilcal damarlardaki kandan ayiran ince bir doku tabakasidir. Ug
katmandan olusur: tek katmanli yassi alveoler epitel, kilcal damarlarin tek katmanl
yass1 endotel hiicreleri ve bu iki katmanin kaynasmis bazal membrani. Kan-hava
bariyerinin kalinlig1r yalnizca yaklagik 0.1-1.5 mikrometredir, bu da oksijen ve
karbondioksitin hava ile kan arasinda etkili bir sekilde diflizyonuna izin verir (19, 31,

32).

Kohn gozenekleri, bitisik alveolleri birbirine baglayan interalveoler
septumdaki kiiciikk acikliklardir. Caplar1 yaklagik 10-15 mikrometredir. Kohn
gozenekleri, alveoller arasindaki basinci esitlemeye ve alveollerin ¢okmesini
onlemeye yardimci olur. Akcigerlerdeki hava dolasiminda da rol oynarlar (19, 21, 31,

32).

Interalveoler septumda rastlanan 5 cesit hiicre vardir. Bunlar;

Tip | pnomosit hiicreler (Tip I alveoler hiicre, yassi alveol hiicresi),
Tip II pnomosit hiicreler (Tip II alveoler hiicre, septal hiicre),
Kapiller endotel hiicresi,

Interstisyel bag dokusu hiicresi,
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Alveoler makrofajlar (toz hiicreleri).
1) Tip I pndmosit hiicreler (Tip I alveoler hiicre, yass1 alveol hiicresi):

Tip I alveol hiicreleri, alveollerde en bol bulunan hiicre tipidir. Alveol yiizey
alaninin yaklasik %90-97'sini olustururlar. Gazlarin maksimum difiizyonuna izin
veren ¢ok ince ve diizdiirler. Sivinin alveollerden disar1 sizmasini 6nlemeye yardimci
olan siki baglantilarla tip II hiicrelere baglanirlar. Tip I alveol hiicrelerinin ¢ok sayida
organeli yoktur, bu da onlar1 ¢ok ince yapar. Tip I alveoler hiicrelerde bulunan
organeller cogunlukla hiicrenin periferinde bulunur. Bu, hiicrenin merkezini gaz

difiizyonu i¢in temiz tutmaya yardimei olur (19, 21, 32).
2) Tip II pndmosit hiicreler (Tip II alveoler hiicre, septal hiicre):

Tip II alveoler hiicreler, alveollerde en bol bulunan ikinci hiicre tipidir.
Alveolar yiizey alaninin yaklasik %5'ini olustururlar, ancak sayilar1 toplamda Tip I
hiicrelerden daha fazla olabilir. Kiibik veya kiire seklindedirler ve apikal yiizeylerinde
kisa mikrovilluslara sahiptirler. Tip II alveoler hiicreler, alveollerin ¢okmesini
onlemeye yardimc1 olan bir madde olan yiizey aktif maddeyi iiretmekten sorumludur.
Siirfaktan, alveollerin ylizey gerilimini diisiiren karmasik bir lipid ve protein
karisimidir. Bu, akcigerlerdeki basing diisiik olsa bile alveollerin agik kalmasini saglar.
Yiizey aktif maddenin ayrica bazi antibakteriyel oOzelliklere sahip oldugu
diisiiniilmektedir. Alveolleri enfeksiyondan korumaya yardimci olur. Tip II alveoler
hiicreler de kok hiicrelerdir. Bu, bdliinebilecekleri ve yeni Tip II hiicreler

tiretebilecekleri anlamina gelir. Tip I hiicrelere de farklilagabilirler (19, 21, 32).
3) Kapillerler endotel Hiicresi:

Kapillerler viicuttaki en kiigiik kan damarlaridir. Gazlarin ve diger maddelerin
diflizyonuna izin veren ince ve diiz hiicreler olan endotel hiicreleri ile kaplanmistir.
Endotel hiicreleri, sivinin kapillerden disar1 sizmasint 6nlemeye yardimci olan siki
baglantilarla birbirine baglanir. Kapillerin endotel hiicreleri de bir¢ok metabolik
olayda yer alir. Kapillerin dis yiizeyi, kasilma hiicreleri olan perisitler ile ¢evrilidir.

Perisitler, kilcal damarlardaki kan akisini diizenlemeye yardimci olur (19, 21, 32).
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4) Interstisyel hiicre:

Interstisyel hiicreler, akcigerlerdeki alveolleri ve kilcal damarlar1 gevreleyen
doku olan interstisyumu olusturan hiicrelerdir. interstisyumun en &nemli hiicresi
fibroblasttir. Fibroblastlar kollajen, elastik lifler ve glikozaminoglikanlarin
sentezlenmesinden sorumludur. Kollajen, akcigerlere yapisin1 veren bir proteindir.
Elastik lifler, akcigerlerin solunum sirasinda genislemesine ve biiziilmesine yardimci
olur. Glikozaminoglikanlar, akcigerleri nemli tutmaya yardimci olan bir seker tiiriidiir
(19, 21, 32).

5) Alveoler Makrofajlar (toz hiicreleri):

Alveoler makrofajlar (toz hiicreleri), akcigerlerde bulunan bagisiklik
hiicreleridir. Kemik iligi kokenlidirler ve kandaki monositlerden farklilasirlar.
Makrofajlar, akcigerleri enfeksiyondan ve diger yabanci maddelerden korumada
Oonemli bir rol oynadiklar1 interstisyuma ve alveolar bosluga go¢ ederler. Lizozomlar,
fagozomlar ve fagolizozomlar, alveolar makrofaj sitoplazmasinda bol miktarda

bulunur. Makrofajlarin 6mrii yaklagik 7 giindiir (19, 21, 32).

goblet silyall hiyalin diz elastik
ephel bezler kas fiberler

o=

Sekil 5. Bronsiyal agacin boliimleri ve histolojik 6zellikleri (19).
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2.4. Akut Solunum Sikintis1 Sendromu (ARDS)

ALI ilerleyici hipoksemi (kandaki diisiik oksijen seviyeleri), dispne (nefes
darlig1) ve artan solunum hizi ile kendini gosteren solunum yetmezligine ve 6liime yol
acabilen bir hastaliktir. ALI'nin klinik tablosu degisken tanimlansa da orta veya hafif
akut solunum sikintisi sendromu (ARDS) olarak yeniden isimlendirilmistir. ARDS,
popiilasyonda onemli bir morbidite ve mortalite kaynagi olarak tiim yogun bakim
tinitesi yatislarinin %10'undan fazlasini ve tiim hastane yatiglarinin %4'inti olusturur

(34).

1967'de Ashbaugh ve arkadaslar1 akut baslangicli ve pozitif basingli mekanik
ventilasyon gerektiren 12 hastada (7'si 61dii), "agir dispne, takipne, oksijen tedavisine
direngli siyanoz, akciger kompliyansinin kayb1 ve gogiis rontgeninde goriilen yaygin

alveolar infiltrasyon" gibi klinik belirtileri gosteren sendromu tanimladilar (35).

Sonraki ¢alismada Petty ve Ashbaugh, “yetigskin solunum sikintis1 sendromu”
olarak isimlendirip ve detaylandirdiklar1 40 vakada, akciger hasarinin mekanizmasinin
dogrudan (gogiis travmasi, aspirasyon) ya da dolayli (pankreatit, sepsis) akciger
hasarina bagli oldugunu ve bazi vakalar mekanik ventilasyona gerekesinim

duyuldugunu saptadi (36).

Hastaligin belirtilerini tanimlayan ¢ok sayida faktoér oldugundan daha kesin bir
tanima ihtiya¢ duyulmustu. 1994 yilinda Amerikan-Avrupa Uzlagsma Konferansi

Komitesi, ARDS ic¢in bir konsensiis olusturarak 3 kriter olusturmuslardir:

- Gogiis radyografisiyle diffiiz bilateral pulmoner infiltratlarin akut
baglangici;

- ALI igin bir PaO2 /FiO2 <300 ve ARDS igin <200; (PaO.: arteryel oksijen
basinci FiO2: Solunan her 100 birim hava molekiilii icindeki toplam oksijen
molekiilii)

- Pulmoner arter kan basinci1 <18 veya klinik olarak sol atriyal hipertansiyon

(37).
ARDS'nin tarihi 3 ana déneme ayrilmalidir:

(1) 1995'ten once (Amerika-Avrupa Konsensiis Konferanst (AECC) kriterlerinin

yayinlanmasindan 6nce),
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(2) 1995'ten 2000'e kadar (AECC kriterlerinin uygulanmasi ve akciger koruyucu

mekanik ventilasyonun gelistirilmesi)
(3) 2001'den giiniimiize (akciger koruyucu mekanik ventilasyon donemi) (34).

2000 yilinda yaymlanan ARDS ¢alismasinda 60 giinliik mortalitenin %40 iken
hastaligin siddetinin artmasina ragmen 2011°de yayinlanan en son ARDS ¢aligmasinda
mortalitenin %21'e diistiigii gosterilmistir (35). ARDS'li 3022 hasta tizerinde yapilan
cok merkezli biiyilk bir calismada mortalite oranmin yaklasik %40 oldugunu
gostermektedir. Bu 6liim oran1t ARDS'nin ciddiyeti arttik¢a artmaktadir; hafif vakalar
icin %35, orta vakalar i¢in %40 ve ciddi vakalar i¢in %46 olarak rapor edilmistir (36).

ARDS’yi siklikla diger hayati organlarda yetmezlik takip eder ve 6lim daha
siklikla ¢oklu organ fonksiyon bozuklugu nedeniyle meydana gelir. Montgomery ve
ark. coklu organ yetmezligi ile birlikte sepsis sendromunun en sik goriilen 6liim nedeni
oldugunu (%84) ve geri doniisiimsiiz solunum yetmezliginin toplam vaka 6liimlerinin

yalnizca %16'sindan sorumlu oldugunu bulmuslardir (37).

Klinisyenler ve arastirmacilar, ARDS'nin patofizyolojik ozelliklerine sahip
hastalar1 tanimlamak ve klinik uygulama kilavuzlarini uygulamak i¢in risk faktorlerini
dogrudan (pulmoner) ve dolayli (ekstrapulmoner) hasar olmak iizere iki kategoriye
ayirmiglardir (Tablo 2). Dogrudan hasar, yaygin pulmoner enfeksiyon (6rn.,
bakteriyel, viral, mantar, pnodmokist), toksik gaz/duman soluma, pulmoner kontiizyon
ve mide iceriginin aspirasyonu gibi toksik bir maddenin dogrudan akciger epiteline
zarar verdigi durumlari igerir. Dolayli hasar daha yaygindir ve akut pankreatit ve major
cerrahi, travma, ¢oklu transfiizyonlar, nefes darligi, iskemi-reperfiizyon hasar1 dahil
diger klinik olaylar ve azalmis akciger kompliyansi, sepsis, septik sok gibi kan yoluyla

bulasan sistemik inflamatuar siirecler araciligiyla olusur (38, 39).
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Tablo 2. ARDS’nin etiyolojik riks faktorleri (39)

Dogrudan ARDS risk faktorleri Dolayli ARDS risk faktorleri
Pnémoni (bakteriyal, viral, fungal) Sepsis
Mide igeriginin aspirasyonu Gogls dis1 travma veya hemorajik sok
Toksik inhalasyon Pankreatit
Pulmoner kontiizyon Yanik
Suda bogulma Kardiyopulmoner baypas

Asir1 dozda ilag

Kan transfiizyonu

Akciger transplantasyonu veya

embolektomi sonrasi reperfiizyon 6demi

2.4.1. ARDS patofizyolojisi

ARDS'nin temel 6zelligi, akcigerin alveoler-kilcal bariyerinin biitiinliigiiniin
bozulmasindan sonra proteinden zengin alveoler 6demin olugmasidir. Dogustan gelen
bagisiklik tepkisi ARDS patogenezinde onemlidir ve aktive edilmis nétrofiller,
makrofajlar ve dendritik hiicreler yoluyla dokulara zarar verir. Akciger dokusunda
hasar meydana geldiginde, biriken nétrofiller proteolitik enzimleri, reaktif oksijen
tiirlerini, sitokinleri ve nétrofil hiicre dis1 tuzaklarmi serbest birakir. Ozellikle
pulmoner siirfaktanin salgilanmasini ve akcigerdeki su dengesini diizenleyen tip 1l
alveoler epitel hiicrelerinin hasar gormesi kritik dneme sahiptir. ARDS'de yaygin
alveolar tagma, yayilma kapasitesini azaltir ve ylizey aktif maddeyi etkisiz hale getirir;
bu da akciger kompliyansini azaltir, ventilasyon-perflizyon uyumsuzlugunu artirir ve

intrapulmoner sant olusturarak direncli hipoksemiye neden olur (40).
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2.4.1.1. ARDS patogenezinin agsamalar1

ARDS'de akcigerde meydana gelen histolojik degisiklikler ilk kez 1977'de
Bachofen ve Weibel tarafindan tanimlanmistir (41). ALI/ARDS'nin histolojik karsilig1
diffuz alveolar hasar (DAH) olarak adlandirilir. ARDS'de hasarli akcigerin {i¢
asamadan gegtigine inanilir: eksiidatif (akut), proliferatif (subakut) ve fibrotik, ancak

her fazin seyri ve genel hastalik ilerlemesi degiskendir (42, 43).

Akut faz (ilk 1-7. giin): Alveollerde bir nétrofil, makrofaj ve kirmizi kan
hiicresi akisi ile karakterizedir. Alveolar bosluklari kaplayan ayirt edici hiyalin
membranlarin ilk gelisimi vardir. Endotel hiicreleri siser, hiicreler arasi baglantilar
genisler ve pinositik vezikiiller artarak kilcal membranin bozulmasina neden olarak
kilcal s1zint1 ve dem olusumuna neden olur. Interstisyumda s1v1 birikimi bakteriyemi
ve sepsise yatkinlik yaratir. Tip I pnomositler sonunda bazal membrandan ayrilir
sitoplazmik vakuollerle siser. Tip I hiicrelerin bazal yiizeyinde, NF-«B yoluyla
inflamatuar yanitin yayilmasindan sorumlu olan gelismis glikasyon son {iriinleri i¢in
reseptor tanimlanir, boylece proinflamatuar sitokinlerin, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) ve proteazlarin tiretimi artar. Endotel hiicreleri ve pnomositler nekroza ugrar

(42, 44).

Proliferatif faz (8-21. giinler): Hiyalin membranlar, DAH subakut faza devam
ederken olgunlagir ve alveolar bosluklarda graniilasyon dokusu geligir. Alveoler tip 11
pnomositler ¢ogalmaya baslar ve soyulmus bazal membrani yeniden doser ve
hiperplastik hale gelir. Fibrozis bu asamada belirginlesir. Fibroblastlar ve
miyofibroblastlar, alveolar membrandaki catlaklardan fibrindz intraalveolar eksiidaya
goc ederek hiicresel bir graniilasyon dokusu olusturur. Kollajen biriktikge seyrek

hiicresel, yogun fibroz doku olusur (43).

Fibrotik faz (>21. Giin): Hasarin baglangicindan 36 saat sonra
baglayabilir. Seyrek hiicreli kollajen doku tarafindan akcigerin kapsamli yeniden
sekillenmesi, solunum yetmezliginin tgiincii veya dordiincii haftasinda meydana
gelir. Hava bosluklar diizensiz olarak genisler ve alveolar kanal fibrozu vardir. Tip I11
kollajen, zamanla sert bir akcigere yol agan tip I sert kollajen ile degistirilir. Fibrozisin
yayginlig1 mortalite ile iligkilidir. ARDS'nin baglarinda, tlimii potansiyel olarak geri

dondiiriilebilir olan pulmoner vazokonstriksiyon, tromboembolizm ve interstisyel

33



O6dem pulmoner arter basincini yiikseltir. Birka¢g hafta sonra, mikrosirkiilasyonun
fibroz obliterasyonu ve arteriyel muskularizasyon, geri doniigiimsiiz pulmoner

hipertansiyona katkida bulunur (43).

2.4.1.2. ARDS patofizyolojisindeki mediatorler

ARDS'in patofizyolojisinde dogustan gelen bagisiklik cevabi kritik bir rol
oynar. Makrofajlar, nétrofiller, epitelyal ve endotelyal hiicreler gibi bagisiklik
hiicreleri igeren karmasik siiregler doku hasarina aracilik eder. Sitokinler ve diger pro-
inflamatuar molekiiller bu siiregte énemli bir yere sahiptir. Bu ajanlar, ARDS'de
inflamatuar cevabi baslatir ve siirdiiriir. Sitokinler sadece inflamatuar hiicrelerden

degil, ayn1 zamanda fibroblastlar ve akciger epitel hiicrelerinden de salgilanabilir.

TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IL-8 gibi proinflamatuar sitokinler ve hem de anti-
inflamatuar sitokinlerin IL-10 ve IL-13 salinir. Bu sitokinler, alveol ve kilcal duvarlara
zarar vererek sivi ve proteinlerin interstisyum ve alveollere sizmasina neden olabilir.
Ayrica, daha fazla proinflamatuar sitokinleri ve dokuya zarar veren enzimleri serbest
birakabilen nétrofilleri aktive edebilirler. NF-xB, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 ve diger
proteinlerin transkripsiyonunu diizenleyen bir regiilator transkripsiyon faktoriidiir.
Bundan dolay1 ARDS patofizyolojisinde énemli bir yere sahiptir. Sekil 6 da ARDS

patofizyolojisinde etkili mediatdrler gosterilmistir.

34



Normal Alveol Akut fazdaki alveol hasar

Proteinden zengin 6dem sivisi

Alveolar bosluk

Dokillmis Bronsial Epitel

Nekrotik / apopitotik Tip | hiicre

Tip I hiicre
inaktif surfakt, .
inaktif surfaktan
Epitelyal 7
Bazal Aktif Eritrosit
Membran Notrofil
i 1 Lokotirienler - I
nterstisyum Tip Il hiicre Saglam Tip 11 Hicresi

I
|
|
I
I
|
I
1
|
|
I
|
|
I
|
|
|
(Oksidanlar e —4 -;_ ¢
Alveolar 1 PAF & Q"y b=
1
1
1
1
1
1
1
1
i
|
1
'

Imembran

(Z makrofai Proteazlar e
TNF-a. .Debris B /
L M

Alveolar =z
Makrofaj Fibrin—7.~
L6,

Hiyalen Membran
Gog eden notrofil

Proteaziar Geniglemis
' dematoz

~——Surfaktan tabakasi interstisyum

Endotelyal
Hicre 26

. \ . - -

n \ \ ’41\ o 3

! R S " = Y i ln"
Endotalyal ‘S N i - (;ﬁ’
Bazal g jOlusUMU C "~ “Trombosit
Membran N @ St ——

Kapiller : g o Nétrofil
» L O >
Eritrosit . ! = Sismis hasarli

= R Endotel hicresi

Fibroblast ! Fibroblast ~ Notrofil

Sekil 6. ARDS patofizyolojisinde etkili mediatorler (45).

Notrofiller

Notrofiller ARDS'ye aracilik etmede 6nemli bir role sahiptir. Bir enfeksiyon
bolgesine toplandiklarinda fagositoz, reaktif oksijen tiirlerinin ve nitrik oksit tiirlerinin
tiretimi ve litik enzimlerin degraniilasyonu gibi ¢esitli yararl islevler sergilerler ve iyi
diizenlendiginde istilact patojenin temizlenmesini saglarlar. Bununla birlikte, aym
islevler diizensiz oldugunda ve yaralanma ve organ hasariyla sonuglanmasi sonucu
aktive edilmis polimorfoniikleer 16kositlerin (PMN) toplanmasinin potansiyel olarak
zararli olabilecegi de varsayilmaktadir. Notrofillerin aktivasyonu, TNF-a, IL-1f ve IL-
6 gibi proinflamatuar aracilar ve IL-8 ve monosit kemotaktik protein-1 gibi

kemokinlerle yakindan iligkilidir.

Sistemik inflamatuar yanitinin bir sonucu olarak, PMN'ler, genel dolasim

icinde aktive olur ve bazilar1 daha sonra pulmoner mikrosirkiilasyon iginde
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kalir. Hasar ilerledikge, l6kositler pulmoner interstisyuma go¢ eder ve artan endotelyal
gecirgenlik doku 6demine yol agar. Akcigerlerdeki epitelyal ve endotelyal bariyerlerin
bozulmasi, normalde hava bosluklarindan diglanan yiliksek molekiiler agirlikli
proteinlerin birikmesiyle epitelyal ve endotelyal gegirgenlikte biiyiik bir artis ile
iliskilidir (45, 46). Bu, belirgin bir PMN akisi ile birlikte gerceklesir ve bdylece
PMN'ler alveolar bosluklarda baskin 16kositler haline gelir. Notrofiller pulmoner
mikrovaskiilatiirde birikir ve aktive olurlar ve proteazlar, reaktif oksijen tiirleri,
proinflamatuar sitokinler ve prokoagiilan molekiiller dahil olmak iizere bir¢ok toksik
meditatoriin salinmasina yol agarlar. Bu damar gegirgenliginin artmasina neden olur
(47). Normalde hava boslugu hiicrelerinin %90 veya daha fazlasi alveolar
makrofajlardir, <%10'u lenfositlerdir ve sadece %1-2'si PMN'dir. ARDS'li hastalarda,
%90'a kadar hava boslugu hiicreleri PMN'dir. ARDS siirdiiriildiigiinde, PMN'ler hava
bosluklarinda kalir ve makrofajlarin sayisi azalir. ARDS ¢oziildiigiinde, makrofajlarin

sayist1 artar, ancak lenfosit birikimi nadiren meydana gelir (48).

PMN'ler, ARDS siirecinde yer alan, ROS iireten ve alveolar epitel hiicrelerinin
Olimiine yol acan baslica inflamatuar hiicrelerdir. ROS'un bir¢ok insan hastaliginin
patogenezine katildigi gosterilmistir. Asirt ROS, alveolar epitel hiicreleri tarafindan
hiicre i¢i transdiiksiyon yollarinin aktivasyonunu ve proinflamatuar sitokinlerin
salgilanmasini indiikleyerek hem dogrudan hiicre toksinleri hem de ikincil haberciler
olarak hareket eder. Bu, alveolar-kapiller bariyerin tahrip olmasma, pulmoner
gecirgenligin artmasina, endotelyal ve epitel hiicre 6liimiine ve PMN'nin alveolar

bosluklara go¢ etmesine neden olur (49).
Alveolar makrofajlar

Alveoler makrofajlar, hasar gormemis akcigerdeki yerlesik 16kositlerin en az
%90"'1m1 olusturur. Bu inflamatuar hiicreler, {ist solunum yolu mukosiliyer savunma
mekanizmasindan kacip distal hava yoluna ulasacak kadar kii¢lik olan parcaciklarin
fagositozundan ve yok edilmesinden sorumludur. Fagositoz ve alveolar temizlenme
siirecinde makrofajlar proteazlari, metaloproteazlar1 ve oksidan tiirleri serbest birakir
ve potansiyel olarak bitisik endotel ve/veya epitelyuma zarar verir. Dogrudan akciger
hasart olusturmanin yani sira makrofajlar, sistemik inflamasyona sahip hayvan

modellerinde akut akciger hasarimi ortaya ¢ikaran ve inflamatuar yaniti etkili bir
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sekilde giiglendiren erken yanit T hiicre-1 sitokinleri olan IL-1 ve TNF-a'y1 salgilar
(50).

Alveolar epitel

Alveolar epitel, akciger alveollerinin i¢ ylizeyini kaplayan ve solunum
sisteminde 6nemli rol oynayan 6zel bir epitel tipidir ve iki farkli hiicre igerir. Tip I
alveoler epitel hiicreleri alveolar hava sahasinin yiizeyinin %90-95'ini kaplar. Tip |
hiicreler son derece ince ve yassi, alveolar duvar boyunca yayilmis sitoplazmik
uzantilarla karakterize edilir. Bu yapisal degisiklikler, hava-kan arayiiziinde gaz
degisimi icin diflizyon mesafesini en aza indirir. Aksine, tip II alveolar epitel hiicreleri
alveolar hava sahasinin yiizeyinin %3-5'ini kaplayan kiibik sekillidir, apikal
yiizeylerinde ¢ok sayida mikrovilli bulunur ve pulmoner yiizey aktif maddeyi

depolayan lameller cisimcikler igerir.

Alveolar epitel, soliit degisimi agisindan pulmoner endotelden daha kisitlayici
olmasinin yani sira, yaralanmaya kars1 vaskiiler bariyerden daha direnglidir. Bununla
birlikte, alveolar epitel bariyeri, mide asidi aspirasyonu veya bakteriyel toksin gibi
belirli kosullar altinda hasar gorebilir, bu da bariyerin bozulmasina ve gecirgenlik
O0demine neden olabilir. Spesifik bakterilerin veya bakteriyel {irlinlerin neden oldugu
hasara ek olarak, inflamatuar l6kositlerden tiiretilen oksidanlarin ve proteazlarin

alveoler epitel bariyerine dogrudan zarar verdigine dair kanitlar da vardir (51, 52).
Alveolar endotel

Alveolar-kilcal membran, mikrovaskiiler endotel, interstisyum ve alveolar
epitelden olusur. Normal pulmoner kapiller endotel hiicreleri segici olarak gegirgendir
ve serum proteinlerinin gecisini engeller. Her giin yaklasik 500 mL su ile kiigiik
¢Oziinen maddelerin ge¢mesine izin verir. Bunun nedeni, daha biiylik molekiillerin
gecisini engelleyen bir bariyer olusturan endotel hiicreleri arasindaki baglantilarin
varligidir. Bu baglantilarin yapisal bilesenleri, siki baglantilarin ana bileseni olan
okludin ve yapisik baglant1 noktasini olusturan kadherinlerden olusur (53, 54). Endotel
hiicrelerinden gecen sivi daha sonra interstisyel bosluktan lenfatikler yoluyla yeniden
sirkiile edilir. ARDS'de artan transvaskiiler s1v1 ve protein sizintisinin, endotel hiicre
disfoksiyonundan ve hiicreler arasi siki baglantilar (okliidin vb) ve yapisik

baglantilarinin biitiinliigliniin bozulmasindan kaynaklandig: fikri dolayli kanitlarla
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giiclii bir sekilde desteklenmektedir (55). Ayrica endotelyal baglantilar nétrofil
sekestrasyonunu, migrasyonunu ve protein sizintisin1 dnleyebilir ve organizmanin i¢
ortaminin stabilitesini koruyabilir. Aktive notrofiller, endotel hiicrelere zarar vererek

ve vaskiiler bariyer biitiinliiglinii bozarak ARDS'ye katkida bulunur.

2.4.2. ARDS tedavi

ARDS’de temel tedavi stratejisi; altta yatan primer nedenin tedavisi, yeterli
oksijenasyonun saglanmasi, metabolik destek, hastanin semptomlarinin tedavisinden
ve genel durumunu iyilestirmekten olugmaktadir. Bununla birlikte, sonuclari
iyilestirmek i¢in kullanilabilecek bir dizi farmakolojik olmayan ve farmakolojik
midahale vardir.

Farmakolojik olmayan miidahaleler arasinda akciger koruyucu mekanik

ventilasyon, yliziistii pozisyonlama ve konservatif sivi yonetimi yer alir. Akciger
koruyucu mekanik ventilasyon, diisiik tidal hacimler ve smirli inspiratuar plato
basinglar1 kullanarak daha fazla akciger hasarmi 6nlemeye yardimecr olur. Yiiziistii
pozisyon, ARDS'li baz1 hastalarda oksijenlenmeyi ve akciger fonksiyonunu iyilestirir.
Konservatif sivi yonetimi pulmoner ddemi azaltmaya ve akciger fonksiyonunu
iyilestirmeye yardimei olur (56, 57).
ARDS i¢in farmakolojik miidahaleler, ndromiiskiiler bloke edici ajanlar1 (NMBA'lar),
kortikosteroidleri, fosfodiesteraz (PDE) inhibitorlerini ve aspirini igerir. NMBA'lar
hasta-ventilatér senkronizasyonunu iyilestirebilir ve oksijen tiiketimini azaltabilir
(58). Kortikosteroidlerin anti-inflamatuar ve 6dem onleyici etkileri vardir (59). PDE
inhibitorleri, anti-inflamatuar, anti-oksidan ve anti-odem etkileri dahil olmak iizere
genis bir etki spektrumuna sahiptir (60, 61). Aspirinin ARDS insidansini azalttig
gosterilmistir (62, 63).

ARDS i¢in klinik deneylerde incelenen diger tedaviler arasinda statinler, beta-
agonistler, nonsteroidal anti-inflamatuar ilaglar, anti-oksidanlar, ekzojen siirfaktan,
notrofil elastaz inhibitorleri, antikoagiilanlar ve anti-TNF biyolojik maddeler yer alir.

Ancak bu tedavilerin ARDS'li tim hastalarda etkili oldugu gosterilmemistir (64, 65).
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Hiicre terapileri ve intravendz mezenkimal kok hiicre tedavisi, ARDS igin
potansiyel tedaviler olarak arastirilmaktadir. Bu terapiler akciger hasarini onarmaya

ve akciger fonksiyonunu iyilestirmeye yardimci olabilir (65).

2.4.3. ARDS deneysel hayvan modelleri

Akut akciger hasari ile ilgili insan caligmalari, akcigerdeki patofizyolojik
degisiklikler hakkinda 6nemli bilgiler saglar ve akciger hasarinin mekanizmalarinin
aydinlatilmasina yardimci olur. Bu hasar mekanizmalarin tam olarak aydinlatilmasi
amactyla hayvan modelleri yapilmakta fakat bu modeller insanlardaki klinik tabloyu
tam olusturmamaktadir. Hayvanlarda ARDS tanimlamasinda klinik tablodan daha ¢ok
insandaki ARDS’de gozlenen histopatolojik kriterler kullanilmaktadir. ARDS igin
ideal hayvan modeli, notrofilik alveolit, hiyalin membran birikimi ve mikrotrombiis
olusumunun patolojik iicliislinii tam olarak taklit eden model olacaktir. Ancak bdyle

ideal bir model yoktur (66).

Insanlardaki ARDS 6zelliklerini taklit etmek amaciyla hayvanlarda ¢ok sayida
farkli model gelistirilmistir. Bu modeller temel olarak, akcigerin direkt veya indirekt
hasarlandigi modeller olarak ikiye ayrilmaktadir. Direkt hasarlanma modelleri,
kimyasal tahris edici veya mekanik yaralanma gibi zararli bir maddenin akcigere
dogrudan uygulanmasini igerir. Indirekt hasarlanma modelleri, sepsis veya pankreatit

gibi akciger hasarina yol agan sistemik bir hasarin indiiklenmesini igerir (67).

Akcigerin direkt hasarlandigi modeller: Akcigere zararli bir maddenin
dogrudan uygulanmasini igerir. Bu, bakterilerin veya lipopolisakkarit (LPS) gibi
bakteriyel bir iirlinlin intratrakeal veya intranazal olarak uygulanmasi, aspirasyon
olusturmak i¢in hidroklorik asit veya mide partikiilleri gibi bir asidin uygulanmasi,
yiiksek bir inspiratuar fraksiyonda oksijen verilmesi, %0,9 sodyum kloriir ile seri lavaj
yoluyla yiizey aktif madde tiiketim yoluyla, hilumun klemplenmesiyle
iskemi/reperfiizyon olusturulmasi veya yiiksek tidal hacimlerde mekanik ventilasyon

kullanilarak mekanik gerilmeye maruz birakma sayilabilir (66, 67).

Akcigerin indirekt hasarlandig1 modeller: Akciger hasarina yol acan sistemik
bir hasara neden olmay1 igerir. Bu, sepsis olusturarak, bakteri veya LPS gibi bir
bakteriyel {iriin uygulayarak veya mezenterik iskemi/reperfiizyona neden olarak
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yapilabilir. Dolayli yaralanma modeline bir 6rnek, c¢ekal ligasyon ve delmedir. Bu
modelde ¢ekum baglanir ve delinir, bu da bakteri ve endotoksinleri kan dolasimina
salar. Bu sepsis ve akciger hasarina yol acar. Dolayli yaralanma modelinin bir bagka
ornegi de oleik asit modelidir. Bu modelde periton bosluguna oleik asit enjekte edilir.
Bu, akciger hasarina neden olan inflamatuar mediatorlerin salinmasina yol acar (66,
67). Indirek akciger hasari bir kemirgen 6ldiiriicii ilag olan ANTU’nun ip.
uygulamasiyla da indiiklenebilir. ANTU kan dolagimina emilir ve akciger hasarina yol

acan sistemik iltihaplanmaya neden olur (68).

2.4.4. Alfa-Naftiltioiire (ANTU)

ANTU, 1945'te Richter tarafindan bir rodentisit olarak kesfedilmistir. Ozellikle
Norveg fareleri i¢in ¢ok zehirli bir bilesiktir ve oral LD50 degeri 6-6.9 mg/kg'dir. Geng
Norveg fareleri, ANTU'ya yetigkinlerden biraz daha direnglidir (69, 70).

ANTU, renksiz (gri), kokusuz ve aci tatli, kristal bir tozdur. Erime noktasi
198°C'dir (saf). 25°C'de suda ¢dziiniirliigii 0.06 g/100 ml'dir; aseton iginde, 2.43 g/100
ml; ve trietilen glikol i¢inde, 8.6 g/100 ml’dir. Kimyasal formili C11HION2S'dir ve
molekiiler agirligi 220.28'dir (71, 72). Yapisal formiildi, Sekil 7°de gosterilmistir.

Sekil 7. Alfa-naftiltiotirenin yapisal formiilii (72).
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Deney hayvanlarinda ip. olarak ANTU uygulamasi yaygin PE ve akut
pulmoner vaskiiler hasar ile karakterize doza ve zamana bagli bir inflamatuar
reaksiyon olusturan bir indirekt akciger hasar1 modelidir (73). Yapilan morfolojik
calismalar, akcigerdeki kapiller endotel hiicreleri hasarinin, ANTU'nun akciger hasar

mekanizmasindaki birinci hedefi olugunu gostermistir.

Endotel hiicre hasar1 nedeniyle hiicre biitiinliigii kaybolur ve endotel bariyer
fonksiyonu ortadan kalkar. Bunun sonucunda da kapiller gecirgenlik artig1 ve bunu
takiben interstisyel ve alveolar 6dem gozlenmektedir (74). Meydana gelen PE ve 6dem
akciger agirliginda artisina neden olmaktadir. ANTU uygulamasindan 1 saat sonra
pulmoner 6dem ve PE meydana gelmeye baslar, 4 saat sonra ise maksimum seviyeye
olusur ve bir-iki giin iginde tamamen yok olabilir veya 6liime neden olur (75). ANTU
modelinde PE olusumunun ana mekanizmasi, akciger interstisyel sivisinin visseral
plevradaki lenfatik damarlarin kapasitesini agsmasi nedeniyle plevral bosluga drenajidir
(76). ANTU'nun neden oldugu pulmoner 6deme, hava yollarindan ve pulmoner
vaskiiler yataktan kaynaklanan vazoaktif maddelerin neden oldugu tahmin edilesede
kesin etki mekanizmasi bilinmemektedir. Bu hasara kismen arasidonik asit
metabolitlerinin aracilik ettigi ve ANTU’nun sitokrom P-450 monooksijenaz katalizli
bir metabolitinin pulmoner makromolekiillere kovalent baglanmasindan

kaynaklandig: gosterilmistir (77, 78).

Son ¢aligmalar, L-arginin/ nitrik oksit (NO) yolu, anjiyotensin Il sinyali ve
arasidonik asit metabolitlerinin ANTU aracili akut akciger hasarinda rol oynadigim
gostermistir. ANTU uygulamasi, akciger dokusunda indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(iNOS) ifadesini artirarak NO tiretimine yol agar. NO, kan damarlarinin geniglemesine
ve sivinin akcigerlere sizmasina neden olabilen giiclii bir damar genisleticidir (77).
ANTU ayrica akcigerlerde anjiyotensin I'in anjiyotensin II'ye doniisiimiinii azaltir.
Anjiyotensin II, kan basincim1 korumaya yardimci olan bir vazokonstriktordiir.
Anjiyotensin II seviyeleri diistiigiinde, kan basinci diiser ve kan damarlar1 genisler. Bu

da akcigerlere sivi kagmasina neden olabilir (79, 80).
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2.5. Serbest Radikaller

Bir serbest radikal, atomik bir yoriingede eslesmemis bir elektron igeren,
bagimsiz olarak var olma yetenegine sahip bir molekiil olarak tanimlanabilir. Bu tanim
hidrojen atomunu (eslestirilmemis e-), ge¢is metallerini ve oksijen molekiiliinii
igerir. Eslenmemis bir elektronun varligi, cogu radikal tarafindan paylasilan bazi ortak
ozelliklerle sonuglanir. Birgok radikal kararsizdir ve oldukca reaktiftir. Diger
molekiillere bir elektron verebilir veya onlardan bir elektron alabilirler, bu nedenle

oksidan veya indirgeyici gibi davranirlar (81).

Bu molekiiller bir¢ok hastalik durumunda viicutta siirekli olarak olusur ve anti-
oksidan savunma sistemi tarafindan yok edilirler. Eger anti-oksidan sistem yeterli
calismazsa denge serbest radikal yoniinde bozulur ve hiicre hasarlarina yol acar. Bu
durum oksidatif stres olarak adlandirilir. Oksidatif stres, anti-oksidan sistemin diizgiin
calismamas1 veya artan serbest radikaller viicutta negatif bir zincirleme reaksiyonu
tetiklemesiyle hiicrelerde; DNA, proteinler, karbonhidratlar, lipitler ve enzimlerin

zarar gormesidir (82).

2.5.1. Serbest radikallerin tipleri

Stiperoksit Radikali

Stiperoksit radikali (O27), 17 elektronlu ve negatif elektrik yiiklii iki oksijen
atomundan olusan (O2) molekiiler oksijenin indirgenmis formudur (O2+ e-— O2").
Enzimatik siireg, otooksidasyon reaksiyonu ve bir elektronun molekiiler oksijene
transfer edildigi enzimatik olmayan elektron transfer reaksiyonlar1 tarafindan
olusturulan en 6nemli yaygin reaktif oksijen tliriidiir. Cogunlukla mitokondri iginde
tiretilir ve biyomolekiillerle reaktivitesi diisiiktiir. Siiperoksit tretebilen enzimler
arasinda ksantin oksidaz, lipooksijenaz, siklooksijenaz ve NADPH bagimli oksidaz
yer alir. Seviyeleri in vivo olarak iki farkli enzim tiirli, sliperoksit rediiktaz ve

sliperoksit dismutaz (SOD) ile sinirlidir (83).
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Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit (H202), iki elektron alarak veya SOD enzimi tarafindan
katalize edilen bir dismutasyon reaksiyonunda in vivo olarak olusturulur. Biyolojik
zarlara kolayca niifuz edebilir. Serbest radikal degildir. Hafif bir oksitleyici veya hafif
bir indirgeyici madde olarak hareket edebilir, ancak lipitler, DNA ve proteinler dahil
olmak tizere ¢ogu biyolojik molekiilii kolayca oksitlemez. H2O> tehlikesi, biiyiik
oOlglide gecis metali iyonlarinin varliginda hidroksil radikali (OH") tireterek DNA'ya
zarar vermesinden kaynaklanir. H2O2'yi elimine edebilen baslica antioksidan enzimler

arasinda katalaz, glutatyon peroksidaz (GPX) ve peroksiredoksinler yer alir (84).
Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH"), hidroksit iyonunun notr formudur ve oldukga reaktif
bir serbest radikaldir. DNA, proteinler, lipitler ve karbonhidratlar dahil olmak tizere
hem organik hem de inorganik molekiillerle giiglii bir sekilde reaksiyona girebilir ve
hiicrelerde diger herhangi bir ROS'un yapabileceginden daha ciddi hasara neden
olabilir (85). OH", asagidakileri igeren ¢esitli mekanizmalar tarafindan in vivo olarak

uretilir:

- Fenton reaksiyonu, belirli gegis metali iyonlarinin (6zellikle Fe? + ve Cu)
H>0: ile reaksiyonu yoluyla
- H202'nin homolizi ile

- lIyonlastirict radyasyona maruz kaldiginda H,O'nun parcalanmasi

Peroksil Radikali

Canli sistemlerde oksijenden elde edilir. Peroksil radikalinin en basit sekli,
siiperoksitin protonlanmasiyla olusan perhidroksil radikalidir (HOO ). Tipik bir
hiicrenin sitozoliindeki toplam O2 «—'nin yaklasik %0,3"i protonlanmis formdadir. Yag

asidi peroksidasyonunu baglatir (86).
Nitrik Oksit

Bu reaksiyonda terminal guanido nitrojen atomlarindan biri oksidasyona ugrar
ve NO iiretir. NO, argininden nitrik oksit sentazlar (NOS) tarafindan iiretilen cesitli

biyolojik aktivitelere sahip eslesmemis bir elektron igeren serbest radikal bir gazdir.
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NOS'un noéronal NOS (nNOS), endotelyal NOS (eNOS) ve indiiklenebilir NOS
(iNOS) gibi ti¢ izoformu NO radikalinin olusumunda yer alir. En 6nemlisi siiperoksit
olmak {izere bir dizi molekiille etkilesime girerek peroksinitrit olusturarak bakterisidal
veya sitotoksik reaksiyonlara aracilik edebilir. NO ayrica bir¢ok organ sisteminde ve
patofizyolojik durumda diiz kas gevsemesine, norotransmisyona ve inflamasyonun

modiilasyonuna aracilik eder (87).

2.5.2. Serbest radikallerin kaynaklari

Organizmadaki serbest radikaller hem endojen hem de eksojen kaynaklar

tarafindan ortaya ¢ikan oksidasyon ve indirgeme reaksiyonlar1 sirasinda meydana gelir

(88).
Endojen Serbest Radikal Kaynaklari

Mitokondride oksidatif fosforilasyon yoluyla enerji liretmek i¢in molekiiler oksijeni
kullanir. Mitokondri, ATP'nin %90"1dan fazlasini oksidatif fosforilasyonla iiretir ve
bunu yapmak icin hiicrenin oksijen gereksinimlerinin yaklasik %85'ini tiiketir.
Oksijenin ¢ogu suya indirgenir ve kiiglik bir kismi serbest radikallere doniistiirtiliir

(89).

Peroksizomlar, hiicrelerde bulunan ve cesitli metabolik reaksiyonlara ev
sahipligi yapan organellerdir. Bu reaksiyonlardan biri, solunum yolu olarak da bilinen
elektronlarin gesitli metabolitlerden oksijene transferini igerir, bu da 1s1 seklinde
serbest enerjinin salinmasiyla H202 olusumuna yol agar. Yag asitlerinin f-
oksidasyonu, peroksizomlarda H20> iireten ana metabolik siirectir. Bununla birlikte,
acil coa oksidaz, d-amino asit oksidaz, ksantin oksidaz ve D-aspartat oksidaz gibi farkli
peroksizomal enzimlerin farkli ROS’lar1 iirettigi gosterilmistir (90).

Endoplazmik retikulum (ER), hiicrelerde proteinlerin sentezi, katlanmasi ve
tasinmasi gibi birgok Onemli islevi yerine getiren bir organeldir. ER’nin elektron
tasima zinciri, ROS'un en biiylik kaynagidir. ROS olusumuna katkida bulunan ER

enzimleri, sitokrom P450, b5 enzimleri ve diamin oksidazdir (91).

Hiicrelerde meydana gelen cesitli oksidatif enzimler serbest radikaller

tiretebilir.  ROS iretimini Kkatalizleyenler arasinda NOS, NADPH oksidaz,
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prostaglandin sentaz, ksantin oksidaz, lipoksijenazlar, riboniikleotit rediiktaz, glikoz
oksidaz, miyeloperoksidaz (MPO), siklooksijenazlar ve sitokrom P450 bulunur (92).
Yiiksek ROS seviyeleri ayrica viicudu istilaci mikroorganizmalara karsi koruyan

bagisiklik hiicreleri (lenfositler, graniilositler ve makrofajlar) tarafindan iiretilir (93).
Eksojen Serbest Radikal Kaynaklari

Ekzojen serbest radikal kaynaklar1 arasinda radyasyon, hava ve su kirliligi,
sigara dumanindaki NO, alkol, kullanilmis s1v1 yag, endiistriyel solventler, sudaki klor
ve ozon gibi ¢evresel kirleticiler, agir veya gegis metalleri (Cd, Hg, Pb, Fe, As), bazi
ilaglar (siklosporin, takrolimus, gentamisin, bleomisin) bulunur. Viicuda farklh
yollardan girdikten sonra, bu eksojen bilesikler pargalanir veya serbest radikallere
metabolize edilir (94).

2.5.3. Anti-oksidan savunma sistemi

Organizma, serbest radikalleri notralize eden veya onlarla reaksiyona giren
anti-oksidan adi verilen savunma molekiillerine sahiptir. Farkli sekillerde anti-oksidan

smiflandirilmasi yapilmaktadir (95-97).

Metabolizma ve islevlerine gore: Plazma anti-oksidanlari (beta-karoten, askorbik asit,

tirik asit, seruloplazmin, vb.), hiicre zar1 anti-oksidanlar1 (alfa-tokoferol) ve hiicre igi

anti-oksidanlar (SOD, katalaz, GPx vb.)

Yapilarina ve aktivitelerine gore: Enzimatik anti-oksidanlar (SOD, katalaz ve GPx) ve
enzimatik olmayan anti-oksidanlar (karotenoidler, tokoferoller (E vitamini), askorbik

asit ve fenolik bilesikler (hesperidin vb)

Kimyasal yapilarina gore: Lipoksil anti-oksidanlar (E vitamini ve karotenoidler) ve

hidrofil anti-oksidanlar (C vitamini ve glutatyon) hidrofil

Kaynaklarina gore: Endojen anti-oksidanlar (SOD, katalaz ve GPx) ve eksojen anti-

oksidanlar (C vitamini, E vitamini, karotenoidler ve fenolik bilesikler)

Reaktivitelerine gore: Primer anti-oksidanlar (C vitamini ve E vitamini) ve sekonder
anti-oksidanlar (Glutatyon (GSH) ve ubikinon (koenzim Q10) )
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Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi: flavonoidler (hesperidin vb.), polifenoller,

stilbenler ve tanenler
Stiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD, metabolizmanin kiigiik yan triinleri olarak iiretilen ROS’u daha az
reaktif tiirlere katalize eden bir anti-oksidan enzimidir. Insanlarda iic tip SOD
bilinmektedir; SOD1 (sitoplazmik), SOD2 (mitokondriyal) ve SOD3 (hiicre dis1).
SOD'un ana islevi, stiperoksit anyon (O2-) adi verilen olduk¢a reaktif bir serbest

radikal tiirtinii hidrojen peroksit (H202)'ye dontistiirmektir (98, 99).
202. + 2H+ + SOD O3 + H20-
Glutatyon peroksidaz (GPx)

GPx enzimi, hiicreleri oksidatif hasardan korumay1 saglayan énemli bir anti-
oksidan enzimdir. GPx, fosfatazlarin H20. veya lipid hidroperoksitler tarafindan
inaktivasyonunun dnlenmesi yoluyla fosforilasyon basamaklarini azaltir. GPx, H20.'yi
su ve oksijene doniistirmek i¢cin GSH kullanir. Bu reaksiyon sirasinda GSH,
oksitlenmis glutatyon (GSSG)'ye doéniistiirtiliir. GSSG, glutatyon rediiktaz (GSH-Rd)
enzimi tarafindan tekrar GSH'ye indirgenir (100).

H20, (ROOH) + 2GSH — GSSG + 2H,0 (ROH)
GSSG + NADPH + H+ GSH-Rd + 2GSH + NADP+

Memelilerde peroksidazlar, GPx1-GPx8 olmak iizere 8 liyeden olusmaktadir.
Bu aileden GPx1-GPx4  katalitik  merkezinde selenosistein  bulunan
selenoproteinlerdir, GPx6 ise yalnizca insanlarda bulunan bir selenoproteindir. Diger
tiyeler ise selenosistein igermezler. Digerlerinin  yan1 sirasu ana kadar

tanimlanan 8 glutatyon peroksidazi (GPx1-GPx8) icerir (101).
Malondialdehit (MDA)

Siiperoksit radikali ve peroksit radikali gibi reaktif oksijen tiirleri hem enzimler
yoluyla hem de molekiiler oksijenin enzimatik olmayan kimyasal indirgenmesiyle

tiretilebilir. ROS oldukca reaktiftir ve proteinler, DNA ve ¢oklu doymamuis yag asitleri
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(PUFA'lar) gibi lipitler dahil olmak {izere ¢esitli biyomolekiil siniflarina zarar verir ve
olay genel olarak “oksidatif stres” olarak bilinir. PUFA arasidonik asit peroksidize
edilerek en sonunda MDA, 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) ve F2- izoprostanlar gibi
diger reaksiyon iiriinleri olusturulur. ROS'un lipitlerle 6zel reaksiyonu genellikle "lipit
peroksidasyonu" olarak bilinir. MDA, HNE ve F2- izoprostanlar oksidatif stresin, yani

lipit peroksidasyonunun yaygin olarak kabul edilen biyobelirtecleridir (102).

MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile kolayca reaksiyona girer ve bu reaksiyon
sonucu olusan pembe renkli {iriin spektrofotometrik olarak kolayca ol¢iiliir. Bu kolay
Olgiimleme yontemi, MDA'y1 klinik ve arastirma ortamlarinda yaygin olarak

kullanilan bir biyobelirte¢ haline getirir (102).

2.6. Inflamasyon

2.6.1. linterlokin 1 beta

IL-1 sitokin ailesi, akcigerler de dahil olmak iizere cesitli dokularda
inflamasyon ve fibrozisin temel aracisi olarak kabul edilir ve agonist aktiviteye sahip
yedi ligand, ii¢ reseptor antagonisti ve bir anti-inflamatuar sitokin olmak iizere 11
tiyeden olusur. IL-1a, IL-1pB, IL-1Ra, IL-18, IL-33, IL-36a, IL-36, IL-36y, IL-36Ra
IL-37 ve IL-38 tanimlanmis ve karakterize edilmistir (103). IL'ler, dogustan bagisiklik
hiicrelerinin bilylimesine, aktivasyonuna, yapismasina, farklilagmasina, gogiine,
cogalmasia ve olgunlagmasina katkida bulunan immiin glikoproteinlerdir ve daha
sonra ¢ok cesitli reseptorlerle etkilesimleri yoluyla viicudun pro ve anti-inflamatuar
tepkilerinde rol oynarlar. IL-1'in, IL-1a ve IL-1p olmak iizere farkli genler tarafindan
izole edilmis iki ayr1 formu vardir, ancak biyolojik islevleri agisindan ayirt
edilemezler. Dogustan gelen bagisiklik sisteminin nobetgi hiicreleri (makrofajlar ve
monositler), IL-1a ve IL-1B'nin baslica kaynagidir, ancak epitel hiicreleri, endotel
hiicreleri ve fibroblastlar dahil olmak {izere bir¢ok bagka hiicre tipi de IL-1a ve IL-f
tiretebilir (104). IL-la Oncelikle membrana baglidir ve otokrin veya jukstakrin
mekanizmalar aracilifiyla sinyal verir. IL-la Onciisii bir sinyal peptidine sahip
degildir, nlikleer DNA'ya baglanir, integral bir zar proteini olabilir ve hiicre 6limii

izerine serbest birakilir. Keratinositler, timik epitel, hepatositler, endotel hiicreleri,
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fibroblastlar ve mukoza zarlarinin epitel hiicreleri gibi bir¢ok farkli hiicre tipinde
yiiksek seviyelerde IL-1a dnciisii bulunur. Zarla iliskili IL-1a biyolojik olarak aktiftir.
IL-1o Onciiliintin islenmesi, kalpain II ad1 verilen bir enzim tarafindan pargalanarak
aktif hale gelir. Hiicre i¢ine kalsiyum iyonlarinin girmesi, kalpain II enzimini aktive
eder ve boylece IL-1a dnciisiiniin islenmesini ve aktif hale gelmesini saglanir ve hiicre
disina salinarak inflamasyonu baglatir (105). IL-1B, esas olarak monositler,
makrofajlar ve dendritik hiicrelerin bir iirlinii olan bir sitokindir. IL-1a Onciisiiniin
aksine, IL-1P onciisii aktif degildir. Inflamazomlar tarafindan hiicre ici sistein proteaz
kaspaz-1'in aktivasyonu ve ndtrofil tiirevi serin proteazlar veya istilact
mikroorganizmalar tarafindan salinan proteazlar IL-1B'nin inaktif bir Onciilden
biyolojik olarak aktif bir sitokine doniistiiriilmesi saglar. Aktif IL-1p, hiicre disina

salinarak inflamatuar yanit1 baglatir ve siirdiiriir (104, 105).

2.6.2. Tiumor nekroz faktori-a

TNF-a, akut inflamasyon sirasinda makrofajlar/monositler tarafindan tiretilen
bir inflamatuar sitokindir ve hiicreler i¢inde nekroza veya apoptoza yol acan c¢esitli
sinyal olaylarindan sorumludur. Ayrica enfeksiyona ve kanserlere kars1 direng i¢in de
onemlidir (106). TNF-a, transmembran TNF-a adi verilen bir 6ncii form olarak tiretilir
ve TNF-o doniistiiriicii enzim gibi metalloproteinazlar tarafindan islendikten sonra
¢oziiniir TNF-a formu salinir ve biyolojik aktivitelerini uzak dokularin TNFR-1 veya
TNFR-2 ad1 verilen hiicre zar1 reseptdriine baglanarak gerceklestirir. Bu reseptdrlerin
ligand kaynakli aktivasyonu, dncelikle IKK kompleksi ve NF-kB'yi igeren kanonik yol
tarafindan aracilik edilen karmasik sinyal yollarin1 tetikler (107). TNF-a,
vazodilatasyon, ddem ve 16kositlerde solunum patlamasinin uyarilmasi dahil olmak
tizere ¢esitli biyolojik etkiler uygular. Vazodilatasyon, dncelikle iNOS ve COX-2'nin
indiiklenmesi yoluyla NO ve prostanoidlerin iiretimiyle aracilik edilir. Odem
muhtemelen TNF-a kaynakli endotel bitiinliigiindeki bozulmalar tarafindan
kolaylastirilir. Ayrica TNF-a notrofillerde oksidatif patlamayi artirarak fagosite edilen

yabanci elementlerin inaktivasyonuna yardimci olur (108).
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2.6.3. Niikleer faktor-kappa B

Transkripsiyon faktorlerinin bir ailesi olan NF-xB, immiin ve inflamatuar
yanitlar1 diizenlemede kritik bir rol oynar (109). NF-kB1 (p50), NF-kB2 (p52), RelA
(p65), RelB ve c-Rel dahil olmak {izere yapisal olarak iliskili bes iiyeden olusan NF-
KB, sitoplazmada tipik olarak inaktiftir ancak aktivasyon iizerine ¢ekirdege taginir ve
burada inflamatuar siireclerde yer alan ¢ok sayida genin ifadesini diizenler. NF-«xB
aktivasyonu iki ayr1 sinyal yolu araciligiyla gerceklesir: kanonik ve kanonik olmayan
yollar (110, 111). Kanonik NF-kB yolu, mikrobiyal iiriinler ve TNFa ve IL-1 gibi
proinflamatuar sitokinler, desen tanima reseptorleri, TNF reseptorii (TNFR)
stiperfamilya tiyeleri ve T hiicresi reseptorii ve B hiicresi reseptorii dahil olmak iizere
genis bir uyaran yelpazesine yanit verir ve genellikle RelA veya cRel igeren
komplekslerin aktivasyonuna yol agar (112). Kanonik NF-xB yolunun aksine, kanonik
olmayan NF-kB yolu, LTBR, BAFFR, CD40 ve RANK gibi TNFR siiperfamilya
tiyelerinin bir alt kiimesinin ligandlar1 da dahil olmak tizere belirli bir uyaran grubuna
secici olarak yanit verir ve RelB/p52 komplekslerinin aktivasyonuna neden olur (110).
NF-«xB'nin birincil islevi, inflamatuar yanitlarin diizenlenmesidir. Hem dogustan hem
de adaptif bagisiklik hiicrelerinde proinflamatuar genlerin indiiksiyonunu aracilik
ederek, NF-kB vazodilatasyona, bagisiklik hiicrelerinin toplanmasina ve
enfeksiyonlarin veya doku hasarmin ¢oziilmesine katkida bulunur. Ancak, diizensiz
NF-kB aktivasyonu asir1 veya uzun siireli inflamasyona yol agabilir ve akut veya
kronik inflamatuar hastaliklarin gelisimine katkida bulunabilir (113). NF-xB’nin
biyolojik siireglerdeki rolleri Sekil 8’de gosterilmistir.
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Sekil 8. NF-kB’nin biyolojik siireglerdeki rolii (114).

2.6.4. INOS

NO, akciger fizyolojisi ve inflamasyonunda Kritik rolleri olan biyoaktif bir
molekiildiir (115). NOS tarafindan L-argininin oksidasyonu yoluyla iiretilen NO,
hiicre zarlarindan yayilan bir vazodilatér ve bronkodilatdrdiir. NOS'un ii¢ izoformu
vardir: endotelyal NOS (eNOS), néronal NOS (nNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS)
(116). iNOS ekspresyonu, makrofajlar, dendritik hiicreler ve epitel hiicreleri dahil
olmak tizere ¢esitli hiicre tiplerinde ¢esitli inflamatuar uyaricilar tarafindan indiiklenir

(115, 116).

iNOS'tan tiiretilen NO, hem fizyolojik hem de patolojik siireglerde dnemli bir
rol oynar. Serbest radikal olarak NO, biyoaktivitesine katkida bulunan reaktif ara
maddeler Ttretir. Akcigerde, alveolar makrofajlar, sitokin tretimini ve NF-xB
aktivasyonunu etkileyebilen NO fiiretir. Yiiksek NO seviyeleri, inflamatuar yanitlarin
onemli bir diizenleyicisi olan NF-kB’nin artan aktivasyonuyla iliskilendirilmistir
(117). NF-kB, iNOS ve Akt, alveolar makrofajlarin inflamatuar yanitin1 diizenlemede
rol oynar. ALI sirasinda, alveolar makrofajlarda, notrofillerde ve akciger epitelinde
NF-kB ve iNOS aktivasyonu, IL-1p, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar mediatorlerin

ekspresyonunu indiikleyerek inflamasyonu hizlandirir (117, 118).
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2.6.5. Okludin

Ik olarak 1960'larin basinda Farquhar ve Palade tarafindan tanimlanan siki
baglanti (TJ), epitel ve endotel hiicreleri arasinda segici bir paraseliiler bariyer
olusturan, doku biitiinliigiinii koruyan ve ¢esitli fizyolojik siiregclerde molekiillerin
gecisini diizenlemek icin yapisik baglantilar, bosluk baglantilar1 ve desmozomlar gibi
diger baglantilarla birlikte ¢alisan temel zar i¢i komplekslerdir (119). TJ'ler, ZO-1,
Z0-2 ve ZO-3 gibi sitoplazmik adaptor proteinlerinden ve okludin, klaudinler ve
baglantisal yapisma molekiilleri gibi transmembran proteinlerden olusur (120). Bu
bilesenler doku biitiinliigiinii korumak ve hiicre-hiicre yapismasini kolaylastirmak i¢in
birlikte ¢alisir. Furuse ve arkadaslari tarafindan si¢anlarda hazirlanan anti-tavuk
okludin antiserumlar1 kullanilarak kus dokularinda ilk kesfedilen okludin (~65 kDa)
epitel ve endotel TJ'lerinde lokalize bulunmus ve daha sonra tanimlanan ilk integral

membran TJ proteini olarak dogrulanmistir (54).

Akciger epitelinde Tl'ler, ¢evresel uyaranlara verilen ilk tepkiyi diizenlemede,
gaz degisimini siirdiirmede ve siv1 sizintisin1 dnlemede 6nemli bir rol oynar. Akciger
epitelinin biitliinligii, s1ivi dengesi ve molekiillerin taginmasi sik1 baglantilar tarafindan
belirlenir. Epitel hiicreleri, hava-sivi arayiiziindeki apikal yiizeylerindeki sik1 baglanti
proteinleri araciligiyla baglanir. Akciger epitelinin TJ'leri, solunan patojenlerin
istilasini 6nleyen ve hava bosluklarina segici olmayan sivi sizmasini 6nleyen hava-kan

tastyicist i¢in yapisal bir temel saglar (121).

Cesitli patojenler, reseptorlerine ulagsmak ve konagm bagisiklik tepkilerini
degistirmek i¢in TJ'leri bozmak iizere stratejiler gelistirirken, digerleri hiicrelere
girmek i¢in reseptor olarak TJ proteinlerini kullanirlar. Okludin de dahil olmak tizere
TJ'lerin bozulmasi, hiicre i¢i gecirgenlikte artisa ve viral veya bakteriyel hiicre girisini

ve yayillmasini kolaylastiran polarite kusurlarina yol acar (122).

2.7. Flavonoid

Flavonoidler, polifenolik bir yapiya sahip, diisiik molekiiler agirlikli, bitkilerin
sekonder metabolitlerinden olusan Onemli biyoaktif bilesiklerdir. Flavonoidler

meyvelerde, sebzelerde, baharatlarda ve yaglarda yaygin olarak bulunur (123). Sar1
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renkli olmalar1 nedeniyle latince “sari” anlamima gelen “flavus” sozciigiinden
tiiretilerek “flavonoid” adini almislardir. Tiim flavonoidler, temel iskeletlerinde iki alt1
tiyeli halka ve bunlara C6-C3-C6 olarak bagli bir {i¢ karbonlu birim olarak dagitilan
15 karbon atomu igerir (124). Fenil gruplarini birbirine baglayan 3 karbonlu birim,
genellikle ii¢lincii bir halka olusturmak i¢in oksijenle siklize olur. Bu ¢ekirdek yap1 2-
fenilbenzopiranon olarak adlandirilir. Flavonoidler ¢ogunlukla O-glikozitler veya C-
glikozitler olmak iizere konjuge formda sekerle iliskilendirilir. Aglikonlar olarak da

var olabilirler (125).

Bitkilerde flavonoidler, hiicre biiylimesini diizenlemek, tozlayici bocekleri
cekmek ve biyotik ve abiyotik streslere karsi koruma gibi bir¢ok islevi yerine getirmesi
ile birlikte UV filtreleri ve ROS temizleyiciler olarak calisabilir ve kuraklik, 1s1 ve
donma toleransinda ¢esitli fonksiyonel rollere sahiptir (123, 126). Insanlarda bu
bilesikler, anti-enflamatuar, anti-kanser, yaslanma karsiti, kardiyoprotektif,
noroprotektif, immiinomodiilator, anti-diyabetik, anti-bakteriyel, anti-paraziter ve
anti-viral ozellikler gibi biyoaktif 6zelliklerinden kaynaklanan ¢ok ¢esitli saglik
yararlar ile iliskilidir (123, 127, 128). Flavonoidler, serbest radikal yakalanmasi,
peroksitlerin ve diger reaktif oksijen tiirlerinin etkisizlestirilmesi, metallerin
selatlanmasi ve ikincil lipid oksidasyon triinlerinin sondiiriilmesi gibi farkli aktivite

mekanizmalarina sahiptir (124, 129).

Flavonoidler genel olarak ii¢ gruba ayrilabilir: biyoflavonoidler, izo-
flavonoidler (fitodstrojenler) ve neo-flavonoidler (beyaz flavonoidler). Flavonoidlerin
farkli siiflar1 ve alt siniflarindaki varyasyonlar, doymamislik derecesi, B halkasinin
bagli oldugu C halkasinin karbonu, hidroksilasyon derecesi, oksidasyon derecesi,
glikosilasyon modeli ve diger ikameler gibi faktorlere atfedilir (123, 124, 129). B
halkasinin C halkasinin 3. pozisyonunda bagli oldugu flavonoidlere izoflavonlar denir.
[zo-flavonoidler yapisal olarak 17-beta estradiole benzer ve dstrojen reseptdrlerine
baglanir. Bu nedenle fitoostrojenler olarak da bilinirler. Bazi izoflavon ornekleri
genistein, daidzein, glisitin, biokanin A ve formononetindir. B halkasinin 4.
pozisyonda bagli oldugu bilesiklere neoflavonoidler olarak bilinir. izole edilen ilk
neoflavon, calophyllum inophyllum tohumlarindan elde edilen calophyllolide idi.
Neoflavonoidler, 4-fenilkumarinler (dalbergin grubu) ve difenil allil bilesikleri
(latifolin grubu) olmak tizere iki genis gruba ayrilmistir. B halkasinin C halkasinin 2.

pozisyonuna baglandigi flavonoid sinifi, biyo-flavonoidler olarak adlandirilir. C
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halkasinin yapisal 6zelliklerine bagli olarak farkli alt siniflara ayrilabilirler. Bu alt
smiflar flavonlar, flavonoller, flavononlar, flavan-3-oller/katesinler, antosiyanidinler
ve kalkonlardir. Flavonoller, bitkiler aleminde en yaygin olarak bulunur ve 6rnek
olarak kuersetin, kaempferol, fisetin, isorhamnetin ve mirisetin verilebilir. Flavonlar
biiyiik 6l¢iide kereviz, marul ve kirmizibiber gibi gidalarda bulunur ve 6rnek olarak
apigenin ve luteolin verilebilir. Flavan-3-oller olarak bilinen katesinler, C halkasinin
C3'iinde (bir dihidro-piran heterosikl) bir hidroksil grubuna sahiptir. Katesinler,
gallokatesin, epigallokatesin, epikatesin ve gallat, bu kategoriye giren birkag bilesiktir.
Flavanonlarin temel iskeleti 2-fenilbenzopiran-4-on'dur. Diger flavonoidlerin
metabolik yollarinin diizenlenmesinde hayati bir rol oynarlar. Neredeyse tim
turuncggillerde bulunurlar ve aci tatlarindan sorumludurlar. Hesperitin, naringin ve
eriodictyol bu alt sinifin birka¢ 6rnegidir. Antosiyanidinler, suda ¢dziinebilen ve tiim
yiksek bitkilerin yapraklarinda, govdelerinde, koklerinde, ¢igeklerinde ve
meyvelerinde bulunan biyo-flavonoidlerin bir baska alt smifidir ve siyanidin,
peonidin, pelargonidin, delfinidin, petunidin ve malvidin en yaygin bilesiklerdir. Son
alt sinif olan chalcones, agik zincirli flavonoidlerdir. 3-karbonlu bir a,b-doymamis
karbonil grubu ile birlestirilmis iki aromatik halka A ve B'den olusurlar. Leguminosae,
Asteraceae ve Moraceae en fazla sayida dogal kalkon igeren ii¢ familyadir. Kalkon
ornekleri arasinda naringenin chalcone, isoliquiritigenin, phloretin, licodione,
echinatin vb. yer alir (123, 124, 129, 130).

2.7.1. Hesperidin

Hesperidin (3,5,7-trihidroksiflavanon 7-rhamnoglucoside, hesperetin-7- O -
rutino-side), narenciye meyvelerinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan bir
biyoflavonoid alt smiflarindan biri olan flavanon bilesikleridir (Sekil 9) (11). ilk olarak
1827 yilinda Fransiz kimyaci1 Lebreton tarafindan Hesperides familyasina ait portakal
kabugunun albedo adi verilen i¢ siingerimsi kismindan elde edilmistir (12). Kullanimu,
anti-oksidan, anti-bakteriyel, anti-mikrobiyal, anti-inflamatuar ve anti-karsinojenik

ozellikler dahil olmak iizere ¢ok sayida saglik yarari ile iliskilendirilmistir.
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Sekil 9. Hesperidinin kimyasal yapis1 (11).

Hesperidin ve tiirevleri, portakal (Citrus sinensis), greyfurt (Citrus cenneti),
mandalina (Citrus reticulata) , misket limonu (Citrus aurantifolia) ve limon ( Citrus
limon ) gibi turunggillerin ( Rutaceae familyasi ) karakteristik bilesikleridir (131).
Narenciye disinda, hesperidin ayrica nane (Mentha) (132) ve bal ¢alisinda (Cyclopia
mac ulata) (133) bulunur.

Turunggillerdeki hesperidin igerikleri, meyve g¢esidine, meyvenin kendi
kismina, iklime ve olgunlasma derecesine baglhidir. Gattuso ve ark. 100 mL meyve
suyunda portakal i¢in 20-60 mg, mandalina i¢in 846 mg, limon i¢in 4-41 mg ve
greyfurt igin 2-17 mg hesperidin igerdigini belirtmislerdir (134). Narenciye flavedo
(kabugun renkli dis tabakasi) ve albedo (beyaz yumusak orta tabaka kismi), elle
stkilmis meyve suyuna kiyasla daha yiiksek miktarlarda hesperidin igerir (134-136).
Basgka bir ¢aligmada ise, 100 gram meyvede greyfurtta 0.35 mg, portakalda 11.95 mg,
kan portakalinda 12.72 mg mandalinada 17.11 mg ve limonda 27.90 mg hesperidin

konsantrasyonlarina ulasmislardir (137).

Oral alimdan sonra, hesperidin bagirsak mikrobiyal rhamnosidazlar tarafindan
ince bagirsakta ve esas olarak kolonda aglikon formuna (hesperetin) hidrolize edilir ve
daha sonra kalin bagirsakta glukuronidlere doniistiiriiliir. Hesperetin, alimdan 3 saat
sonra plazma, idrar ve safrada glukaronidler (%87) ve siilfaglukooronitler (%13)
seklinde ortaya ¢ikar ve 5 ila 7 saat arasinda maksimuma ulasir. Daha sonra halka
boliinmesine ugrarlar ve katabolize edilerek fenolik asitler ve ilgili metabolitleri

tiretilir (Sekil 10) (138).

54



b?w’ E d o
L S e 3‘& TAF
K By .

espendln /A Hespenhn HO” i =
L Propionicacid

B. demnlmuhlum \< A A
Hippurikasit

Prevotella tiirii F. nmlﬂllum A. muciniphila
&.& Se
Lactobacillus turleri, %

,E
o

a e P. gingivalis - j&ﬁ:oiacxeri\u;{;:en ﬁf% . r‘ e "
g\/& "% &
o0 7 e

Sekil 10. Kolonda hesperidin metabolizmasi (139).

Hesperidinin anti-oksidan, anti-enflamatuar, anti-apoptoz, damar gegerligi,
anti-kanser, kardiyoprotektif ve norodejeneratif gibi biyolojik ve farmakolojik

ozelliklerini ortaya ¢gikarmak i¢in kapsamli bir sekilde incelenmistir.

2.7.2. Hesperidin oksidatif stres

Hesperidin, giiclii bir anti-oksidan olarak kabul edilir ve siiperoksit anyon
radikalleri, hidroksil radikalleri ve lipid peroksil radikalleri gibi serbest radikalleri
yakalama yetenegine sahiptir. Bu, serbest radikallere hidrojen atomlari vermesi,
bdylece onlart notralize edebilen ve hiicresel hasara neden olmalarini dnleyebilen

hesperidin i¢indeki fenolik gruplarin varligindan kaynaklanmaktadir (140-142).

Hesperidin ayrica anti-oksidan etkilerini daha da artiran SOD ve katalaz gibi
anti-oksidan enzimlerin aktivitesini artirma yetenegine de sahiptir. SOD, siiperoksit
radikallerini daha sonra katalaz tarafindan su ve oksijene parcalanan hidrojen peroksite

doniistiiriir. Ek olarak, hesperidinin, ksantin oksidaz ve lipoksijenaz gibi serbest
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radikaller olusturan enzimlerin aktivitesini inhibe ettigi gdsterilmistir. Hesperidin bu
enzimleri inhibe ederek serbest radikallerin olusumunu 6nleyebilir ve oksidatif stresi

azaltabilir (13, 141).

Hesperidinin anti-oksidan aktivitesinin sadece radikal siipirme aktivitesi ile
sinirlt olmadigini, ayn1 zamanda ERK/Nrf2 sinyal yolu yoluyla anti-oksidan hiicresel
savunmalar1 da arttirdigini gosterilmistir (143). ERK/Nrf2 yolu ile hesperidin, anti-
oksidan diizeylerinde artisa neden olarak ve oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunda
azalmaya yol acarak hiicresel elementlerin, DNA, proteinlerin ve lipidlerin

korunmasini saglar (13, 144).

2.7.3. Hesperidin inflamasyon etkisi

Hesperidinin dokularda meydana gelen inflamasyona kars1 koruyucu etkilere
sahip olugu ve inflamatuar markirlarin miktarinda azalma meydana getirdigi
saptanmigtir. Hesperidinin anti-inflamatuar etkisini pro-inflamatuar sitokinleri ve

inflamatuar enzimleri baskilayarak gosterdigi ifade edilmektedir.

Yapilan bir calismada, wistar albino sicanlara orta serebral arter okliizyonu
(felg) modeli yapilarak hesperidinin (50 mg/kg oral, 15 giin) noroprotektif etkileri
incelenmistir. Calisma sonunda siganlarin hem frontal korteksinde hem de
striatumunda TNF-a, IL-1p gibi inflamatuar mediatorler ve iNOS ve glial fibril asidik

protein ekspresyonlarinin 6nemli 6lglide diistiigii gortlmiistiir (145).

Huntington hastaligt modeli uygulanmis bir sigan modelinde, hesperidin
tedavisinden sonra (100 mg/kg, 21 giin), TNF-a ve kaspaz-3 seviyelerinde bir azalma

bulunmustur (146).

Streptozotosin ile indiiklenen diyabetik siganlarda, hesperidin (100, 200 mg/kg
giinliik, 12 hafta) uygulamasi sonucu pro-inflamatuar sitokinler (TNF-a, IL-1p ve
VEGF), hiicreler aras1 adhezyon molekiilii-1 ve ileri glikosilasyon son iiriinlerinin
seviyelerinde bir azalma meydana gelerek diyabetik retinopati gelisiminin kismen
onledigi gosterilmistir (147). Baska bir ¢alismada diyabetik siganlara 20 giinden daha
fazla 100 mg/kg/glin dozlarinda hesperidin verilmesinin kaspaz-3 ekspresyon

seviyesini azalttig1 rapor edilmistir (146, 148).
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Wistar albino si¢anlarinda ferrik nitrilotriasetatin neden oldugu renal oksidatif
strese ve karsinojeneze kars1 16 haftalik bir siire boyunca oral olarak 100 mg/kg dozda
hesperidinin kaspaz-3, kaspaz-9 ve bax ekspresyonunu indiiklerken, bcl-2, NF-kB,
INOS, TNF-a ve ¢ogalan hiicre niikleer antijeni ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir

(149).

2.7.4. Damar sistemi iizerindeki etkiler

Hesperidin, kilcal damar duvarlariin gecirgenligini azaltarak sivi ve
proteinlerin sizintisin1 Onledigi ve kilcal damar duvarlarimin dayanikliligint ve

biitiinligiinii artirarak kolay yaralanmay1 6nledigi rapor edilmistir (150, 151).

2.7.5. Diger etkileri

Sican pankreasi lizerinde yapilan baska bir calisma, hesperidinin Bcl-2
diizeylerini yiikselttigi, PARP aktivasyonunu inhibe ettigini ve Bax ve kaspaz-3

seviyelerini diisiirerek apoptozu onledigini gostermistir (152).

Hesperidinin ~ bircok kanser modelinde hiicre ¢ogalmasini geciktirdigi
kanitlanmistir. p5S3 seviyelerinin artmasi ve sikline bagimli kinaz inhibitdrlerinin
aktivasyonu ile kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve ¢ogalmasini durdurarak hiicre
dongiisiinii durdurdugu rapor edilmistir (153, 154). Ayrica pro- ve anti-apoptotik
proteinlerin oranlarinin degismesi, kaspaz aktivasyonu, c-Jun N-terminal kinaz (JNK)
yolu aktivasyonu ve kaspazdan bagimsiz yollar ile kanser hiicrelerinin apoptozunu

indiikleyerek kanser hiicrelerinin sayisini azaltabilir (154, 155).

Hesperidin ve tiirevlerinin antioksidan etkileri, NO biyoyararlanimini artirarak
ve endotel fonksiyonunu reaktif oksijen tiirlerinden koruyarak hipertansiyon
tizerindeki yararli etkilerini sergiledigi gosterilmistir. Ayrica, renin-anjiyotensin
sistemi kaskadin1 baskilayarak oksidatif stresi azaltarak kan basincini diisiirdii

gosterilmistir (139, 156).

Hesperidinin Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 gibi ndrodejeneratif

durumlarin gelisimine karsi inhibe edici bir etkiye sahip oldugunu gostermistir.
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Hesperidinin noroprotektif etkisinin, noral biiylime faktorlerinin ve endojen anti-
oksidan savunma fonksiyonlarinin iyilestirilmesi, noro-inflamatuar ve apoptotik
yolaklarin azalmasi yoluyla beyin hiicrelerini korumaya yardimeci oldugu

diistiniilmektedir (157-159).

Hesperidinin, ensefalomiyokardit viriisii ve Staphylococcus aureus ile enfekte
olmus farelerde, tekli veya kombine viral-bakteriyel enfeksiyonlardan once

verildiginde koruyucu etkilere sahip oldugu bulunmustur (160).

Hesperidin, hem Candida albicans hem de Staphylococcus aureus gibi kutanz
enfeksiyonlardaki yaygin patojenler dahil olmak iizere antimikrobiyal aktivite

sergiledigi gosterilmistir (161).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi (ZBEU) Saghk Bilimleri
Enstitiisii Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali ve ZBEU Deneysel Arastirmalar
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gergeklestirilmistir. Calisma 6ncesi ZBEU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanligi’ndan 03.02.2022 tarihinde 2022-03-
03/02 protokol numarali etik kurulu onay1 alinmistir (Ek 1).

3.1. Deney Hayvanlari

ZBEU Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde {iretilen 16
haftalik 32 adet 200-250 gram agirhiginda disi Wistar Albino sigcan kullanilmigtir. Tim
denekler gilinlik degistirilen taze musluk suyu ve %21 ham protein igerikli pelet
yemlerle ad libitum beslenmistir ve rahat hareket edebilecekleri biiyiikliikte {istii kapali
tel kafeslerde gruplar halinde barindirilip 12 saat aydinlik 12 saat karanlik sirkadiyen
ritimde, sicakligin 20-25°C ve nemin %50-60 oldugu optimum laboratuvar

kosullarinda barmdirilmistir.

3.2. Akut Akciger Hasar1 Deney Modelinin Olusturulmasi

Akut akciger hasar1 deney modelini olusturmak amaciyla ANTU, 4
miligram/mililitre (mg/ml) olacak sekilde zeytinyaginda siispansiyon halinde
hazirlanmis ve 10 mg/kg dozda ip. olarak siganlara uygulanmistir. ANTU
uygulamasini takip eden 4 saat sonunda maksimum seviyede akut akciger hasari

olusturularak denekler sakrifiye edilmistir (76).

3.3. Deney Gruplarmin Olusturulmasi

Denekler her grupta 8 adet sigan olacak sekilde ve biri kontrol, {i¢cli deney grubu

olmak iizere rastgele 4 gruba ayrilmistir (162). Gruplar asagida tariflenmistir;
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Kontrol Grubu (KON) (n:8): 7 giin boyunca tek doz 1 ml PBS gastrik gavaj yoluyla

verilmistir (hesperidin ¢oziiclisii).

Hesperidin Grubu (HES) (n:8): 7 gilin boyunca tek doz 100 mg/kg hesperidin gastrik

gavaj yoluyla verilmistir. (Hesperidin 1 ml PBS ¢6ziinmiistiir)

Alfa-naftiltiotire Grubu (ANTU) (n:8): 7 giin boyunca tek doz 1 ml PBS gastrik gavaj
yoluyla verilmistir (hayvanlarda gavaj stresi olusturmak amaciyla). Deneyin son
giiniinde, 4 mg/ml olacak sekilde zeytinyaginda siispansiyon haline getirilen ANTU,
hayvanlara 10 mg/kg dozunda ip. olarak uygulanmistir. ANTU uygulamasi sonrasi 4.

saat sonunda hayvanlar sakrifiye edilmistir.

Alfa-naftiltiotiretHesperidin Grubu (ANTU+HES) (n:8): 7 giin boyunca tek doz 100
mg/kg hesperidin gastrik gavaj yoluyla verilmistir ve deneyin son giiniinde hesperidin
uygulamasindan 30 dakika sonra ip. yolla 10 mg/kg dozunda ANTU verilmis ve 4.

saatin sonunda hayvanlar sakrifiye edilmistir.

3.4. Viicut Agirhiklariin Olgiilmesi

Hesperidin gruplarindaki deneklerde deney siiresince (7 giin) hesperidin doz
hesaplamas1 yapmak amaciyla agirlik takibi yapilmistir. Diger iki gruptaki deneklerde
ayni stresi olusturmak amaciyla agirlik takibi yapilmistir. Deney siiresinin son giinii
olan 7. giin tim gruplardaki deneklerin agirliklar1 Sl¢iilmiistiir ve hesaplamalarda

kullanilmak tizere nihai agirlik olarak alinmistir.

3.5. Doku Orneklerinin Alinmasi

Tim gruplardaki denekler sakrifikasyon giinii 90 mg/kg ketamin (Ketalat-
Eczacibasi/Tiirkiye), 10 mg/kg ksilazin (Rompun-Bayer/Tiirkiye) ip. yolla anesteziye
alimmistir. Deneklere abdominal kesit yapilarak abdominal aortadan kan ornekleri
alimmistir. Bu sayede dolasim sistemindeki tiim kanin bosaltilmasi saglanarak
akcigerlerde ve plevral efiizyonda kan olmasi engellenmistir. Daha sonra gogiis kafesi

dikkatlice acilmistir, ANTU gruplarinda plevral aralikta birikmis olan efiizyon sivisi

60



enjektorle cekilmistir ve miktar1 mililitre olarak kaydedilmistir. Akcigerler biitiin
olarak ¢ikartilmis sonra, ¢evre dokulardan temizlenip, hassas terazide tartilarak
agirliklar1 kaydedilmistir (Sekil 11). Sol akciger histopatolojik inceleme i¢in %10
formalin soliisyonuna alinmis, sag akciger ise ikiye boliinerek iist yarimi biyokimyasal

analizler i¢in alt yarimi western blot analizi i¢in -80 °C’de saklanmustir.

Sekil 11. Tiim gruplara ait makroskobik akciger goriintiileri. A: KON Grubu, B: HES
Grubu, C: ANTU grubu, D: ANTU+HES grubu.

3.6. Akciger Agirhg: ve Plevral Efiizyon Hesaplama

Denekler arasinda standardizasyonu saglayabilmek amaciyla, akciger agirligi
(AA) ve plevral efiizyon (PE) miktart viicut agirligina oranlanarak incelenmistir. Akut
akciger hasar1 gostergeleri olarak akciger agirhig gram (g), efiizyon sivisinin miktari
ise mililitre (ml), akciger agirligi/viicut agirligi (g/g) ve plevral efizyon/viicut agirligi

(ml/g) oranlart hesaplanarak degerlendirilmistir.
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3.7. Akciger Doku Takibi

Sakrifikasyonun hemen ardindan %10 formalin soliisyonuna alinan sol akciger
dokusu dort esit parcaya boliinerek makroskopisi gerceklestirilmistir ve 24 saat
boyunca fiksasyona devam edilmistir. Doku takip asamlarinda %10 formaldehit
(MERCK- Almanya), %96 Alkol (Teksol, Tiirkiye), Toluen ve parafin (MERCK-
Almanya) kullanilmigtir. Doku takip asamalar1 Tablo 3’te gosterildigi gibi

gergeklestirilmistir.

Tablo 3. Akciger Doku Takip Asamalari

islem Kullanilan Kimyasal Uygulama Siiresi

Fiksasyon % 10 formaldehit 24 saat
Fiksatifin Uzaklastirilmasi Akan ¢esme suyu 24 saat
Akciger Dokusunun % 70 Alkol (Birinci) 24 saat
Suyurgggnmag % 70 Alkol (Ikinci) 1 saat
% 90 Alkol (Birinci) 1 saat
% 90 Alkol (ikinci) 1 saat
% 96 Alkol (Birinci) 1 saat
% 96 Alkol (ikinci) 1 saat
% 100 Alkol (Birinci) 1 saat
% 100 Alkol (Ikinci) 1 saat

Seffaflagtirma Toluen (Birinci) 15 dakika

Toluen (ikinci) 15 dakika
Emme 56.3 C Etiivde s1vi1 parafin 48 saat

GOomme Akciger dokularin kasetlere
gomiilmesi

62



3.8. Bloklardan Kesit Alinmasi ve Boyama

Bloklanan akciger dokularindan yar1 otomatik Shandon Finesse 325 marka
silindirli mikrotom kullanilarak H&E, PAS ve Masson Trikrom boyamalari igin
normal lamlara Sp kalinliginda kesitler alinirken imminohistokimyasal boyamalar
(Tnf-a, IL-1B, INOS, NF-kB ve ocludin) i¢in polilizin kapl lamlara 3p kalinliginda
kesitler alinmigtir. Alinan kesitler 37C° sicakliktaki su banyosunda kirisikliklari
giderildikten sonra lamlara alinip oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Akcigerin
genel histolojik 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla elde edilen kesitlere H&E, PAS
ve Masson Trikrom boyamalar1 yapilmis ve boyanan preparatlar Axio Lab Al (Zeiss

Germany) marka 151k mikroskobunda incelenmistir.

Hematoksilen-Eozin (H&E) boyama: Akciger dokusunun genel morfolojisini
gostermek amaciyla Sp kalinliginda kesitlere H&E boyamasi uygulanmistir. H&E
boyamada iki boya kullanilmigtir. Bu boyalardan hematoksilen hiicre ¢ekirdeklerini
mavi renge, diger boya olan eozin ise hiicre sitoplazmalarin1 pembeye boyamuistir.
Ayrica akciger dokusunda yer alan kaslar ve kikirdak pembe renkte boyanmuistir.
Kesitlere uygulanan H&E boyama islemi ve protokol asamalari Tablo 4’de

gosterilmistir.
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Tablo 4. Akciger Dokusu i¢in Uygulanan H&E Boyama Protokolii

Islem Kullanilan Kimyasal Uygulama Siiresi
Deparafinizasyon Kesitlerin 56.3 C Etiive alinmasi 30 dakika
I. Toluen 15 dakika
I1. Toluen 15 dakika
%2100 Alkol 1 dakika
Rehidratasyon
%96 Alkol 3 dakika
(Suya indirme)
%90 Alkol 3 dakika
%70 Alkol 5 dakika
Durgun su 3 dakika
Boyama Hematoksilen 10 dakika
Asit-Alkol Batir-Cikar
Yikama Cesme suyu ile yikama Batir-Cikar
Diferansisasyon Morartma (Cesme Suyu) 20 dakika
Boyama Eozin 5 dakika
Yikama Cesme suyu ile yikama Batir-Cikar
%70 Alkol Batir-Cikar
%90 Alkol Batir-Cikar
Dehidratasyon
%96 Alkol 5 dakika
(Suyunu alma)
l. %100 Alkol 10 dakika
I1. %100 Alkol 10 dakika
I. Toluen 10 dakika
Seftfaflagtirma
Il. Toluen 10 dakika
Kapatma Entellan Kuruyuncaya kadar
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Masson trikrom boyama: Bag dokusunda kollajen lifleri ayrit etmek i¢in kullanilan
ve Weigert, Ponzo ve 151k yesili boyalarini iceren {iglii boyama yontemidir. Weigert
hematoksilen ile hiicrelerin c¢ekirdekleri koyu kahverengi, ponzo ile hiicrelerin
sitoplazmalar1 kirmizi, 151k yesili ile ise bag dokusunda yer alan kollajen lifler yesil
renge boyanmistir. Kesitlere uygulanan mason trikrom boyama islemi ve protokol

asamalar1 Tablo 5°de gosterilmistir.
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Tablo 5. Akciger Dokusu i¢in Uygulanan Masson Trikrom Boyama Protokolii

Islem Kullanilan Kimyasal Uygulama Siiresi
Deparafinizasyon Kesitlerin 56.3 C Etiive alinmasi 30 dakika
I. Toluen 15 dakika
I1. Toluen 15 dakika
%2100 Alkol 1 dakika
%96 Alkol 3 dakika
Rehidratasyon
%90 Alkol 3 dakika
(Suya indirme)
%70 Alkol 5 dakika
Durgun su 3 dakika
Boyama Weigert 10 dakika
Yikama Cesme suyu ile yikama Batir-Cikar
Diferansisasyon Morartma (Cesme Suyu) 20 dakika
Boyama Ponzo 15 dakika
Yikama Cesme suyu ile yikama Batir-Cikar
%1 Asitik Asit Batir-Cikar
Boyama Fosfotungustik asit 15 dakika
%1 Asitik Asit Batir-Cikar
Boyama Isik Yesili 3 dakika
Yikama Cesme suyu ile yikama Batir-Cikar
%1 Asitik Asit Batir-Cikar
Dehidratasyon %70 Alkol Batir-Cikar
(Suyunu alma) %90 Alkol Batir-Cikar
%96 Alkol 5 dakika
l. %100 Alkol 10 dakika
I1. %100 Alkol 10 dakika
I. Toluen 10 dakika
Seffaflagtirma
Il. Toluen 10 dakika
Kapatma Entellan Kuruyuncaya kadar
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Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama: Dokularda ve hiicrelerde sekerleri,
glikoproteinleri ve mukopolisakkaritleri belirlemek amaciyla yapilan boyama
teknigidir. Periyodik asit ile sekerlerdeki komsu diolller arasinda meydana gelen
tepkimeden bir ¢ift aldehit olusur. Bu aldehitler Schiff ayirac ile tepkime vererek mor-
menekse rengi verirler. Akciger dokusuna bazal membranlar ve goblet hiicreleri PAS
(+) boyanma gosterirler. Kesitlere uygulanan PAS boyama islemi ve protokol

asamalar1 Tablo 6’da gosterilmistir.
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Tablo 6. Akciger Dokusu igin Uygulanan PAS Boyama Protokolii

Islem Kullanilan Kimyasal Uygulama Siiresi
Deparafinizasyon Kesitlerin 56.3 C Etiive alinmasi 30 dakika
I. Toluen 15 dakika
I1. Toluen 15 dakika
%100 Alkol 1 dakika
%96 Alkol 3 dakika
Rehidratasyon
%90 Alkol 3 dakika
(Suya indirme)
%70 Alkol 5 dakika
Durgun su 3 dakika
Boyama Periyodik asit 15 dakika
Yikama Akar su 10 dakika
Distile Su Batir-Cikar
Boyama Schiff 20 dakika
Yikama I Yikama Soliisyonu 5 dakika
IT Yikama Soliisyonu 5 dakika
I Yikama Soliisyonu 5 dakika
Yikama Akar su 10 dakika
Boyama Hematoksilen 10 dakika
Asit-Alkol Batir-Cikar
Yikama Cesme suyu ile yikama Batir-Cikar
Diferansisasyon Morartma (Cesme Suyu) 20 dakika

%70 Alkol Batir-Cikar
%90 Alkol Batir-Cikar
Dehidratasyon
%96 Alkol 5 dakika
(Suyunu alma)
I. %100 Alkol 10 dakika
I1. %2100 Alkol 10 dakika
I. Toluen 10 dakika
Seffaflastirma
1. Toluen 10 dakika
Kapatma Entellan Kuruyuncaya kadar
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3.9. Histolojik Degerlendirme ve Akciger Hasarin Skorlanmasi

Tiim gruplardaki deneklerden elde edilip H&E, Masson trikrom ve PAS boyalar1
ile boyanmis preparatlar histolojik degerlendirme yapmak i¢in 151k mikroskobu
kullanilarak incelenmis ve bulgular fotograflanmistir. Akciger hasarinin skorlamasini
yapmak amactyla H&E ile boyanmis tiim deneklere ait kesitler 151k mikroskobunda 20
biiyiitmede rastgele 10 alan segilerek yapilmistir. Her alan Tablo 7°de tanimlanmis
parametreler agisindan, her parametre i¢in O ila 3 arasinda puan verilerek
skorlanmistir. Skorlamada 0; hasar yok, 1; hafif, 2; orta, 3; siddetli olarak
derecelendirilmistir (163-165).

Tablo 7. Akciger hasar skorlamasi kriterleri

Parametre Alan Basima Puan
0 1 2 3
Intersitisyel Hiicre Yok 0-5 5-10 >10
Makrofaj Yok 0-5 5-10 >10

Perialveoler Hemoraji (eritrosit) <5 5-10 10-15  >15

Perivskiiler Genisleme Yok Hafif Orta Siddetli

Interalveoler Septum Kalinhigi Yok Hafif Orta Siddetli

Odem Yok Hafif Orta Siddetli

3.10. immiinohistokimyasal incelemeler

Inflamasyon diizeyini belirlemek igin pro-inflamatuar sitokinler olan TNF-a, IL-
1B, INOS, bir transkripsiyon faktorii olan NF-xB ve epitel hiicrelerinin yan yiizlerinde
bulunan zonula okludens baglanti kompleksinin transmembran proteinlerinden biri
olan ve miktar1 paraseliiler yolak bariyerinin gegirgenligini belirleyen ocludin proteini
miktarindaki degisiklikler tiim gruplardaki denekler i¢in prafin bloklardan elde elde

edilen 3p kalinhiginda kesitlere immiinohistokimyasal yontem kullanilarak
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belirlenmistir. Boyanmig kesitler Zeiss marka Axio Lab 11k mikroskobunda X20
objektif biiyiitmesinde rastgele secilen 10 alanda incelenerek elde edilen
fotograflardan semikantitatif histolojik skorlama (h-skor) yapilmistir. Semikantitatif
olarak yapilan h-skorunda; O tespit edilebilir bir boyanma yok, +1 tespit edilebilir
boyanma var ama zayif, +2 belirgin tespit edilebilir boyanma ve +3 yogun tespit
edilebilir boyanma kriterlerine gore degerlendirilmistir. Her bir kesit i¢in h-skor
degeri, her bir yogunluk kriterine ait boyanmis hiicre yiizdesinin yogunluk ile
carpimindan elde edilmistir (166). Kesitlere uygulanan immiinohistokimyasal yontem

islemi ve protokol agsamalar1 Tablo 8’de gosterilmistir.
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Tablo 8. Akciger Dokusu igin Uygulanan Immiinohistokimyasal Y&éntem Protokolii

Islem Kullanilan Kimyasal Uygulama Siiresi
Deparafinizasyon Kesitlerin 56.3 C Etiive 30 dakika
alinmasi
I. Toluen 15 dakika
[1. Toluen 15 dakika
%100 Alkol 1 dakika
%96 Alkol 3 dakika
Rehidratasyon
%90 Alkol 3 dakika
(Suya indirme)
%70 Alkol 5 dakika
Durgun distile su 3 dakika
X10 sitrat buffer tamponu 5 dakika

Antijen retreval

Ayni1 tampon i¢inde
mikrodalga firinda 1s1 islemi

Kaynadiktan sonra

10 dakika
Yikama 3 kez PBS yikama Her yikama 5
dakika
Endojen peroksidaz %3 H202 20 dakika
aktivitesini notralize etmek
Yikama 3 kez PBS yikama Her yikama 5
dakika
Blocking Ultra V block 10 dakika
Primer antikor Primer antikor (TNF-a,, IL-1p, 24 saat
INOS, NF-xB ve okludin)
Yikama 3 kez PBS yikama Her yikama 5
dakika
Sekonder antikor Sekonder antikor 30 dakika
Yikama 3 kez PBS yikama Her yikama 5
dakika
Streptavidin peroksidaz 20 dakika

kompleksi
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Yikama 3 kez PBS yikama Her yikama 5
dakika
diaminobenzidine (DAB) Her antikor i¢in ayr1
belirlenmistir
Yikama 3 kez PBS yikama Her yikama 5
dakika
Zit boyama Hematoksilen 10 dakika
Asit-Alkol Batir-Cikar
Yikama Cesme suyu ile yikama Batir-Cikar
Diferansisasyon Morartma 20 dakika
Dehidratasyon (Suyunu %70 Alkol Batir-Cikar
alma)
%90 Alkol Batir-Cikar
%96 Alkol 5 dakika
I. %100 Alkol 10 dakika
I1. %100 Alkol 10 dakika
Seffaflastirma I. Toluen 10 dakika
Il. Toluen 10 dakika
Kapatma Entellan Kuruyuncaya kadar

3.11. Western Blot Analiz

Protein izolasyonu

Western blot analizi i¢in -80 °C’de saklanan sag akciger dokusu numuneleri
derin dondurucudan ¢ikarilip tizerine 1 mL 1X PBS eklendi ve 2500 rpm’de 3 dk.
santrifiij edilerek yikanmistir. PBS uzaklastirildiktan sonra peletin iizerine 1 ml
ProtinEx Total Protein Extraction Solution ve 10 pL proteaz inhibitor coctail eklenerek
10 dk buz igerisinde bekletilmistir. 16000 rpm’de +4 °C’de 15 dk. santrifiij yapilmistir.

Supernatant temiz bir tiipe alinmistir.
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Protein miktar ol¢limii

Abp biosciences bradford protein assay kit kullanilarak protein tayini

yapilmustir.
Protein Orneklerinin Denatiire Edilmesi

Bradford hesabina gore koyulacak protein ornegi iizerine 5x PAGESTA
Reducing sds-page buffer (751-001) eklenmistir. Toplam hacim 20 pl olacak sekilde
distile su eklenmistir. Hazirlanan karisim 95 °C’de 10 dk. inkiibe edildi ve ardindan

buz lizerine alinmustir.
Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Sds-Page Elektroforez

Xcell surelock dikey jel sistemi tanki (invitrogen) igerisine yerlestirilmis ve
%4-12’lik bis-tris gradient jeli (invitrogen, nupage 4-12% bis-tris gel) hazirlanmistir.
20X mes running buffer’dan 50 ml alip bir meziire eklenmis ve tizerine 950 ml distile
su ekleyerek 1x mes buffer’a sulandirilmistir. Buffer core iizerine eklenecek olan
200ml 1x mes running buffer i¢erisine 500ul nupage™ antioxidant eklenmis ve buffer
core icerisine eklenmistir. Tankin igerisinde buffer core disina 600ml 1x mes running
buffer eklenmistir. Jel kasetinde yer alan kuyucuklardan en bastaki ve sondakine 5 pl
marker (prime-step™ prestained broad range protein ladder, biolegend) yiikklenmistir.
Kalan kuyuculara hazirlanan protein 6rneginden 20 pl protein 6rnegi yiiklenmistir.

Gii¢ kaynagi 200 volt, 135 amper elektik ortaminda 35 dk. yiiriitiilmiistiir.

Blotlama

Blotlama kisminda iblot gel transfer sistemi kullanilmistir. Iblot transfer stack
nitrocellulose (nc) (IB401001) kitinde yer alan anot stack cihaza yerlestirilmistir. Jelin
ustiine 1slak filtre kagidi koyulmustur. Hava kabarciklar1 uzaklastirilmistir. Kit
icerisinde yer alan katot stack bakir yiizey yukari/jelimsi yiizey 1slak filtre kdgidina
bakacak sekilde filtre kagidinin iizerine dikkatlice yerlestirilmis ve roller kullanarak
hava kabarciklarint tekrar uzaklastirilmistir. Program diigmesinden p3 programi
secilmis ve 7 dk’lik siirede islem tamamlanmistir. Transfer isleminin gergeklestigi
marker bantlarinin hepsinin membrana ge¢mis oldugu gozlenerek kontrol edildikten

sonra nitroseliiloz membran dikkatli bir sekilde distile su igerisine alinmustir.
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Bloklama

Bloklama isleminde kullanilmak iizere %0.1 tween-20 igeren pbs-t soliiyonu
icerisine %5 oraninda bsa (bovine serum albumin) eklenerek bloklama soliisyonu
hazirlanmistir. Nitroseliiloz membran bloklama soliisyonu (%5 bsa-pbst) icerisine
alinmistir. Membran, shaker kullanilarak hafif sekilde calkalanarak oda sicakliginda 1

saat inkiibe edilmistir.
Primer antibody uygulanmasi

Yikama soliisyonu uzaklagtirildiktan sonra membran 10 ml diliie edilmis
occluddin (1:100, 62 kDA, Santa Cruz, sc-133256) ve f -actin (1:30000, 43 kDA,
Affinity Biotech, AF7018) primer antikor igerisinde gece boyunca +4 °C’de inkiibe
edilmistir. Ertesi giin +4 °C’den ¢ikarilan membranlar 2 saat boyunca oda sicakliginda

shaker iizerinde hafif¢e calkalanarak inkiibasyona devam edilmistir.
Yikama

Primer antibody inkiibasyonu bittikten sonra primer antikor soliisyonu
uzaklastirilmistir. Daha sonra membran pbst icerisinde 3 kere 5dk. shaker igerisinde

hafifce calkalanarak yikanmistir.
Sekonder Antikor Uygulanmasi

Sekonder antibody (goat-anti-rabbit 1gg (h+l), hrp conjugate, advansta)
bloklama soliisyonu (%5bsa-pbst) kullanilarak fireticinin talimatlar1 dogrultusunda
10.000 kat sulandirilmistir. Yikama sollisyonu uzaklastirildiktan sonra membran 10
ml diliie edilmis m-lgGk BP-HRP (1:200) ve Goat Anti-Rabbit 19G (H+L) HRP
(1:2000) sekonder antikor icerisinde oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir.

Yikama

Sekonder antibody inkiibasyonu bittikten sonra sekonder antikor soliisyonu
uzaklastirilmistir. Daha sonra membran pbst icerisinde 3 kere 5 dk. shaker

igerisinde hafif¢e calkalanarak yikanmistir.
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Gorintilleme

Yikama islemi bittikten sonra membranlar 6 ml ecl soliisyonu (Advansta,
WesternBright ECL HRP substrate, Cat.N0:K-12045-D50 ) igerisinde alinarak
gorintiileme cihazina (Syngene G: Box Chemi XRQ) yerlestirilmistir. ECL igerisinde

1 dk. inkiibasyon sonrasinda goriintii alinmistir (167).

3.12. Biyokimyasal Analizler

- 80 °C saklanan sag akcigerin list yarimi kullanilarak SOD (Rel assay, Tiirkiye),
(MDA (Rel assay, Tiirkiye) ve GPx (Rel assay, Tiirkiye) diizeyi ELISA yontemi
kullanilarak tespit edilmistir. Calisma giinii akciger dokular1 derin dondurucudan
cikarilip analizler i¢in tartilmistir. Daha sonra dokular 1/9 oraninda fosfat tamponu
ilavesi ile 12.000 rpm'de 1-2 dakika siireyle homojenize edilerek homojenat elde
edilmistir. Daha sonra doku homojenatlar1 +4 °C'de 7000 rpm'de 5 dakika santrifiij

edildikten sonra siipernatant elde edilmistir.

3.12.1. Akciger dokusunda MDA seviyesi (nmol/L)

MDA seviyesi, Ohkawa ve ark. tarafindan agiklanan 100 °C'de tiyobarbitiirik
asit (TBA) tabanli bir yontem kullanilarak belirlenmistir (168). Bu yontemde MDA
veya MDA benzeri bilesikler TBA ile reaksiyona girerek 532 nm'de maksimum
absorbansa sahip pembe bir kromofor iiretmektedir. Reaksiyon asidik kosullar altinda
(pH 2-3) 100 °C'de 15 dakika boyunca gergeklestirilmistir. Proteinleri uzaklastirmak
i¢cin ornekler trikloroasetik asit ile muamele edilmis ve ¢oken proteinler santrifiijleme
ile uzaklastirilmistir. Daha sonra {istteki sivinin bir kismi esit hacimde TBA reaktifi ile
karistirilmis ve kaynar su banyosunda 15 dakika 1sitilmistir. Sogutulduktan sonra, elde
edilen kromoforun absorbansi Rel Assay Diagnostics'ten ticari bir TBA deney Kiti

kullanilarak 532 nm'de 6l¢ililmiistiir. Sonuglar nmol/L yas doku olarak sunulmustur.
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3.12.2. Akciger dokusunda SOD seviyesi (U/ml)

Hazirlanan akciger siipernatantdaki SOD aktivitesi Sun ve ark. yontemi
kullanilarak oSl¢tilmistiir (169). SOD, siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene dismutasyonunu katalize eder. Ksantin ve ksantin oksidaz, kirmizi
bir formazan boyasi olusturmak i¢in  2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-
feniltetrazolyum kloriir ile reaksiyona giren siiperoksit radikalleri iiretmek ig¢in
kullanilmistir. SOD aktivitesi, bu reaksiyonun inhibisyonu ile dlgiilmiis ve 6l¢timler
bir Mindray BS-400 biyokimya analizorii kullanilarak gergeklestirilmistir. Sonuglar

U/ml protein olarak sunulmustur.

3.12.3. Akciger dokusunda GPx seviyesi (U/L)

Hazirlanan akciger silipernatantdaki GPx aktivitesi Paglia ve Valentine'in
yontemi kullanilarak Ol¢iilmiistiir (170). GPx, kiimen hidroperoksit tarafindan
glutatyonun oksidasyonunu katalize eder. Glutatyon varliginda, NADPH'nin NADP'ye
es zamanlt oksidasyonuyla hemen indirgenmis forma doniistiriiliir. 340 nm'deki

absorbanstaki azalma 6l¢iiliir. Sonuglar U/L protein olarak sunulmustur.

3.13. istatiksel Analiz

Verilerin analizi i¢in Jamovi 24.2 paket programi kullanilmistir. Biyokimyasal
parametrelerin indeksi ortalama+standart sapma kullanilarak hesaplanmigtir. Akciger
dokusunun  morfolojik  skorlamast  sonucu elde edilen degerler ve
immunohistokimyasal h-skoru sonucu elde edilen degerlerin indeksi medyan (min-
max) olarak hesaplanmistir. Shapiro-Wilk testi kullanilarak verilerin normal dagilima
uygun olup olmadigr incelenmis ve tek yonlii varyans analizi kullanilarak normal
dagilim gosteren niceliksel degerlerin karsilagtirilmistir. Gruplar arasinda fark
bulundugunda bu farkin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemede varyanslarin
homojenlik durumuna goére, Bonferroni ya da Dunnet dogrulama testleri yapilmistir.

Normal dagilim gosteren niteliksel degerlerin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi
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kullanilmistir. Ikili karsilastirmada Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi

kullanilmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Akciger Agirhgy/Viicut Agirhg (AA/VA) (g/g) ve Plevral Efiizyon/Viicut
Agirhg (PE/VA) (ml/g) Oranlarina Ait Bulgular

Sagliklt KON grubu ve HES grubu akcigerlerinin makraskobik goriintiisiinde herhangi
bir 6dem, hemoraji ve plevral efiizyon bulgusuna saptanmamaistir ve akcigerler normal
acik pembe goriinimdedir. ANTU grubu ve ANTU+HES grubunda ise akciger
kavitesini dolduran hemorajik olmayan eksudadif o6zellikte efiizyon sivisi tespit
edilmistir. Ayrica akciger ddemli ve normal renginde olmayan koyu kirmizi renk
goriiniimiindedir. Sekil 12°de akcigerin makroskobik goriintiileri ve PE gosterilmistir.
Ayrica Sekil 12 E’de akciger Kavitesi igindeki plevral efiizyon sivisi siyah okla

gosterilmistir.

Sekil 12. Tiim gruplara ait makroskobik akciger goriintiileri ve plevral efiizyon sivisi.
A: KON Grubu, B: HES Grubu, C: ANTU Grubu, D: ANTU+HES Grubu, E: ANTU
Grubu

ANTU grubu AA/VA oraninda, kontrol grubuna (p<0.005) ve HES grubuna
(p<0.001) gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis tespit edilmistir. Aym
zamanda ANTU+HES grubu, KON grubuna (p<0.002) ve HES grubuna (p<0.001)
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis tespit edilmistir. KON grubu ortanca
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(minimum-maksimum) cinsinden 0.558 (0.462-0.882), HES grubu 0.502 (0.428-
0.581), ANTU grubu 1.02 (0.739-1.37) ve ANTU+HES grubunda ise 1.16 (0.913-
1.37) olarak saptanmustir (Sekil 13, Tablo 9).

Tablo 9. AA/VA oranlarinin gruplar arasi karsilastirmasi

Kontrol Hesperidin ANTU ANTU+Hesperidin p

AAVA 0.558 0.502 1.02 1.16 <0.05
(0.462-0.882) (0.428-0.581) (0.739-1.37)? (0.913-1.37)?

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: KON grubuna ve HES grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli fark1 géstermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

= ==

0.4 1

Kontrol Hesperidin ANTU ANTU+Hesperidin

GRUP

Sekil 13. AA/VA oranlarmin gruplar arasi karsilagtirmasi. a: KON grubuna ve HES
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir. p<0.05 anlaml1 kabul

edilmistir.

PE/VA oran1 KON ve HES grubunda hig elde edilememisken ANTU grubunda
1.77 (1.29-2.39) ve ANTU+HES grubunda ise 1.29 (0.810-1.87) olarak saptanmistir
(Sekil 14, Tablo 10). ANTU ve ANTU+HES grubunda PE/VVA oraninda, KON ve HES
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis tespit edilmistir (p<0.001).
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Tablo 10. PE/VA oranlarinin gruplar aras1 karsilastirmasi

Kontrol Hesperidin  ANTU  ANTU+Hesperidin p

PE/VA 0 0 1.77 1.29 <0.05
(1.29-2.39)? (0.810-1.87)?

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: KON grubuna ve HES grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli fark1 géstermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

PE/VA

0.04 — —

Kontrol Hesperidin ANTU ANTU+Hesperidin

GRUP

Sekil 14. PE/VA oranlariin gruplar arasi karsilastirmasi. a: KON grubuna ve HES
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farki géstermektedir. p<0.05 anlaml1 kabul

edilmistir.

4.2. Biyokimyasal Bulgular

Malondialdehit (MDA): Lipit peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyleri
KON ve HES gruplarinda benzer sonuglar gostermis ve elde edilen sonuglar bu iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (p>0.05). KON ve
HES gruplarindan elde edilen degerler ANTU grubundan elde edilen veriler ile
karsilastirildigi zaman ANTU grubundaki verilerin daha yiiksek oldugu, bu farkliligin
ise istatistiksel anlamda anlamli oldugu gozlenmistir (p<0.05). ANTU+HES

grubundan elde edilen degerlerin ise ANTU grubundan elde edilenlere gore diisiik
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oldugu bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir

(p>0.05) (Sekil 15, Tablo 11).
Tablo 11. MDA seviyesinin gruplar arasi karsilagtirmasi

Kontrol Hesperidin ~ ANTU  ANTU+Hesperidin p

MDA  9.61 9.74 20.3 135 <0.05
(1.69-18.9) (1.69-18.5) (11.7-29.6)? (7.93-19.3)

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: KON grubuna ve HES grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

30 4

20 4

MDA

K:lnltral Has pleridin AI\ITU ANTU+ Hles peridin
GRUP
Sekil 15. MDA seviyesinin gruplar arasi karsilagtirmasi. a: KON grubuna ve HES
grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farki gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul

edilmistir.

Siiperoksitdismutaz (SOD): Akciger dokusunda antioksidan enzim olan SOD
enziminin diizeyi KON ve HES gruplarinda benzer degerler gostermis ve elde edilen
sonuglar bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir
(p>0.05). KON ve HES gruplarindan elde edilen degerler ANTU grubundan elde
edilen veriler ile karsilastirildiginda ANTU grubundaki ortanca degerin diisiik oldugu
ve bu farkliligin ise istatistiksel olarak anlamli olmadigi goézlenmistir (p>0.05).

ANTU+HES grubundan elde edilen degerlerin ise KON, HES ve ANTU grubundan
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elde edilenlere gore yiiksek oldugu ve grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

tespit edilmistir (KON ve ANTU p<0.01, HES p<0.05) (Sekil 16, Tablo 12).

Tablo 12. SOD seviyesinin gruplar arasi karsilastirmasi

Kontrol Hesperidin  ANTU  ANTU+Hesperidin p

SOD 372 376 290 419 <0.05

(352-405)  (356-470)  (104-390) (399-442)2°

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: KON ve ANTU grubuna (p<0.01),
b: HES grubuna (p<0.05) gore istatistiksel olarak anlamli farki géstermektedir.

:‘ a,b
400 A ) Q

100 A

Kontrol Hesperidin ANTU ANTU+Hesperidin

GRUP

Sekil 16. SOD enzim seviyesinin gruplar arasi karsilagtirmasi. a: KON ve ANTU
grubuna (p<0.01), b: HES grubuna (p<0.05) gore istatistiksel olarak anlamli farki

gostermektedir.

Glutatyon peroksidaz (GPx): GPx enzim seviyesi en disik HES grubunda
bulunmustur. KON, ANTU ve ANTU+HES gruplar1 arasinda grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (p>0.05). Ancak bu ii¢ grup ile HES
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir (KON p<0.05, ANTU
ve ANTU+HES p<0.01) (Sekil 17, Tablo 13).
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Tablo 13. GPx seviyesinin gruplar arasi karsilastirmasi

Kontrol Hesperidin  ANTU  ANTU+Hesperidin p

GPx 421 303 463 460 <0.05

(348-485)  (135-462)*"  (385-507) (408-501)

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: KON grubuna (p<0.05), b: ANTU
ve ANTU+HES grubuna (p<0.01) gore istatistiksel olarak anlamli farki

gostermektedir.

400 A

Px

(

\
3
>

200 |

Kantrol Hesperidin ANTU ANTU+Hesperidin

GRUP

Sekil 17. GPx enzim seviyesinin gruplar arasi karsilastirmasi. a: KON grubuna
(p<0.05), b: ANTU ve ANTU+HES grubuna (p<0.01) gore istatistiksel olarak

anlamli farki géstermektedir.
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4.3. Histolojik Bulgular

4.3.1. Hematoksilen+ Eozin (H&E) boyama

Kontrol Grubuna Ait H&E Bulgulari

KON grubunun H&E boyali akciger kesitlerinde bronglarin, bronsiollerin ve
alveollerin normal morfolojik o6zellikleri gozlemlenmistir. Kiiciikk biiylitmede
alveollerin tek katli yass1 epitel tabakasiyla kapli oldugu goriilmiistiir. interalveolar
septalar, kilcal damarlar i¢eren ince bag dokusu seklinde oldugu ve interalveolar
septalar Kohn gozenekleri olugturmak icin kesintiye ugradigr goézlenmistir. Alveolar
kanallarin genisleyerek alveolar keseler meydana getirdigi goriilmiistiir. X40
biiyiitmede, alveolar yiizeyde hem Tip 1 hem de Tip 2 pnomositler gozlenmistir (Sekil
18).

Sekil 18. Kontrol grubuna ait akciger dokularinin H&E boyama goriintiileri. Normal
morfolojiye sahip alveoler septum, alveoler kese, alveoler duktus ve bronsiol. Olgii

cubugu: A; 200 um, B 100 um, C; 50 pm, D; 20 pum.
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Hesperidin Grubuna Ait H&E Bulgular

HES grubunun H&E boyali akciger kesitleri KON grubuna benzer sekilde
normal histolojik yapiya sahip 6zelikler gosterdigi gozlenmistir (Sekil 19).

Sekil 19. Hesperidin grubuna ait akciger dokularinin H&E boyama goriintiileri.
Normal kalinlikta interalveolar septumlar, normal goriiniimlii alveoler kese ve duktus.
Epitel biitiinliigiinii koruyan bir bronsiol. Ol¢ii gubugu: A; 200 pm, B 100 um, C; 50
pm, D; 20 pm.

ANTU Grubuna Ait H&E Bulgulan

ANTU grubuna ait deneklerin akciger dokularinin H&E boyama sonucunda
akciger dokusunda yaygin alveol i¢i 6dem, damarlarin adventisya tabakasinda belirgin
genisleme ile birlikte iltihabi hiicre infiltrasyonlari, alveoler septumlarda kalinlasma
ve buna bagli alveollerde vakuolizasyonlar izlenmistir. Iltihabi hiicre infiltrasyonunun
ozellikle lenfosit ve makrofaj agirlikli oldugu ve alveol i¢i ile septumlarda ve yer yer

brong ve bronsiol liimenlerinde de izlendigi dikkat cekmistir (Sekil 20-29).
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Sekil 20. ANTU grubuna ait akciger dokularinin H&E boyama goriintiileri X5. Alveol
ici 0dem (siyah yildiz), perivaskiiler genisleme (kirmizi yildiz), vakuolizasyon
(kirmiz1 ok) ve septal kalinlasma (kirmiz1 ok basi). Olgii gubugu: A; 200 pm lenfosit

infiltrasyonu; siyah ok basi, makrofaj; siyah ok.

Sekil 21. ANTU grubuna ait akciger dokularinin H&E boyama goriintiileri X5. Alveol
ici 6dem (siyah yildiz), perivaskiiler genisleme (kirmiz1 yildiz) ve septal kalinlagsma

(kirmiz1 ok bast). Olgii cubugu: B; 200 um
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Sekil 22. ANTU grubuna ait akciger dokularinin H&E boyama goriintiileri X10.
Alveol i¢i 6dem (siyah yildiz), perivaskiiler genisleme (kirmizi yildiz) ve lenfosit

infiltrasyonu (siyah ok bas1). Olgii gubugu: C; 100 um

Sekil 23. ANTU grubuna ait akciger dokularinin H&E boyama goriintiileri X10.
Alveol i¢i 6dem (siyah yildiz), perivaskiiler genisleme (kirmizi yildiz), septal
kalinlagsma (kirmiz1 ok bas1), lenfosit infiltrasyonu (siyah ok basi) ve vakuolizasyon

(kirmiz1 ok). Olgii gubugu: D; 100 pm
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Sekil 24. ANTU grubuna ait akciger dokularinin H&E boyama goriintiileri X20.
Alveol i¢i 6dem (siyah yildiz), vakuolizasyon (kirmizi ok) ve septal kalinlagsma

(kirmiz1 ok bast) ve lenfosit infiltrasyonu (siyah ok bas1). Olgii gubugu: E; 50 pm

Sekil 25. ANTU grubuna ait akciger dokularinin H&E boyama goriintiileri X20.
Alveol i¢i 6dem (siyah yildiz), perivaskiiler genisleme (kirmizi yildiz) ve lenfosit

infiltrasyonu (siyah ok bast). Ol¢ii cubugu: F; 50 um
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Sekil 26. ANTU grubuna ait akciger dokularinin H&E boyama goriintiileri X40.

. .‘f'

2.

Lenfosit infiltrasyonu (siyah ok bas1) ve makrofaj (siyah ok). Ol¢ii cubugu: G; 20 um

Sekil 27. ANTU grubuna ait akciger dokularinin H&E boyama goriintiileri X40.
Makrofaj (ok). Ol¢ii gubugu: H; 20 um
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Sekil 28. ANTU grubuna ait akciger dokularinin H&E boyama goriintiileri X40.
Alveol i¢i 6dem (siyah yildiz), perivaskiiler genisleme (kirmizi yildiz), lenfosit
infiltrasyonu (siyah ok bas1) ve makrofaj (siyah ok). Ol¢ii gubugu: I; 20 pm

Sekil 29. ANTU grubuna ait akciger dokularinin H&E boyama goriintiileri X40.
Alveol i¢i 6dem (siyah yildiz), lenfosit infiltrasyonu (siyah ok basi) ve septal
kalinlasma (kirmizi ok bas1). Olgii gubugu: J; 20 pm
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ANTU+Hesperidin Grubuna Ait H&E Bulgular

ANTU+HES grubuna ait deneklerin akciger dokularmin H&E boyama
sonucunda akciger dokusunda ANTU grubundakine benzer sekilde yer yer alveol ici
O0dem, perivaskiiler genisleme, alveoler septum kalinlagmasi, vakuolizasyonlar ve
iltihabi hiicre infiltrasyonlar1 gibi bulgulari igeren alanlar olmak ile birlikte bu
alanlarin ¢ok sinirli oldugu ve bulgularin ANTU grubuna gore daha hafif oldugu dikkat
cekmistir. Ozellikle ddemin zayifladigi bu alanlarda makrofaj sayisinda belirgin bir
artig gozlenmistir (Sekil 30-38).

Sekil 30. ANTU+Hesperidin grubuna ait akciger dokularmin H&E boyama
goriintiileri X5. Normal morfolojiye yakin akciger dokusu. Ol¢ii gubugu: A; 200 pm
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Sekil 31. ANTU+Hesperidin grubuna ait akciger dokularmin H&E boyama
goriintlileri X5. Normal goriiniime yakin alveoler kese ve duktus, interalveolar

septumlar. Ol¢ii gubugu: B; 200 um

Sekil 32. ANTU+Hesperidin grubuna ait akciger dokularnin H&E boyama
goriintiileri X10. Normal goriinlime yakin interalveolar septum ve alveoler yapi,

azalmus perivaskiiler genisleme. Olcii gubugu: C; 100 um
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Sekil 33. ANTU+Hesperidin grubuna ait akciger dokularmin H&E boyama
goriintiileri X10. Normal goriiniime yakin azalmis perivaskiiler genisleme. Olgii

cubugu: D; 100 um

Sekil 34. ANTU-+Hesperidin grubuna ait akciger dokularinin H&E boyama
goriintiileri X20. Olgii cubugu: E; 50 pm
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Sekil 35. ANTU+Hesperidin grubuna ait akciger dokularimin H&E boyama
goriintlileri X20. Normal goriiniime yakin interalveolar septum ve alveoler yapi,

azalmus perivaskiiler genisleme ve ddem. Olgii cubugu: F; 50 um

‘:“ - -"&.!."\V\ i S:&

Sekil 36. ANTU+Hesperidin grubuna ait akciger dokularinin H&E boyama

goriintiileri X40. Normal goriiniime yakin interalveolar septum ve alveoler yapi, az

miktarda 6dem. Ol¢ii gubugu: G; 20 pm
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Sekil 37. ANTU+Hesperidin grubuna ait akciger dokularmin H&E boyama
goriintlileri X40. Normal goriiniime yakin interalveolar septum, alveoler yapi ve

perivaskiiler genisleme. Olgii gubugu: H; 20 um

Sekil 38. ANTU+Hesperidin grubuna ait akciger dokularinin H&E boyama
goriintiileri X40. Normal goriinlime yakin interalveolar septum ve alveoler yapi,

alveoler ici makrofaj. Olgii gubugu: I; 20 pm
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4.3.2. Gruplara gore akciger skorlamasinin istatistiksel analizi

Akciger dokusunda hasar1 derecelendirilmek amaciyla tiim gruplarin H&E ile

boyanmis kesitler 151k mikroskobunda 20 biiyiitmede 6dem, interalveoler septum

kalinlig, interstisyel inflamatuar hiicre sayis1 ve perivaskiiler aralik parametreleri 0;

hasar yok, 1; hafif, 2; orta, 3; siddetli olarak derecelendirilip skorlanmistir. Elde edilen

degerler Tablo 14’te ifade edilmistir.

Tablo 14. Tim gruplara ait akciger skorlamasi sonuglart.

Kontrol Hesperidin  ANTU ANTU+Hesperidin p
Odem 0 0 2.89 0.778 <0,05
(0-0) (0-0) (2-3)% (0-1)
Interalveoler 0 0.400 2.67 1
septum kalinhg: (0-0) (0-1) (1-3)? (1-1)
Interstisyel 0 0.100 2.28 1.22
inflamatuar (0-0) (0-1) (2-3)? (1-2)
hiicre sayisi
Vakuolizasyon 0 0 0.556 0
(0-0) (0-0) (0-2) (0-0)

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: KON, HES ve ANTU+HES

grubuna (p<0.01) gore istatistiksel olarak anlamli farki géstermektedir.

ANTU grubunda, 6dem, interalveoler septum kalinligi ve interstisyel

inflamatuar hiicre sayis1 (p<0.01) ve KON, HES ve ANTU+HES gruplarina gore

istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmistir. Vakuolizasyon (p>0.05) ANTU

grubunda bir artis gdstermis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildir

(Sekil 39-42, Tablo 14).
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Sekil 39. Odemin gruplar aras1 karsilastirmasi. a: KON, HES ve ANTU+HES

gruplarma (p<0.01) gore istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir.

w

Septal Kalinlasma

0 —_—

Kontrol Hesperidin ANTU ANTU+Hesperidin
GRUP

Sekil 40. Interalveoler septum kalinliginin gruplar arasi karsilastirmasi. a: KON, HES
ve ANTU+HES gruplarina (p<0.01) gore istatistiksel olarak anlamli farki

gostermektedir.
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Sekil 41. Interstisyel inflamatuar hiicre sayisinin gruplar arasi karsilastirmasi. a: KON,
HES ve ANTU+HES gruplarina (p<0.01) gore istatistiksel olarak anlamli farki

gostermektedir.

2.0 4

Vakuolizasyon
[ ]

0.5 4

0.0 4 —_— —_— —

Kantral Hesperidin ANTU ANTU+Hesperidin
GRUP

Sekil 42. Vakuolizasyonun gruplar arasi karsilagtirmasi. Gruplar arasi (p>0.05)

istatistiksel olarak anlamli fark gostermemektedir.
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4.3.3. PAS

Tiim gruplara ait akciger dokularinin PAS boyama sonucunda KON ve HES
gruplarinda brons ve bronsiol bazal membranlar1 diizgiin kontlirliiydii ve net bir
sekilde secilebiliyordu. ANTU grubunda brons ve bronsiol bazal membranlarinin
kontiirii diizensizlesmisti ve Ozellikle brongiollere ait bazal membranlarin yer yer
secilemedigi dikkat ¢gekmekteydi. ANTU+HES grubunda ise KON ve HES grubuna
benzer sekilde brongiol bazal membranlar1 diizgiin kontiirliiydii ve biitiinliigiinii
korumaktaydi. Tiim gruplarda alveoler bazal membranlar degerlendirilememistir

(Sekil 43).
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Sekil 43. Tiim gruplara ait akciger dokularinin PAS boyama goriintiileri. A, B; KON,
C, D; HES, E, F; ANTU, G, H; ANTU+HES grubu. Olgii cubugu: A, C, E, G; 50
um, B, D, F, H; 20 um.
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4.3.4. Masson Trikrom

Tim gruplara ait akciger dokularmin Masson trikrom boyamasi sonucunda
alveoler septumlarin kalinlagtig1 alanlar ile perivaskiiler genisleme alanlar1 da dahil
olmak tizere gruplar arasinda bag dokusu artisina isaret edecek anlamli farklilik

gozlenmemistir (Sekil 44).

Sekil 44. Tiim gruplara ait akciger dokularmin Masson trikrom boyama goriintiileri.
A, B; KON, C, D; HES, E, F; ANTU, G, H; ANTU+HES grubu. Olgii gubugu: A, C,
E, G; 50 um, B, D, F, H; 20 um.
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4.4, Immunohistokimyasal Bulgular

IL-1p

Immiinohistokimyasal boyama ile IL-1 B ifadesinin H skoruna gére, ANTU
grubunda KON, HES ve ANTU+HES gruplaria gore (p<0.01) istatistiksel olarak
anlamli artis saptanmustir (Sekil 45-46, Tablo 15).

Sekil 45. Tim gruplara ait akciger dokularmin IL-1 [ proteini i¢in yapilan
immiinohistokimyasal boyama goriintiileri X20. A: KON, B: HES, C: ANTU, D:
ANTU+HES. Ol¢ii cubugu: 50 pm.

Tablo 15. IL-1 B boyanma yogunlugunun gruplar arasi karsilagtirmasi

Kontrol Hesperidin  ANTU  ANTU+Hesperidin p

IL-1p 844 7.20 170 84.4 <0.05

(2-16) (0-14)  (91-252)° (42-111)

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: KON, HES ve ANTU+HES
grubuna (p<0.01) gore istatistiksel olarak anlamli fark1 géstermektedir.
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Sekil 46. IL-1 B boyanma yogunlugunun gruplar aras1 karsilagtirmasi. a: KON, HES
ve ANTU+HES grubuna (p<0.01) gore istatistiksel olarak anlamli farki

gostermektedir.

NF-kB

Immiinohistokimyasal boyama ile NF-kB ifadesinin H skoruna gére, ANTU
grubunda KON, HES (p<0.01) ve ANTU+HES (p<0.05) gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli artis saptanmustir (Sekil 47-48, Tablo 16).
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Sekil 47. Tim gruplara ait akciger dokularmmin NF-kB proteini i¢in yapilan
immiinohistokimyasal boyama goriintiileri X20. A: KON, B: HES, C: ANTU, D:
ANTU+HES. Olcii cubugu: 50 pm.

Tablo 16. NF-kB boyanma yogunlugunun gruplar arasi karsilagtirmasi

Kontrol Hesperidin  ANTU  ANTU+Hesperidin p

NF-kB  19.2 24.6 110 42.6 <0.05

(3-57) (3-97)  (67-205)*" (15-97)

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: KON ve HES grubuna (p<0.01) ve
b: ANTU+HES grubuna (p<0.05) gore istatistiksel olarak anlamli farki

gostermektedir.

104



a,b

150 4

100 4 B

M- kb

B!

50 4

=

H

Kontrol Hesperidin ANTU ANTU+Hesperidin

GRUP

Sekil 48. NF-kB boyanma yogunlugunun gruplar arasi karsilagtirmasi. a: KON ve HES
grubuna (p<0.01) ve b: ANTU+HES grubuna (p<0.05) gore istatistiksel olarak anlamli

farki gostermektedir.
TNF-a

Immiinohistokimyasal boyama ile TNF-a ifadesinin H skoruna goére, ANTU
grubunda KON ve HES gore (p<0.01) istatistiksel olarak anlamli artig saptanmisken

ANTU+HES grubuna gore (p>0.05) istatistiksel olarak anlamli fark gostermemistir
(Sekil 49-50, Tablo 17).
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Sekil 49. Tim gruplara ait akciger dokularinin TNF-a proteini i¢in yapilan
immiinohistokimyasal boyama goriintiileri X20. A: KON, B: HES, C: ANTU, D:
ANTU+HES. Olgii cubugu: 50 um.

Tablo 17. TNF-a boyanma yogunlugunun gruplar arasi karsilastirmasi

Kontrol Hesperidin  ANTU  ANTU+Hesperidin p

TNF-a 40.1 39.1 138 89.9 <0.05

(17-90)  (3-120)  (80-221) (22-254)

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: KON ve HES grubuna (p<0.01)

gore istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir.
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Sekil 50. TNF-a boyanma yogunlugunun gruplar arasi karsilagtirmasi. a: KON ve
HES grubuna (p<0.01) gore istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir.

INOS

Immiinohistokimyasal boyama ile iNOS ifadesinin H skoruna gére, ANTU
grubunda KON, HES (p<0.01) ve ANTU+HES (p<0.05) gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli artis saptanmistir (Sekil 51-52, Tablo 18).
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Sekil 51. Tiim gruplara ait akciger dokulariin iNOS proteini igin yapilan
immiinohistokimyasal boyama goriintiileri X20. A: KON, B: HES, C: ANTU, D:
ANTU+HES. Olgii cubugu: 50 um.

Tablo 18. iNOS boyanma yogunlugunun gruplar arasi karsilagtirmasi

Kontrol Hesperidin  ANTU  ANTU+Hesperidin p

INOS 7.44 245 120 51.9 <0.05

(0-17)  (7-109)  (60-194)b (25-84)

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: KON ve HES grubuna (p<0.01) ve
b: ANTU+HES grubuna (p<0.05) gore istatistiksel olarak anlamli farki

gostermektedir.
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Sekil 52. INOS boyanma yogunlugunun gruplar arasi karsilastirmasi. a: KON ve
HES grubuna (p<0.01) ve b: ANTU+HES grubuna (p<0.05) gore istatistiksel olarak

anlamli farki gostermektedir.

Okludin

Immiinohistokimyasal boyama ile Okludin ifadesinin H skoruna gére, ANTU
grubunda KON grubuna gore (p<0.01) ve HES ve ANTU+HES gruplarina gore
(p<0.05) istatistiksel olarak anlamli artis saptanmustir. (Sekil 53-54, Tablo 19).
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Sekil 53. Tiim gruplara ait akciger dokularinin okludin proteini i¢in yapilan
immiinohistokimyasal boyama goriintiileri. A-A2: KON, B-B2: HES, C-C2: ANTU,
D-D2: ANTU+HES. Olgii gubugu: A, B, C, D: 50 um. A2, B2, C2, D2: 10 um.

110



Tablo 19. Okludin boyanma yogunlugunun gruplar arasi karsilastirmasi

Kontrol Hesperidin  ANTU  ANTU+Hesperidin p

Okludin  76.8 70.7 41.4 711 <0.05

(49-116)  (50-115)  (24-80) @ (53-103)

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: KON grubuna (p<0.01) ve b:HES
ve ANTU+HES (p<0.05) gore istatistiksel olarak anlamli fark1 géstermektedir.
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Sekil 54. Okludin boyanma yogunlugunun gruplar arasi karsilagtirmasi. a: KON
grubuna (p<0.01) ve b:HES ve ANTU+HES (p<0.05) gore istatistiksel olarak

anlaml fark:i gostermektedir.

4.5. Western Blot Analiz Bulgular:

Okludin ifadesinin belirlenebilmesi i¢in yapilan western blot analiz sonucunda
ANTU grubunda okludin bant kalinliginin KON ve HES gruplarina gore oldukga
zayifladigi, ANTU+HES grubu deneklerin akciger dokularinda ise okludin bant
kalinliginin KON ve HES gruplari ile benzerlik gosterdigi saptanmistir (Sekil 55-56).
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Sekil 56. Okludin western blot analiz bulgularin gruplar arasi karsilastirmasi
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5. TARTISMA

Calismamizda siganlara ANTU enjeksiyonu sonucu olusan akut akciger hasari
modeli iizerine hesperidinin etkisi inceledik. Bu kapsamda akciger hasarini
degerlendirmek amaciyla akciger agirhigi, plevral eflizyon miktari, interalveoler
septum kalinligi, 6dem, interstisyel inflamatuar hiicre ve perivaskiiler aralik
parametreleri, oksidan-anti-oksidan dengedeki degisiklikleri degerlendirmek igin
MDA, SOD ve GPx enzim diizeylerinin l¢iimii ve inflamasyon diizeyini belirlemek
i¢in pro-inflamatuar sitokinler olan TNF-a, IL-1pB, iNOS, bir transkripsiyon faktorii
olan NF-xB ve epitel hiicreleri arasinda baglanti yapisin1 gostermek icin okludin
ekspresyon diizeylerindeki degisiklikleri gdsterebilmek i¢in immunohistokimyasal
boyama gergeklestirdik. Ayrica western blot yontemi ile okludin ekspresyon

diizeylerindeki degisiklikleri inceledik.

ARDS, pulmoner 6dem, hiyalin membran olusumu ve alveolar hemoraji dahil
olmak iizere yaygin alveolar hasarla karakterize ciddi bir akciger rahatsizligidir.
Genellikle intrapulmoner veya ekstrapulmoner faktorlerden kaynaklanan bu hasar,
kilcal damar gegirgenligin artmasina ve alveolar bosluga asir1 nétrofil gogiine yol agar
(171). Epitel bariyerinin bozulmasi, hiicreler ve makromolekiiller igeren sivinin doku
icerisine akmasina izin vererek ARDS gelisimine katkida bulunur. Akcigerlere nétrofil
gocii onemli bir faktor olsa da bu durumdan tek basina sorumlu degildir. Notrofil
aktivasyonu ve pro-inflamatuar sitokinlerin salinimi, ARDS'nin ilerlemesini

yonlendirmede son derece onemlidir (172).

Siganlarda ANTU'nun ip. uygulanmasinin ardindan pulmoner 6dem ve plevral
efiizyon hizla gelisir ve 4 saat i¢inde zirveye ulasir. Bu, interstisyel akciger boslugunun
sivi ile dolmas1 ve bunun visseral plevra yoluyla plevral bosluga bosalmasina neden
olmasiyla olusur. Odemin siddeti degisebilir, baz1 vakalarda 24-48 saat icinde
tamamen c¢oziiliirken, digerlerinde durum kétiilesebilir ve 6liimciil sonuglara yol
acabilir (173). Pulmoner 6dem ve plevral efiizyon siklikla birbiriyle baglantili
patolojilerdir ve biri siklikla digerine yol agar (174). Pulmoner &dem, akciger
dokusunda anormal sivi birikimi ile karakterize, gaz degisimini engelleyen ve
potansiyel olarak solunum yetmezligine yol acan bir durumdur. Altta yatan nedenler,

kalp yetmezliginden ve akcigerlerden yetersiz kan alinmasindan kaynaklanan
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kardiyojenik nedenler ve akciger parankimasmin hasar gérmesinden kaynaklanan
kardiyojenik olmayan nedenler seklinde siniflandirilir. Kardiyojenik pulmoner 6dem,
sivi asir1 yiikklenmesi nedeniyle pulmoner kilcal damarlardaki hidrostatik basincin
artmasindan kaynaklanir (175). Buna karsilik, kardiyojenik olmayan pulmoner 6dem,
artan vaskiiler gegirgenligin protein agisindan zengin sivinin alveoler ve interstisyel
bosluklara sizmasina izin vermesiyle olusur ve genellikle akciger yaralanmasindan
kaynaklanir (176). Bu asir1 sivi daha sonra plevral boslukta birikerek plevral eflizyon
olusturabilir. Siddetli hipoksemi ile birlikte kardiyojenik olmayan pulmoner 6demin
siddetli bir formu, zatiirre, inhalasyon yaralanmalari, sepsis, pankreatit, travma veya

kan transfiizyonu gibi cesitli faktorler tarafindan tetiklenebilen ARDS olarak bilinir.

Calismamizda, 10 mg/kg ANTU'nun ip. olarak uygulandigi tiim siganlarda dort saat
sonunda ciddi akut akciger hasar1 goriildii. Bu hasara eslik eden pulmoner 6dem ve
plevral efiizyonun yani sira, akciger/viicut agirligt (AA/VA) ve plevral eflizyon/viicut
agirlhigy (PE/VA) oranlarinda artis tespit edildi. Siganlarda ANTU ile indiiklenen
pulmoner 6dem iizerinde melatonin (MLT) yoksunlugunu ve ekzojen MLT
uygulamasinin etkilerini incelendigi bir ¢alismada PE olusumu, AA/ VA ve PE/VA
oranlarinda artis tespit edilmistir (177). Morfin ve deksmedetomidinin si¢anlarda
ANTU kaynakl1 pulmoner 6dem iizerindeki potansiyel etkileri incelendigi iki bagimsiz
calismada ANTU'ya maruz kalan siganlarin kontrol ve tedavi gruplarina kiyasla artmis
PE, AA/VA ve PE/VA sergiledigi bulunmustur (76, 173). Yine sicanlarda
lipopolisakkarid kaynakli akut akciger hasari iizerine glabridin (178) ve Portulaca
oleracea ekstresinin (179) etkilerinin incelendigi ¢aligmalarda AA/VA oranlarinda
artis tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda ANTU grubunda ortalama PE, AA/VA ve
PE/VA degerleri kontrol ve hesperidin gruplarindan 6nemli 6l¢iide daha yiiksekti.
Ancak ANTU grubuna kiyasla hesperidin injeksiyonu (100 mg/kg) yapilan
ANTU+HES (10 mg/kg) grubunda ortalama PE, AA/VA ve PE/VA degerlerinde de
anlamli bir diisiis saptanmadi. Farelerde 10 giin boyunca gasrik gavaj yoluyla 500
ug/kg hesperidin  uygulamasinin yapildigit LPS kaynakli akut akciger hasar
calismasinda AA/VA oraninin, toplam hiicrelerin, nétrofillerin, makrofajlarin ve
miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin ve akciger histolojik hasarinin azalmasiyla

olusumunu 6nemli 6l¢iide azalttigi ortaya konmustur (180).

ROS, molekiiler oksijenin suya doniistiiriilmesi sirasinda {iretilir ve ARDS

dahil olmak iizere ¢esitli solunum yolu hastaliklarinin patogenezinde merkezi bir rol
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oynayan oksidatif stresin temelini olusturur. Bu son derece reaktif molekiiller DNA'ya
zarar verir ve pro-inflamatuar sitokinlerin ve adezyon molekiillerinin salinimini tesvik
ederek doku hasarina ve pulmoner 6deme neden olur. Ek olarak akcigerlerde endotel
ve epitel bariyerlerinin biitlinliiiini bozarak etkilenen bolgelere nétrofillerin akin
etmesine yol agar (181). Akcigerler oksidatif hasara karsi koymak igin cesitli
enzimatik ve enzimatik olmayan anti-oksidan savunma sistemine sahip olsa da ROS
iiretimiyle bu savunma mekanizmalarini baskilanir. Endojen antioksidan savunma
sistemi, SOD, GPx ve katalaz gibi enzimlerin yani sira enzimatik olmayan glutatyon
(GSH) igerir. Lipid peroksidasyonunun bir yan iirinii olan MDA, oksidatif stresin
hassas bir biyobelirteci olarak gorev yapar (182). Yesil ¢ayin ana bilesenlerinden biri
olan epigallocatechin-3-gallate’nin LPS kaynakli pnomoni iizerine etkilerinin
arastirildigr bir ¢alismada LPS grubunda SOD, katalaz, GSH ve GPx enzimlerinin
aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde azaldigini1 buna karsin MDA
diizeyinde anlamli bir artig bulundugu gosterilmistir (183). Yine yeni bir tibbi bilesik
olan aspirin §jenol esterinin LPS kaynakli akut akciger hasari iizerine etkilerinin
incelendigi bir ¢alismada akciger 1slak-kuru agirligi, bronkoalveolar lavaj sivisinda
(BALF) beyaz kan hiicreleri sayist ve toplam protein konsantrasyonu, GSH, GPx,
CAT, SOD, toplam anti-oksidan kapasite (T-AOC), laktat dehidrogenaz (LDH), C-
reaktif protein (CRP), MPO, MDA, makrofaj hareketlilik inhibitor faktorii (MIF),
TNF-0, IL-6 ve IL-1p protein diizeyleri degerlendirilmistir. Calisma sonucunda, LPS
grubuyla karsilastirildi§inda, aspirin 6jenol esteri histopatolojik degisiklikleri
lyilestirdigi, MDA, CRP, MPO, MDA ve MIF iiretimini azaltti, BALF'de WBC
sayisini ve toplam protein igerigini azaltti, proinflamatuar sitokin seviyeleri, bagisiklik
organ indeksi ve akciger 1slak-kuru agirligini (W/D), anti-oksidan enzim aktivitesini
ise doza bagli bir sekilde arttirdigi bulunmustur. Ayrica GSH, GPx, CAT, T-AOC ve
SOD diizeyleri doza bagl bir sekilde onemli Olgiide artarken, LDH ve MDA
diizeylerin de 6nemli 6lgiide azaldigi bulunmustur (184).

Calismamizda endojen oksidan-antioksidan sistemin roliinii arastirmak
amaciyla akciger dokusunda oksidatif stres belirteci olarak MDA ve anti-oksidan
parametreler olarak SOD ve GPx diizeylerini degerlendirilmistir. ANTU grubunda
MDA ve GPx diizeyi ise en fazla iken SOD diizeyi en diisiik bulunmustur.

Onemli bir transkripsiyon faktdrii olan NF-kB, sitoplazmada inaktif bir halde

bulunur ve IkB olarak bilinen inhibitor proteinlere baglidir. Uyari lizerine, IkB kinaz
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(IKK), IkB'leri fosforile eder ve bunlarin bozunmasina ve ardindan NF-«B'nin niikleer
translokasyonuna yol agar. Cekirdege girdikten sonra NF-kB, bagisiklik tepkileri,
inflamasyon, hiicre ¢cogalmasi ve apoptozda yer alan ¢esitli genlerin transkripsiyonunu
aktive eder. Bakteriyel lipopolisakkaritler, iyonlastirict radyasyon, ROS, sitokinler
(TNF-a, IL-1B) ve viral DNA/RNA dahil olmak iizere ¢esitli uyaranlar NF-xB
aktivasyonunu tetikleyebilir. Aktive edilmis NF-kB, sitokinler, kemokinler, yapisma
molekiilleri, akut faz proteinleri ve iNOS ve COX-2 gibi indiiklenebilir enzimler dahil
olmak iizere ¢ok sayida genin ekspresyonunu indiikler. Sonu¢ olarak, NF-xB
enfeksiyona kars1 dogustan gelen bagisiklik tepkisinde 6nemli bir rol oynar ve kronik
inflamatuar hastaliklar, viral enfeksiyonlar, septik sok ve ¢oklu organ yetmezliginde
rol oynar. Dahasi, NF-«B ile iligkili yolaklarin konstitiitif aktivasyonu multipl skleroz

ve romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklarda gozlemlenmistir (185).

ARDS, akciger epitel ve endotel hiicrelerinde hasara neden olmada 6nemli bir
rol oynayan hem lokal hem de sistemik akut inflamasyonla karakterize edilen karmasik
bir inflamatuar yanit ve pulmoner mikrovaskiiler bariyerin bozulmasi siirecidir (186).
Saglikli akciger hava bosluklarinda normalde bulunmayan nétrofiller, ARDS'nin
erken evrelerinde pulmoner damar sisteminden alveolar bosluga goc eder. Hava
bosluguna girdikten sonra, bu aktif nétrofiller ROS, proteazlar ve prostaglandinler ve
l6kotrienler gibi proinflamatuar lipid medyatorleri dahil olmak tizere cesitli zararli
maddeler salgilar. Bu inflamatuar yanit, nétrofillerin, alveoler makrofajlarin ve
trombositlerin  aktivasyonu 1ile daha da kdotiileserek inflamatuar hiicrelerin
infiltrasyonuna ve TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin iiretimine
yol agar (187).

Makrofajlarda, iINOS, TNF-a, IFN-y, IL-6 ve IL-1p gibi sitokinler ve LPS ve
bakteriyel veya viral bilesenler gibi Toll benzeri reseptor (TLR) ligandlari dahil olmak
lizere cesitli uyaranlara yanit olarak onemli Ol¢iide yukari diizenlenir. iNOS'un
transkripsiyonu, NF-«B, interferon diizenleyici faktér-1 (IRF-1) ve fosforile edilmis
STAT-1 dimerleri dahil olmak iizere bir transkripsiyon faktorleri kombinasyonu

tarafindan diizenlenir (188).

Akciger hasari, epitel bariyerinin bozulmasi ve proteinlere ve sivilara karsi
alveoler-kilcal gecirgenligin artmasiyla karakterizedir. Bu gegirgenlik, siki baglantilar,

bosluk baglantilar1 ve yapisan baglantilar dahil olmak iizere hiicreler aras1 baglantilar
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tarafindan diizenlenir. Okludin ve ZO-1 gibi proteinlerden olusan siki baglantilar,
epitel bariyer biitiinliiglinlin korunmasi i¢in ¢ok 6nemlidir. Bir transmembran protein
olan okludin, komsu epitel hiicrelerini birbirine baglar ve hiicre igi sitoskeletonla
baglanti kuran ZO-1 ile etkilesime girer. Bu karmasik ag, siki baglantilar1 stabilize
ederek akcigerin hassas bariyer fonksiyonunu korur. Ancak, genellikle inflamatuar
stiregler tarafindan tetiklenen bu bariyerdeki bozulmalar, inflamatuar hiicrelerin ve
plazma proteinlerinin alveoler bosluga sizmasina izin vererek artan gegirgenlige yol
acar. Bu akis, gaz degisimini bozarak pulmoner 6deme katkida bulunur ve hipoksemiyi

siddetlendirir (189).

Oleik asit kaynakli ARDS iizerine minosiklinin terapotik etkilerinin
degerlendirildi bir c¢alismada oleik asit wuygulamasi, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda amfizem, inflamasyon, vaskiiler konjesyon, hemoraji, MDA
miktar1, Bax/Bcl-2 orani, kaspaz-3, IL-1p, TNF-a seviyelerini artirmis ve GSH, SOD
ve CAT seviyelerini azaltmis ve minosklin uygulamasi oleik asit tarafindan
indiiklenen patolojik ve biyokimyasal degisiklikleri 6nemli Olclide geri ¢evirmistir
(190). Taraxasteroliin sepsis kaynaklit ARDS {izerindeki etkisinin ve mekanizmasinin
incelendigi bir ¢alismada LPS grubuyla karsilastirildiginda, taraxasterol pulmoner
O0demi onemli Olglide azalttigi, akciger dokusundaki histopatolojik degisiklikleri
tyilestirdi, notrofil, makrofaj ve toplam hiicre sayisini azaltti ve MPO igerigini ve IL-
12 ve iINOS ekspresyonunu azaltirken ve SOD ve CAT aktivitesini ve Arg-1 ve Mrcl
protein ekspresyonunu artirdigi bulunmustur (191). Antitrombosit etkisini olan
dianneksin sepsis kaynakli ARDS iizerindeki etkisinin incelendigi ¢alismada ARDS
grubundaki siganlarinin histolojik incelemesinde, sham grubuna kiyasla ciddi akciger
hasari, pulmoner ve interstisyel 6dem, alveolar kollaps ve hemoraji gozlemlenirken bu
olumsuz morfolojik degisiklikler dianneksin grubunda azalmistir. Ayrica
dianneksinin, BALF'deki makrofaj ve nétrofil sayisin1 ve TNF-a, NF- kB, IL-1 3 ve
IL-8 diizeylerini ARDS grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide azaltti bulunmustur (192). LPS
kaynaklt ARDS iizerine ST36 ve BL13'e akupunktur noktasi katgiit yerlestirmenin
(ACE) potansiyel terapotik etkilerinin arastirildigi calismada LPS uygulamasi,
BALF'de TNF-a, IL-6, IL-10 ve toplam protein konsantrasyonlarini ve akcigerde
MPO ve MDA'y1 artirarak PaO2 /Fi0O2 ve basing-hacim oranlarim1 6nemli 6l¢iide
azaltmis ve akciger iltihabt ve hasarmi indiiklemistir. Ayrica akcigerlerde SOD

aktivitesini, AQP1 ve Okludin protein seviyelerini diistirmistiir. Aksine, ACE,
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LPSmin indiikledigi akciger hasarini, iltihabi ve oksidatif stresi onemli Olgilide

hafifletmis ve siganlarin akcigerindeki AQP1 ve Okludin igerigini korumustur (193).

Hesperidin, oksidatif stresi azaltan ve lipid peroksidasyonunu engelleyen giiclii
bir dogal anti-oksidandir. Onceki arastirmalar, anti-oksidan, anti-inflamatuar, anti-
kanser, anti-hiperglisemik ve anti-obezite ajani olarak potansiyelini gostermistir.
Kadminyum kaynakli pankreatite karsi hesperidinin etkilerinin arastirildigi bir
calismada hesperidinin, serum amilaz ve lipaz aktivitelerini azatlig1, insiilin diizeyleri
ve anti-oksidan savunma mekanizmalarmi gii¢lendirirken, iNOS, NF-xB, IL-6 ve
TNF-o seviyelerini azaltarak pankreas fonksiyonunu onemli Olgiide iyilestirdigi
bulunmustur (194). Hesperidinin siganlarda karbimazol kaynakli akciger hasari
tizerine etkilerinin incelendigi baska bir ¢alismada tiroit uyarict hormon, NF-kB/TNF-
a yolu, iNOS, lipid peroksidasyonu, Ki-67 ve inflamatuar medyatorleri baskilayarak
degisken akciger hasari mekanizmalarini1 baskiladigi ve antioksidan parametreleri ve
Nrf2/HO-1 yolunu iyilestirdigi bulunmustur (195). Hesperidinin bagirsak bariyer
fonksiyonu iizerindeki etkisini incelemek ig¢in insan bagirsagi Caco-2 hiicre
monokatmanlari iizerine yapilan ¢alismada siki baglanti ile iligkili genler tarafindan
kodlanan okludin, MarvelD3, JAM-1, klaudin-1 ve klaudin-4'iin mRNA ve protein
diizeylerini yiikselttigi ve bagirsak bariyer fonksiyonunun iyilestigi gosterilmistir

(196).

Bizim calismamizda ANTU uygulamas: 6ncesi 7 glin boyunca hesperidin
takviyesi yapilmasi hesperidin tedavisi yapilmayan gruba gore (ANTU) akciger IL-1
B, TNF- a, NF- k B, INOS ve okludin seviyelerinde diisiise sebep olmustur.

Calismamizda histopatolojik olarak ANTU grubunda 6dem, septal kalinlagsma,
yaygin inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve vakuolizasyon tespit edilmistir. Hesperidin
tedavisi yapilan grupta akciger hasari ile iliskili histopatolojik degisikliklerin belirgin
olarak azaldig: tespit edilmistir. Hesperidin tedavisi akciger 6deminin ve eflizyon

stvisinin gerilemesini ve akciger morfolojisinin iyilesmesini desteklemistir.
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6. SONUCLAR

ANTU'nun neden oldugu akciger hasarina karsi hesperidin koruyucu etkisini
incelendigimiz ~ ¢aligmamizda: akciger hasarmmin incelenmesinde = ANTU

enjeksiyonunun siganlarda ARDS modeli olusturdugunu gézlemledik.

1. AA/VA ve PE/VA oranlant ANTU gruplarinda artis gostermistir. PE/VA
oraninda hesperidin tedavisi ile istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma
olmustur.

2. Biyokimyasal incelemelerde, akciger dokusunda MDA, SOD ve GPx diizeyini
incelenmistir. MDA ANTU grubunda diger gruplara gore istatistiksel olarak
anlamli bir artig tespit edilmisken, SOD seviyesi ANTU+HES grubunda
istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir. GPx seviyesinde ise HES
grubunda diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir.

3. Histopatolojik incelemede, ANTU grubunda belirgin akciger doku hasari
ortaya ¢ikmistir. Akciger hasarmnin histolojik skorlamasinda 6dem, septal
kalinlagsma, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve vakuolizasyon parametleri
incelenmis ve ANTU grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
histopatolojik degisiklikler saptanmustir.

4. Hesperidin, ANTU'nun neden oldugu tiim histopatolojik degisiklikleri
istatistiksel olarak anlamli derecede azaltmistir.

5. Immiinohistokimyasal incelemede, IL1 B, TNF-a, NF-kB, INOS ve okludin
ifadesi indirekt immuno histokimyasal yontemle gosterilmistir. ANTU
grubunda IL1 B, TNF-a, NF-kB ve INOS ifadesi daha yiiksek seviyede iken
okludin ifadesi diisiik seviyede saptanmistir. Hesperidin tedavisi IL1 , TNF-
o, NF-xB ve INOS sitokinlerin ifadelerinde diisiise sebep olmusken IL-18
ifadesi istatistiksel olarak anlamli azalma gdstermistir. Ayrica heperidin
tedavisi okludin ifadesinde artisa sebep olarak istatistiksel olarak anlamli bir
fark gostermistir.

6. Western blot analizi sonuglarina gore, ANTU grubunda okludin protein ifadesi

diger gruplara kiyasla belirgin sekilde daha diisiik seviyelerde tespit edilmistir.

119



7. Bu bulgular, hesperidinin solunum sistemi hastaliklarinda, 6zellikle oksidatif
stresin 6nemli bir rol oynadigi durumlarda, koruyucu bir ajan olarak

kullanilabilecegi hipotezini desteklemektedir.
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