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OZET

Ozcan B. Aortik iskemi-reperfiizyona maruz kalan sicanlarda traneksamik
asidin elastin iizerindeki etkileri, Namuk Kemal Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisiit  Fizyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi, Tekirdag, 2023.
Infrarenal abdominal aortik iskemi-reperfiizyon (IAA-IR) akcigerler dahil, uzak
organlarin hasarlanmasina neden olabilir. IR sirasinda aktive olmus dogal bagisiklik
hiicrelerinden salinan matriks metalloproteinazlar (MMP), elastin (ELN) ve diger
hiicre dis1 matriks (HDM) bilesenlerini pargalayabilir. ELN solunum sirasinda
alveollerin genislemesinden ve elastik geri ¢ekilmesinden sorumludur. ELN yikimi
akcigerlerde elastikiyet kaybi ile sonuglanir. Bir plazmin inhibitorii olan traneksamik
asit (TXA), tripsinojen ve plazminojen dahil olmak tizere serin proteazlar tizerindeki
lizin baglanma bdlgelerini bloke eder. Boylece TXA, inaktif metalloproteaz
onciillerinin aktif metallaproteinazlara dontisiimden sorumlu olan plazmini (bir serin
proteazdir) inhibe edereck HDM'nin pargalanmasini 6nleyebilir.

Iskemi-reperfiizyon hasarin1 (IRH) onlemek igin cesitli tedavi ydntemleri
arastirilmaktadir. Bu nedenle TXA’nin IRH iizerine etksini belirlemek amaciyla 21
adet Sprague-Dawley sigan rastgele 3 gruba ayrildi (grup basma 7 sigan). Kontrol
grubuna sadece IAA diseksiyonu uygulandi; IR grubuna IAA'nin 60 dakika siireyle
klemplenmesinin ardindan 120 dakika reperflizyon uygulandi; TXA+IR grubuna, IR
oncesinde 50 mg/kg intravendz TXA uygulandi. MMP-9 ve ELN seviyesini 6l¢gmek
icin tiim hayvanlardan kan serumu bronkoalveolar lavaj sivist (BALS) ve akciger
doku ornekleri alindi. Ayrica akciger dokusu histopatolojik olarak degerlendirildi.

Aortik IR, MMP-9 seviyesini serum, BALS ve ADS 6rneklerinde artirmistir.
Buna karsilik ELN diizeyini serum ve BALS 6rneklerinde artirmis ADS 6rneklerinde
ise azaltmistir. TXA ile tedavi tiim orneklerde MMP-9 seviyesini azaltirken ELN
seviyesini serum ve BALS o6rneklerinde azaltmis ADS orneklerinde ise artirmustir.

Sonug olarak bulgularimiz TXA'nin MMP-9 aracili HDM parcalanmasini ve
ELN yikimini 6nleyerek AAH'y1 hafiflettigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: iskemi reperfiizyon hasari, hiicre dis1 matriks, matriks

metalloproteinaz, plazmin.
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ABSTRACT

Ozcan B. The effects of tranexamic acid on elastin in rats exposed to aortic
ischemia—reperfusion, Tekirdag Namik Kemal University, Institute of Health
Sciences, Department of Physiology, Master'sThesis, Tekirdag, 2023. Infrarenal
abdominal aortic ischemia-reperfusion (IAA-IR) can cause damage to distant organs,
including the lungs. Matrix metalloproteinases (MMPs) released from activated
innate immune cells during IR can degrade elastin (ELN) and other extracellular
matrix (ECM) components. ELN is responsible for the expansion and elastic recoil of
the alveoli during respiration, and its degradation can result in the loss of elasticity in
the lungs. Tranexamic acid (TXA), a plasmin inhibitor, blocks the lysine binding
sites on serine proteases, including trypsinogen and plasminogen. As a result, TXA
can prevent the degradation of ECM by inhibiting plasmin (a serine protease) that is
responsible for the conversion of inactive metalloprotease precursors into active
metalloproteinases.

Various treatment methods are being investigated to prevent ischemia-
reperfusion injury (IRI). Therefore, 21 Sprague-Dawley rats were randomly divided
into 3 groups (7 rats per group) to determine the effect of TXA on IRI. The control
group underwent only 1AA dissection; the IR group underwent IAA clamping for 60
minutes followed by 120 minutes of reperfusion; the TXA+IR group received 50
mg/kg intravenous TXA before IR. Blood serum, bronchoalveolar lavage fluid
(BALF) and lung tissue samples (LTSs) were obtained from all animals to measure
MMP-9 and ELN levels. Lung tissue was also evaluated histopathologically.

Aortic IR increased MMP-9 levels in serum, BALF, and LTF samples.
However, it increased ELN levels in serum and BALF samples but decreased them in
LTF samples. Treatment with TXA reduced MMP-9 levels in all samples while
decreasing ELN levels in serum and BALF samples and increasing them in LTF
samples.

In conclusion, our findings suggest that TXA alleviates ALI by preventing
MMP-9-mediated ECM fragmentation and ELN degradation.

Keywords: Ischemia-reperfusion injury, extracellular matrix, matrix

metalloproteinase, plasmin.
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1.GIRIS

Infrarenal abdominal aortanin (IAA) okliizyonu ve reperfiizyonu insanlarda
perivaskiiler cerrahideve deneysel hayvan modellerinde siklikla uygulanan bir
yontemdir. Bu yontem akcigerler, kalp ve bobrek gibi uzak organlarda iskemi-
reperfiizyon hasarina (IRH) neden olmaktadir. (Kim ve dig. 2011; Guner ve dig.
2014; Aksu ve dig. 2014). Iskemik bir dokuya kan akiminin yeniden saglanmasi
(reperfiizyon) beklenmedik bir sekilde doku veya organin daha fazla hasar
gbérmesine, islevinin ve canliligimin tehlikeye girmesine neden olur. (Dorweiler ve
dig. 2007). IRH’ye artmis oksidatif stres, notrofil infiltrasyonu, ¢esitli proinflamatuar
sitokinlerin  aktiflesmesi, endotel hasar1i ve hiicre zarinda iyon tagima
mekanizmalariin ve elastin yapisinin bozulmasi ve yikimi gibi sayisiz faktér neden
olmaktadir. (de Perrot ve dig. 2003; Ayala ve dig. 2018). Siddetli travma ve kanama
akciger 6demine ve akciger dokusuna bagisiklik hiicrelerinin ve trombositlerin
sizmasina, miyeloperoksidaz (MPO), elastaz ve C5a miktarinda artisa yol agar. Bu
degisikliklerin tamami enflamasyonun ve akut akciger hasar1 (AAH)’ nin belirtegleri
olarak kabul edilmektedir. (Wu ve dig. 2016).

Elastin (ELN), elastik geri c¢ekilme gerektiren dokularin ¢ogunda
uretilmektedir. ELN, plevradaki mezotelyal hiicreler, hava yollarindaki ve kan
damarlarindaki diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri ve interstisyel fibroblastlar dahil,
akcigerdeki birgok hiicre tipinde iiretilmektedir. ELN fibrillin igeren mikrofibrillerle
birleserek hiicre dis1 matrikste (HDM) islev goren ve fizyolojik bir yap1 olan elastik
lifleri olusturur. Elastik lifler, dokunun mekanik ihtiyaglarina bagl olarak ¢ok farkli
sekillerde oriintii olusturabilir. Ornegin akcigerlerdeki biiyiik damarlarda bulunan
ELN, siirekli tabakalar veya lamellar yap: olusturarak diiz kas tabakalarini ayirir.
Elastik lifler ayrica ana bronglardan kaynaklanan ve distal hava bosluklarina ve
visseral plevraya giren genis bir lif ag1 olusturur. Bu lif agi, alveolar kanallar1 ve
terminal hava bosluklarin1 ¢evreleyen ve uygulanan kuvvetin, akcigerin tiim
bolgelerine esit olarak iletilmesini saglayan bir dongii sistemi olusturur. Akcigerlerin
normal fonksiyon yapabilmesi i¢in ELN uygun bir sekilde salgilanmali ve bir araya

gelmelidir. ELN liflerinin bir araya gelmesinin engellenmesi veya var olan ELN nin



bozulmasi akciger fonksiyon bozukluguna ve hastaliina neden olmaktadir.
(Mecham 2018).

Iskemi-reperfiizyon hasar1 (IRH) na kars1 vitamin D3, fluoksetin hidrokloriir
ve timozin-p4 gibi baz1 antioksidan ve anti-enflamatuvar etkili farmakolojik
maddelerin koruyucu etkilerinin oldugu cesitli calismalarda gosterilmis olmakla
birlikte, IRH’ye bagli olarak gelisen AAH’da hastalik ve 6liim orani tam olarak
onlenememistir. (de Perrot ve dig. 2003; Shih, 2011; Guner ve dig. 2014; Yaman ve
dig. 2019).

Traneksamik asit (TXA) plazminojenin plazmine doniisiimiinii ve plazminin
etkilerini engeller. Ameliyat sirasinda ve sonrasinda kanamayi Onlemek icin de
kullanilmaktadir. Ayrica prostoglandin E2 (PGE2) sentezini inhibe ederek
enflamasyonu engelleyici etki de gostermektedir. (Endo ve dig. 2021). TXA
verilmesinin enflamasyonu ve AAH’nin belirteglerinde olusan artis1 azalttigi ve
AAH’nin tedavisinde faydali olabilecegi ileri siiriilmiistiir. (Wu ve dig. 2017).

TXA’nin insanlarda ve g¢esitli hayvan modellerinde dokular ve organlar
tizerine etkileri ¢alisilmasina ragmen, IR’ye bagli olarak gelisen AAH nin 6nlenmesi
ve hafifletilmesi tlizerindeki etkileri tam olarak arastirilmamistir. Bu nedenlerle
IRH’ye bagl olarak gelisen AAH’da ELN yikiminin TXA ile engellenebilecegini
veya azaltilabilecegini ve boylece olusabilecek AAH’y1 hafifletilebilecegini ve
AAH’nin tedavisine katkida bulunabilecegini diisiinmekteyiz.

Bu bilgilerin 15181nda ¢alismamizda TXA’nin IRH’ye bagl olarak gelisen
AAH’ye karsi koruyucu veya hafifletici etkisinin olup olmadigini, kan serumu,
akciger doku sivist (ADS) ve bronkoalveolar lavaj sivist (BALS) Orneklerinde
matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) ve ELN seviyeleri ELISA yontemi ile dlgiilerek
ve akciger dokusunun hiicresel biitiinliigli histopatolojik acidan incelenerek

arastirilmagstir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Iskemi

Iskemi, bir doku bolgesine kan akimmin azalmasi veya durmasi durumu
olarak tanimlanmaktadir. iskemi, IRH nin ilk hasar seviyesini gosterir. Kan akiminin
azalmasi veya durmasina bagli olarak doku veya organa yetersiz oksijen (Oy)
dagilimi, hiicresel metabolizmanin anaerobik yollara doniigiimiine neden olur.
(Siemionow ve Arslan, 2004). iskemiye bagli olarak dokulara kan dolasimi yoluyla
giden Oy’nin azalmasi dokuda hipoksiye neden olarak, hipoksik doku hasari
olusturur. Hipoksi sirasinda, reperfiizyon sonrasina goére az miktarda reaktif oksijen
tirleri (ROS) fretilir. (Becker 2004). Bu siirecte olusan iskemik hasar, dokunun
iskemiye olan duyarliligt ve hipoksinin siddetine bagli olarak, hiicresel enerji
depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin dokuda birikmesine yol agarak
hiicresel hasar ve ardindan hiicre 6liimiine kadar gidebilen bir dizi biyokimyasal
reaksiyonlar1 tetikler. (Welbourn ve dig. 1991; Zimmerman ve Granger 1992).
Anoksi olsun ya da olmasin iskemi sirasinda arterioller ve kapillerlerde hipoksi ve
mekanotransdiiksiyon eksikligi makrofajlari, endotel hiicrelerini ve diger bagisiklik
hiicrelerini ROS iiretmeye tesvik eder. Kalsiyum/kalmodulin bagiml nitrik oksit
sentazlar (NOS), niikleer faktor kappa B (NF-kB), nikotinamid adenin dintikleotit
fosfat (NADPH) ve proinflamatuar sitokinler aktive olur ve akcigerlerin endotel
yiizeyinde hiicre-ylizey yapisma molekiillerinin artigina neden olur. (Den Hengst ve
dig. 2010). Uzun siireli iskemi, hiicrelerde zar potansiyeli ve iyon dagiliminda
degisiklik, sisme ve hiicre iskeleti diizensizligi, hipoksantin seviyesinde artis ve ATP,
fosfokreatin ve glutatyon seviyesinde azalma ve asidoz gibi ¢ok sayida hiicresel

metabolik ve ince yapisal degisikliklerle sonuglanir. (Collard ve Gelman 2001).

2.2.Reperfiizyon

Iskemi sirasinda meydana gelen biyokimyasal ve molekiiler degisiklikler
serbest radikallerin (sliperoksit anyon radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali
vb.) olusumuna neden olur. (Manson ve dig. 1983). Iskemik dokuda hasarin geri
dondiiriilebilmesi ve toksik metabolitlerin uzaklastirilabilmesi igin dokuya kan
akimmin yeniden saglanmasi (reperflizyon) gerekir. Ancak iskemik dokuya kan

akimimnin yeniden saglanmasi bir dizi olaylar zincirini baslatarak beklenmedik bir



sekilde doku hasarina yol agar. Reperfiizyonun, iskemik hasara gore daha fazla
toksik {irlin olusturdugu ve bu nedenle iskeminin neden oldugundan daha fazla doku
hasarma neden oldugu bildirilmistir. (Mangino ve dig. 1989, Collard ve Gelman

2001).

2.3.Iskemi-Reperfiizyon Hasar1 (IRH)

Iskemik dokularmn reperfiizyonundan sonra olusan hiicresel hasar, IRH olarak
adlandirilmaktadir. Iskemi-reperfiizyon (IR) sadece dogrudan iskemiye maruz kalmis
organlarin hasarlanmasina yol agmaz aymi zamanda akcigerler dahil, iskemik
bolgenin disindaki, iskemiye maruz kalmamis uzaktaki organlarin da hasarlanma
riski ile kars1 karsiya kalmasina neden olabilir. (Stefanutti ve dig. 2005; Suetsugu ve
dig. 2005; Guner ve dig. 2014). IRH yaygin olarak sok, doku ve organ nakli,
miyokard enfarktiisli, inme, belirli enfeksiyonlar ve arter hastaligi ve travma gibi
kosullarda meydana gelebilir. IRH’nin tetikledigi yogun enflamasyon, ilk iskemik
hasarda etkilenmemis olan organlarda enflamatuvar hasari hizlandirabilir. IRH nin
bu uzak etkileri ¢cogunlukla akcigerlerde ve kardiyovaskiiler sistemde gozlenir ve
liclincili basamak yogun bakim iinitelerine gonderilen hastalarda sistemik inflamatuar
yanit sendromuna (SIRS) veya ¢oklu organ islev bozuklugu sendromuna (MODS)
neden olabilir. SIRS ve MODS, durumu kritik olan hastalarin %30-40’nin 6liim
nedenidir. (Neary ve Redmond 1999). SIRS, MODS’un ilerlemesinde ilk adimdir ve
biiyiik ol¢tide sitokinlerin aracilik ettigi enflamatuvar yollarin aktivasyonundan
kaynaklanmaktadir. (Bown ve dig. 2001; Narwood ve dig. 2004; Soares ve dig.
2019). Ayrica IR sonrasi siklikla karsilagilan AAH ve akut solunum sikintisi
sendromu (ARDS) hastalik ve 6liim oraninin yaygin sebeplerinden biridir. (Johnson
ve Matthay 2010). AAH ve ARDS’de, damar disina sivi ve protein ¢ikisi, 16kosit
birikmesi ve pulmoner kapiller endotel hiicre hasar1 histolojik olarak gosterilmistir.
(Schmeling ve dig.1989; Welbourn ve dig. 1991; Gerkin ve dig. 1993; Singleton ve
Lennon 2011).

2.4. iskemi-Reperfiizyon Hasarinin Mekanizmasi
Dokuya arteriyel kan akiminin engellenmesi hipoksiye neden olurken aymi
zamanda mitokondrilerde elektron tasima zincirinin iglevinin bozulmasina da neden

olur. Mitokondride ATP iiretiminin azalmasi ile birlikte anaerobik metabolizma aktif



hale gelir. (Wu ve dig. 2018). Oksidatif fosforilasyonun azalmasina bagli olarak ATP
tiretiminin azalmasi ROS {iretiminde artisa neden olur. Mitokondriler hem ROS
tiretimine katilirlar hem de ROS’un hedeflerinden biridirler. Mitokondriyel hasarin
blyiik bir kismi reperflizyon sirasinda gergeklesir. Bircok organda O, eksikligi,
elektron alicilarinda eksiklik, oksidatif fosforilasyonun ve ATP {iretiminin sona
ermesi anlamina gelir. ATP’nin hizla tiikenmesi mitokondri zar potansiyelinin
azalmasina ve Ca'’un mitokondrilere gecisine neden olarak apoptotik siirecin
tetiklenmesine yol agar. ROS, mitokondrinin dis zarinin gegirgenligini artirarak
sitokrom c gibi, cesitli mitokondriyal molekiillerin serbestlesmesine neden olur.
Sitokrom c,apoptozda 6nemli bir rol oynayan kaspaz proteazlarin ve apoptotik
yollarin aktivasyonuna neden olur. (Porter ve Janicke 1999; Den Hengst ve dig.
2010). (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Iskemi-reperfiizyon hasarinda mitokondrinin rolii. (Kalogeris ve dig.

2012).

Iskemi nedeniyleATP iiretiminin azalmasi ayrica sitokinler, yapisma
molekiilleri ve vazoaktif ajanlar (endotelin ve tromboksan-A2) dahil, cesitli

maddelerin iiretiminde artisa, Na'/K*-ATPaz pompalarinin islevinin bozulmasina ve



ribozomlarin ayrilmasima ve Ca" homeostazinda diizensizliklereneden olur. Ayrica
hiicrede laktik asit birikimine bagli olarak metabolik asidoz meydana gelir. (Jaeschke
2003; de Groot ve Rauen 2007).

Iskemi sirasinda, makrofajlar ve endotelyal hiicreler ROS iiretir ve NADPH,
niikleer faktor-«B (NF-kB), nitrik oksit sentazlar (NOS) ve hiicre yiizey
molekiillerinin tiretilmesine neden olur. Reperfiizyon sirasinda, ROS ve sitokinler
noétrofilleri aktive eder. Bunlar, trombositler ve nitrik oksit (NO) sinyal yolaklariyla
birlikte, pulmoner vaskiiler direng (PVR) ve mikrovaskiiler gecirgenlik (Pyyvask) artist
gibi IR kaynakli vaskiiler hasara neden olur. PVR, akcigerde ddem gelisimine
gecirgenlikteki artistan ¢ok daha fazla katkida bulunur. Tim bu siirecin sonunda
akcigerlerde islev kayb1 gergeklesir. (Den Hengst ve dig. 2010). (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Akcigerde iskemi-reperfiizyon hasarinda fizyopatolojik degisiklikler. (Den
Hengst ve dig. 2010).

2.4.1. Oksidatif Stres
Oksidatif stres, prooksidanlarin antioksidanlara gore daha baskin oldugu

prooksidan ve antioksidanlar arasindaki dengesizlikten kaynaklanir. (Teoh ve Farrel



2003). Oksidatif stres siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi
ROS’larin olusumu ile karakteristiktir. Bu molekiiller, 6zellikle de hidroksil radikali
son derece kararsizdir ve genellikle hiicre zarmin lipit bileseni olmak iizere, ilk
karsilastiklar1 yap1 ile reaksiyona girerler. Lipit peroksidasyonunun neden oldugu
hiicre hasari, hiicre zar1 gegirgenlik artisindan hiicre yikimina kadar uzanabilir. (de
Perrot ve dig. 2003). Hiicre i¢i ROS, basta mitokondriler olmak iizere endotel
hiicreler, Tip II alveolar epitel hiicreler, Clara hiicreleri gibi ¢ogunlukla akcigerlerin
parankimal hiicrelerinde ve alveolar makrofajlarin yani sira silli havayolu epitel
hiicrelerinde de tiretilmektedir. (Teoh ve Farrel 2003; de Perrot ve dig. 2003).

ROS-aracili hiicresel hasar reperfiizyon sirasinda dokuya O, saglanmasi ile
olusan serbest radikal miktar1 akcigerlerin hiicresel zehirsizlestirme kapasitesini
astiginda meydana gelir. (Singh ve dig. 2005). Reperfiizyon sonrasi erken donemde
ROS ve nitrik oksit (NO) iiretiminde once artis ve sonra azalma seklinde biiyiik
degisiklikler gozlenir. (Carden ve Granger 2000). Yiiksek konsantrasyonlarda NO,
peroksinitrit ve diger nitrojen tiirleri olusturmak i¢in ROS ile reaksiyona girer. (Den
Hengst ve dig. 2010). Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz
gibi endojen antioksidan enzimler hiicreleri ROS’un zararli etkilerinden korur. Bu
enzimlerin Olgiilmesi IR hasar1 sirasinda olusan oksidatif stresin biiytikliglini
belirtir. (Singh ve dig. 2005; Yaman ve dig.2019). ROS ve ROS-aracili lipid
peroksidasyonun IR ve komplikasyonlarinin patogenezinde onemli rol oynadig:
gosterilmis ve malondialdehid (MDA) lipid peroksidasyon hizinin bir gostergesi
olarak kullanilmistir. (Yaman ve dig. 2019). Lipit peroksidasyon hiicresel hasar1 ve
enflamasyonu daha da siddetlendirmektedir. (dePerrot ve dig. 2003).

Oksidatif stres gibi ¢ok ¢esitli uyaranlar, farkli sinyal yolaklar tarafindan
diizenlenen endotel hiicre apoptozuna ve endotelde islev bozukluguna neden olabilir.
(de Nigris ve dig. 2003). Proinflamatuvar yanit ve apoptoz seklinde hiicre 6limii
IRH’ nin patogenezine katilan iki 6nemli yoldur. (Barkett ve Gilmore 1999; Ross ve

dig. 2000). (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Doku hasarinin iskemi ve reperfiizyon bilesenlerine katilan bagslica

patolojik olaylari. (Kalogeris ve dig. 2012).

2.4.2. Hiicre Zar1 Iyon Pompalar1

Iskemi sirasinda dokuya kan akimmin engellenmesi, sekil 2.4’de gosterildigi
gibi hiicre yiizeyindeki Na'/K*-ATPaz ve Ca’*-ATPaz pompalarinin bozulmasina
neden olabilir. (Wu ve dig. 2018). Na'/K'-ATPaz pompas1 hiicre igi elektrolit
derisiminin korunmasi (yiiksek K* ve diisiik Na*) ve alveolar stvinin etkin bir sekilde
uzaklastirilmasi i¢in son derece 6nemlidir. (dePerrot ve dig 2003). Na'/K*-ATPaz
pompasinin bozulmas1 hiicrelerde Na* birikimine neden olurken K*’un hiicrelerden
cikisina neden olur. Hiicre iginde Na' seviyesinin artmasit Na'/H® pompalarmin
aktivitesini azaltir. Ca™"-ATPaz pompasinin bozulmas1 hem endoplazmik retikulum
gibi hiicre i¢i depolardan hem de hiicre zarindan Ca®™" gecisine neden olur ve geri
alim mekanizmasi bozuldugu igin hiicre iginde Ca™" birikir. (Wu ve dig. 2018). pH
ve hiicre i¢i Ca™" derisimindeki degisiklik hiicresel hasara neden olan bircok hiicre ici

stireci tetikler. (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Iskemi-reperfiizyon hasarinda iyon pompalari. (Kalogeris ve dig. 2012).

Yiiksek hiicre i¢iCa’™ ayrica ksantin dehidrogenazin ksantinoksidaza (XO)
doniisiimiinii artirabilir ve serbest radikallerin mitokondri lizerindeki zararli etkisini
kuvvetlendirebilir. (de Perrot ve dig. 2003). Elektron alicisi olarak nikotinamid
adenin diniikleotide (NAD) ihtiya¢ duyan ksantin dehidrogenaz, endotelde ve tip 1l
alveoler hiicrelerde iskemi meydana geldiginde XO'ya dontstirilir. XO
hipoksantini 6nce ksantine, ardindan oksijen radikali kaynag:i olarak kullanilacak
olan iirik asite okside eder. Hipoksantin, adenozin trifosfat (ATP) ve adenozin
monofosfat (AMP) gibi yiliksek enerjili niikleotitlerin parcalanmasindaki son
molekiildiir. XO tarafindan iiretilen radikaller endotel hiicresine zarar verir. Serbest
radikaller endotel hiicrelerinden salindiginda, XO akcigerlerde nétrofillerin birikimi
stirecinde gorev alan bir faktordiir ve daha fazla IR hasarma yol agar. (Den Hengst ve

dig 2010). (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Akcigerlerde ksantin oksidaz bagimli siiperoksit olusumu. (Den Hengst ve
dig. 2010).

Hiicrelerde H*, Na* ve Ca™" birikmesi hiicre i¢inde ozmolarite artisina neden
olur. Hiicre i¢inde ozmolarite artis1 sitoplazmaya su gecisine ve hiicre sismesine yol
acar. Hiicrede H" birikimi hiicresel pH'y1 diisiiriir, enzim aktivitesinin bozulmasina
ve niikleer kromatinin kiimelesmesine neden olur. Ribozomlarin ayrilmasi protein
sentezini azaltir. Reperflizyonun baglamasi1 ile birlikte kan akimmin yeniden
olusturulmasi, iskemik dokunun oksijenlenmesine neden olur. Iskemik dokunun
reperfiizyonuna paralel olarak, iskemiye maruz kalan hiicrelerde antioksidatif
kapasite diisiik oldugu i¢in dokunun yeniden oksijenlenmesi, ROS olusumunda artiga
neden olur. (Wu ve dig.2018).

2.4.3. Sitokinler

Sitokinler diisiik molekiil agirlikli glikoproteinlerdir ve oncelikle bagisiklik
hiicreleri tarafindan {iretilirler ve bagisiklik sistemi yanitlarinin ve hiicre i¢i sinyal
iletiminin diizenlenmesinden sorumludurlar. Ayrica fibroblastlar, diiz kas hiicreleri
ve endotel hiicreleri tarafindan da iiretilmektedirler. Sitokinlerin biiyiik bir cogunlugu
etkisini parakrin ve otokrin tarzda gosterir. Asirt {iretilmeleri ve sistemik dolagima

taginmalar1 halinde SIRS ve MODS’a neden olmaktadirlar. (Bown ve dig 2001).
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IR’nin neden oldugu akciger hasari, aktive olmus lokosit infiltrasyonu
(s1izmast), artmis oksidatif stres, mikrovaskiiler gecirgenlik ve sistemik enlamatuvar
yanit ile karakterizedir. (Pararajasingam ve dig. 2000; de Perrot ve dig. 2003; Den
Hengst 2010). Bu hasara lenfositler, pulmoner arteryel endotel hiicreleri, alveolar
makrofajlar ve pulmoner alveoler Tip II hiicreleri aracilik etmektedir. (Fehrenbach
2001). Tip II alveoler hiicreler, uygun kosullar altinda uyarildiklarinda gesitli sitokin
ve kemokinleri salgilar. (Crestani ve dig. 1994). Sitokinler, enflamatuvar yanitin hem
baslatilmasi hem de siirdiiriilmesinin yani sira, siddetini ayarlayarak IRH’de 6nemli
bir rol oynamaktadir. (Dwivedi ve dig. 2007).

Akcigerlerin IR’si sirasinda trombin, kompleman (baslica C3 ve C5a), PAF
(trombosit aktive edici faktor), vazokonstriktif ve vazodilatator arasidonik asit tiirevli
aracilar, niikleer faktér-kappa B (NF-xkB) ve aktivator protein-1 (AP-1) gibi
transkripsiyon faktorleri ve TNF-a, IFN-y, IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10 ve IL-
18 gibi anti-enflamatuvar ve pro-enflamatuvar sitokinler hizli bir sekilde salinir.
IRH’de tiim bu aracilarin ¢ok karmasik ve birbirleri ile iliskili gérevleri bulunur ve
farkli kosullardan etkilenirler. Bu sitokinler ve kemokinler, yapisma molekiillerinin
artisina, endotel hiicresinin aktivasyonuna, damar diiz kasi hiicrelerinin hem
kasilmasmma hem de gevsemesine neden olarak, damar capina ve enflamasyon

bolgesine 16kositlerin gogline neden olmaktadirlar. (Den Hengst ve dig. 2010).

2.4.4. Matriks Metalloproteinazlar (MMP)

Matriks metalloproteinazlar (MMP) ¢inko igceren endopeptidazlardir. Tiim
MMP’lerin ortak 6zellikleri; HDM proteinlerini parcalarlar, aktif bolgelerinde ¢inko
(Zn*") igerirler ve kararli halde olmalari icin Ca™ gerekir ve sadece notral pH’da
fonksiyon yaparlar. Membran tipi (MT)-MMP'ler harig, tim MMP'ler 6nciil molekiil
seklinde salgilanirlar ve salgilandiktan sonra hiicre dis1 boslukta aktive olurlar.
MMP'ler, birkag¢ alt sinifa ayrilir: kollajenazlar (MMP-1, MMP-8, MMP-13),
jelatinazlar (MMP-2, MMP-9), stromelisinler (MMP-3, MMP-10, MMP-11),
matrilisin (MMP-7), elastaz (MMP-12) ve MT-MMP'ler (MMP-14, MMP-15, MMP-
16, MMP-17). (Chakrabarti ve Patel 2005).

Yapisal olarak MMP-2 iireten endotel hiicreleri disinda, akcigerdeki hiicreler
normalde jelatinaz iiretmezler. Ancak enfeksiyonlar ve enflamatuar hastaliklar

sirasinda, brongiyalepitel hiicreleri, Clara hiicreleri, alveoler tip II hiicreler, diiz kas
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hiicreleri ve fibroblastlarin timii MMP-9 iiretebilir. Hem nétrofiller hem de
eozinofiller yapisal olarak MMP-9 {iretirken makrofajlar, mast hiicreleri ve
lenfositler enflamatuar kosullar altinda MMP-9 salgilar. (Atkinson ve Senior 2003).

HDM, cesitli glikoproteinler, proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlarin yani
sira kollajen ve elastin gibi protein bilesenlerinden olusan karmasik bir yapidir.
HDM, akciger dahil ¢esitli organlarda yapisal destek saglamak icin gereklidir.
HDM'nin biitiinliigii, protein biriktirme ve bozunumu arasindaki dinamik denge ile
korunur. MMP'lerin temel 6zelligi, HDM'nin proteinlerini par¢alama yetenekleridir.
Hem MMP-2 hem de MMP-9, jelatin, tip IV ve tip V kollajenler, ELN ve vitronektin
dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli matriks proteinlerini metabolize eder. (Opdenakker ve
dig. 2001). HDM'nin MMP'ler tarafindan bozulmasi hem fizyolojik hem de patolojik
kosullarda meydana gelir, biiyiime ve gelisme, vaskiilarizasyon ve dokunun yeniden
sekillenmesi gibi siiregleri diizenler. (Chakrabarti ve Patel 2005).MMP-9’un asiri
tiretilmesi, pro-enflamatuvar sitokinlerin ve mikrovaskiiler gecirgenlik artisi ile
uyumlu olan 6nemli bir faktordiir. (Yano ve dig. 2001). IR sirasinda aktive olmus
notrofillerden salinan MMP’ler ve miyeloperoksidaz gibi proteolitik enzimler,
akciger hasarinin 6nemli belirtecleridir. (Ng ve dig. 2006). Akcigerlerin gecirgenlik
bariyerinin biitiinliigii, saglam endotel hiicre-hiicre etkilesimine ve HDM’ye yapisma
yetenegine baghdir. Akcigerin bariyer fonksiyonu, MMP’ler gibi akciger
dokusundan kaynaklanan ¢esitli enzimler veya nétrofil elastaz gibi 16kosit
istilasindan kaynaklanan enzimler tarafindan, hiicrenin yapigma yapilarindaki gerekli
bilesenlerin (siki baglantilar, adherens baglantilar ve desmozomlar) enzimatik
parcalanmasi sonucu bozulabilir. (Cummins ve dig. 2006; Cauwe ve dig. 2007).
MMP’ler ayrica genis bir dizi HDM-bagl sitokinler, kemokinler ve biiylime
faktorlerinin serbestlesmesine ve aktivasyonuna da araci olur. (Van Lint ve Libert
2007; Manicone ve McGuire 2008).

IRH sonrasinda akciger dokusunda BAL sivisinda MMP-9 seviyelerinin ve
aktivitelerinin anlamli olarak artigt ve MMP seviyeleri ile akcigerlerin
mikrovaskiiler damar yatagindaki gecirgenlik arasinda pozitif bir uyum oldugu
gosterilmistir. (Soccal ve dig. 2000; Waldow ve dig. 2009; Yaman ve dig. 2019).
Biitiin bu etkiler alveolar-kapiller zar1 hasarlayarak, PVR ve P,y.s’de artis ve akciger
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O6demi olusturarak, siddetli ventilasyon-perfiizyon uyumsuzlugu ile gaz degisim
bozukluklarina neden olurlar. (Ng ve dig. 2006; Chen ve dig. 2010).

2.4.5. Elastin

Elastin (ELN), biiyiik capl arterler, kalp kapakeiklari, akciger dokusu, deri ve
belirli baglar ve kikirdaklar gibi tekrar tekrar sekil degistirme 6zelligi olmak zorunda
olan, insan dahil birgok omurgali dokusunu g¢evreleyen, esneklik ve elastik geri
¢ekilmeden sorumlu HDM proteinidir. Enzimatik olarak capraz bagli tropoelastin
monomerleri ve mikrofibriler proteinlerin {irtinleri olan elastik lifler, ¢oziinmeyen
polimerize ELN ¢ekirdeginden ve periferinde yer alan mikro liflerden olusur. Elastik
lif aglari, normal fizyolojik fonksiyonlarn siirdiiriilmesinde, esneklik
kazandirilmasinda ve doku ve organlara geri ¢ekilmesinde onemli bir rol oynar.
(Wang ve dig. 2021).

Akcigerlerde elastin lifleri, solunum sirasinda alveollerin genislemesini ve
geri ¢ekilmesini desteklemek i¢in solunum agaci boyunca ince, ¢ok dalli bir ag
olusturur. Aort ve arterlerde, ELN lifleri medial tabakada bulunur ve damar
duvarlarina esneklik ve dayaniklilik veren ortak merkezli pencereli lameller
olusturur. (Kielty ve dig. 2002). Kapsamli ¢apraz bagli yapilar1 sayesinde yaklasik 70
yillik bir yartlanma &mrii ile saglikli dokularda yavasca pargalanan uzun dmiirlii bir
proteindir. (Wang ve dig. 2021). Bununla birlikte, MMP'ler ve serin proteazlar gibi
cesitli proteazlar, mikrofibrillere ve ELN’ye =zarar vererek ELN liflerini
parcalayabilir ve bu da elastikiyet kaybina neden olur. Bu elastikiyet kaybi, vaskiiler
anevrizmalar ve amfizem ile birlikte kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH)
dahil, bir dizi dejeneratif ve enflamatuar hastaligin patolojik ozelligidir. Patolojik
kosullarda artan ELN yikimi, viicut sivilarinda ELN igeriginde azalma veya ELN’nin
parcalanmasindan sonra olusan ELN yikim iriinlerinin salinmasiyla tespit
edilebilmektedir. (Jacob ve dig. 1992; Dillon ve dig. 1992; Schriver ve dig. 1992;
Kielty ve dig. 1994; Ashworth ve dig. 1999; Petersen ve dig. 2001;Ayala ve dig.
2018).

2.5.Traneksamik Asit
Travma, kanama ve resusitasyon, coklu organ yetmezligi (MOF), AAH,

koagiilopati ve abartili enflamatuvar yanit nedeniyle yiliksek 6liim orani ve hastalik
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ile sonuglanabilmektedir. (Brohi ve dig. 2003; Hirsiger ve dig. 2012; Pidcoke ve dig.
2012; Darlington ve dig. 2015). AAH’da akcigerlerin bariyer iglevinin kaybolmasi
nedeniyle makrofajlarin, monositlerin ve trombositlerin akcigerlere sizdigi
bilinmektedir. (Wudig. 2016). Dogal bagisiklik hiicrelerinin akcigerlere sizmasi,
matriks proteinlerini pargalayan ve akciger endotel fonksiyonunu bozan enflamatuar
sitokinlerin, miyeloperoksidaz ve proteazlarin salinmasini igeren bir dizi
biyokimyasal olayr baslatir. Dogal bagisiklik hiicreleri proteolitik enzimler
(metalloproteazlar, katepsinler ve plazmin) salgilar. Bu enzimler, HDM’yi parcalar
ve yeniden bi¢imlendirir;, HDM’nin pargalanmasi bagisiklik hiicrelerinin go¢iline ve
sizmasma olanak saglar. (Hopps ve Caimi 2012). Plazminojen/plazmin dogal
bagisiklik hiicrelerine baglanir ve bu hiicrelerin gociinlin gergeklesebilmesi icin
HDM’yi yeniden sekillendirip diizenler. Plazminojen, 16kositlerde a-enolaz’a veya
plazminojen reseptdriine baglanabilir. (Diaz-Ramos ve dig. 2012; Miles ve dig.
2012). Plazminoejen, lirokinaz tip plazminojen aktivator (uPA) reseptorii ve uPA'ya
yakin oldugunda aktif formu plazmine doniistiiriilebilir. Plazmin, HDM’yi dogrudan
yeniden sekillendirebilen ve ayni zamanda metalloproteaz Onciillerini aktif
formlarina donistiirebilen bir serin proteazdir. (Hopps ve Caimi 2012). Plazmin
ayrica kompleman C5’i, CS5a'ya doniistiiriir. (Foley ve dig. 2016). C5a, siddetli
alveolar-kapiller bariyerin fonksiyonun bozulmasina neden olan l6kositlerin
toplanmasi ve ayrilmasi ile iliskilidir. (Russkamp ve dig. 2015).

Traneksamik asit (TXA), tripsinojen ve plazminojen dahil, serin proteazlar
tizerindeki lizin baglanma bdlgelerini bloke eden bir lizin tiirevidir. (McCormack
2012). TXA kanamay1 durdurmak icin antifibrinolitik ajan olarak kullanilmaktadir.
(Tengborn ve dig. 2015). IR’de sistemik enflamasyonun gelistigi uzun yillardir
bilinmektedir. (Neary ve Redmond 1999). Fibrinolizin sistemik enflamasyonun
baslangici icin bir belirte¢ olabilecegine dair kanitlar bulunmaktadir. (Cvachovec ve
dig. 2000). Ryniak ve dig. (2014)’nin yayimladiklar1 bir ¢alismada antifibrinolitik
ajan TXA’nin travma gecirmis bir hastada ventilator mekanigi belirgin bir sekilde
tyilestirdigi ve kan transfiizyonundan sonra AAH’da iyilesmeye neden oldugu
gosterilmistir. TXA’nin akciger dokusuna I6kosit ve trombosit sizmasini ve
akcigerlerin bariyer fonksiyon kaybini azaltarak AAH gelisimini azaltabilecegi ileri

stiriilmiistiir. (Wu ve dig. 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvanlar

Bu calismada ortalama agirliklar1 312+7,6 g olan 21 adet erkek Sprague
Dawley sican kullanildi. Hayvanlar Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 (Tarim ve
Orman Bakanlig1) tarafindan 13 Aralik 2011 tarihli Resmi Gazetede yayimlanan,
Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar i¢in Kullanilan Hayvanlarin Refah ve
Korunmasina Dair Yonetmelik kurallarina uygun olarak, aydinlik-karanlik dongiisii
(12 saat) ve sicaklik (23+1 °C) kontrollii bir odada, yiyecek ve suya serbestce
erisimlerine olanak saglanan kafeslerde barindirildi. Tiim deney protokolleri,
Tekirdag Namik Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(HADYEK) tarafindan 07 Mart 2022 tarihli toplantisinda T2022-858 sayil1 karar ile

onaylandiktan sonra gerceklestirildi.

3.2. Deneyin Tasarimi

Siganlar kontrol (Sham), iskemi-reperfiizyon (IR) ve traneksamik asit+iskemi
reperfiizyon grubu (TXA+IR) olmak iizere rastgele ii¢ gruba ayrildi (her grupta yedi
adet sigan; n=7).

Kontrol (Sham Grubu) (n=7): Laparotomi ve infrarenal abdominal aorta
(IAA) diseksiyonu uygulandiktan sonra insizyon yeri kapatildi, ancak IR
uygulanmadi.

Iskemi-reperfiizyon (IR) Grubu (n=7): Laparotomi ve IAA diseksiyonu
uygulandiktan sonra, IAA’ya mikrovaskiiler klemp yerlestirilerek 60 dakika
okliizyon saglandi ve siire bitiminde batin tekrar acildi ve TAA’daki mikrovaskiiler
klemp uzaklastirilarak 120 dakika reperfiizyon gergeklestirildi.

Traneksamik asit (TXA)+IR Grubu (n=7): Iskemiden 30 dakika &nce
siganlara intravendz olarak ilk doz traneksamik asit (Haver Pharma ilag A.S.
Istanbul-Tiirkiye, yarilanma dmrii 120 dk.) 50 mg/kg olarak verildi. (Ho ve Ismail
2003). Otuz dakikalik siirenin sonunda laparotomi ve IAA diseksiyonunu yapildiktan
sonra, IAA’ya mikrovaskiiler klemp yerlestirilerek 60 dakika okliizyon sagland1 ve
reperfiizyona baglamadan 15 dakika once ikinci doz traksenamik asit (50 mg/kg)
verildi ve siire bitiminde batin tekrar agilarak ve IAA’daki mikrovaskiiler klemp

kaldirildi 120 dakika reperfiizyon saglandi.
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3.3. Cerrahi Yontem

Tiim siganlara tiopental sodyum (Pental Sodyum Flakon, I.E. ULAGAY,
Istanbul, Tiirkiye) (60 mg/kg, intraperitoneal; i.p) verilerek anestezi edildi. (Guner ve
dig. 2014). Anesteziyi takiben sigcanlar bir 1sitma levhasi iizerinde sirtiistli
pozisyonda yatirilarak tiim deney boyunca viicut 1silarmnim 37+0.5 °C'de sabit kalmasi
saglandi. Gerektiginde, ilave anestetik ve sivi kayiplarina karsi serum fizyolojik
vermek icin lateral kuyruk veni kaniile edildi. Trakeotomiyi takiben trakeasina 14
kalibrelik kateter yerlestirildi ve hayvanlarin spontan solunum yapmalarina olanak
saglandi. Deney siiresince kan basinci takibi yapabilmek amaciyla siganlarin sag
karotis arterine kaniil (24G) yerlestirildi. Kan basinci, karotis arterindeki kaniile bagl
bir transdiiser (SS13L, BSL Pressure Transducer, Biopack Syistems, USA) araciligi
ile bilgisayarli sistem (MP36, Biopack Systems, USA) kullanilarak kaydedildi.
Deney siiresince olusabilecek pihtilagmalar1 6nlemek amaciyla, serum fizyolojik ile
sulandirilmis ve toplam hacmi 500 puL olacak sekilde, 50 U/kg heparin (Nevparin;
Mustafa Nevzat Ilag Sirketi, Istanbul, Tiirkiye) lateral kuyruk veninden intravendz
olarak verildi. Daha sonra batin bélgesinde cilt aseptik olarak hazirlandi ve orta hatta
laparotomi yapildi.

Abdominal aorta, bagirsaklar hafif¢e sola ya da saga cekilerek agiga cikarildi.
Abdominal aortanin infrarenal segmentinin ince izolasyonundan sonra, iskemi
stirecini baglatmak iizere IAA’ya travmaya yaratmayan mikrovaskiiler bir klemp
(vascu-statts 11, midistraight 1001-532; ScanlanInt. St Paul, MN, ABD) yerlestirildi.
Abdomen bolgesi kapatilmadan hemen 6nce deney siiresince hayvandan sivi kaybini
onlemek i¢in periton bosluguna 10 mL serum fizyolojik ilave edildi ve daha sonra
abdomen bolgesi cerrahi iplikle dikilerek kapatildi. Abdomende insizyon bdlgesinin
kurumasin1 Onlemek i¢in, bu bolge tiim deney siiresince serum fizyolojik ile
islatilmis  gazli bezle ortiildii. Iskemi siirecini sonlandirmak iizere IAA’ya
yerlestirilmis olan mikrovaskiiler klemp 60 dakika sonra uzaklastirildi ve 120 dakika
stirecek olan reperfiizyon siireci baglatildi.

Aortik okliizyon ve reperfiizyon, distal aortta tatmin edici nabzin kaybi ve
yeniden ortaya ¢ikmasiyla dogrulandi. Sistemik arteriyel kan basinglar1 kaydindaki
degisiklikler de bu yontemi dogruladi.
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Reperfiizyon siiresinin bitiminden hemen sonra akcigerlerden BALS ve kan
serumu Ornekleri i¢in karotis arterinden kan Ornekleri alindi. Deneyin sonunda
hayvanlara lateral kuyruk veninden intraventz (i.v.) olarak yiiksek doz anestezik
madde (pentobarbital sodyum, 150 mg/kg) verilerek 6tenazi uygulandi. Daha sonra
akcigerler derhal ¢ikarildi ve 9%0,9’luk serum fizyolojik ile yikandi. Sol akcigerin dis
yarist histolojik degerlendirme igin formaldehitte saklandi. Sag akcigerin alt lobu,
akcigerin yas/kuru (W/D) oranini belirlemek i¢in kullanildi. Akcigerlerin geri kalan
kisimlar1 ve serum Ornekleri -20 °C'de saklandi. Tiim 6rneklerde matriks
metalloproteinaz-9 (MMP-9) ve elastin seviyeleri hazir kitler kullanilarak ELISA

yontemi ile ol¢iildii.

3.4. Yag/Kuru Agirhk Oram

Akciger Odeminin gostergesi olarak yag/kuru (W/D) agirlik oranlar
hesaplandi. Her siganin sag akcigerin alt lobu c¢ikarildi, serum fizyolojik icinde
yikand1 ve ardindan yas agirligi belirlemek {izere tartildi. Akcigerler daha sonra
60°C'ye ayarlanmis etiivde 24 saat kurutuldu ve kuru agirlig: elde etmek i¢in yeniden

tartildi. W/D oranlar1 1slak agirligin kuru agirliga boliinmesiyle hesaplandi.

3.5. Histolojik Degerlendirme

Histolojik degerlendirme i¢in akciger dokulari diseke edildi, %10 notr
formalinde sabitlendi, parafin i¢ine gomiildii ve ardindan 5 pm kalinliginda kesitler
alindi. Kesitler slaytlara yerlestirildi, ardindan ksilen i¢inde deparafinize edildi ve
dereceli alkolde yeniden hidrate edildi. Slaytlar, histolojik degerlendirme i¢in ve
standart protokoller kullanilarak genel doku morfolojisini saptamak igin
hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyandi. Slaytlar 151k mikroskobu (Olympus CX41,
Tokyo, Japonya) altinda incelenerek fotograflari ¢ekildi. Doku hasari, Kandilci ve
dig. (2006) ve Pirat ve dig. (2006)’dan modifiye edilen skorlama sistemine gore
patolog tarafindan degerlendirildi ve puanlandi. Puanlama su sekilde
derecelendirildi: skor 0 (sifir); %0 tutulumu, skor 1; %1-25 tutulumu, skor 2; %26-50
tutulumu, skor 3; %51-75'i tutulumu ve skor 4; %75-100 tutulumu goéstermektedir.
Akciger hasar1 igin bes parametre (interstisyel odem/infiltrasyon, intra-alveoler
odem/infiltrasyon, intra-alveoler kanama, kapiller konjesyon ve hava yolu epitel

hiicre hasar1) degerlendirildi ve toplam akciger hasari skoru hesaplandi (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Histolojik skorlama sistemi

Skorlar
Parametre 4 3 2 1 0
interstisyel %75-100 %51-75 %26-50 %1-25 %0

odem/infiltrasyon | tutulum tutulum tutulum | tutulum tutulum

Intraalveolar %75-100 | %S51-75 %26-50 %1-25 %0
O0dem/infiltrasyon | tutulum tutulum tutulum | tutulum tutulum

Intraalveolar %75-100 %51-75 %26-50 | %I1-251 %0

kanama tutulum tutulum tutulum | tutulum tutulum
Kapiller %75-100 %51-75 %26-50 %1-25 %0

konjestion tutulum tutulum tutulum | tutulum | tutulum
Hava yolu epiteli | %75-100 | %51-75 %26-50 | %1-25 %0

hiicre hasari tutulum tutulum tutulum | tutulum tutulum

3.6. Biyokimyasal Olgiimler

3.6.1. Kan SerumuEldesi

Sicanlardan jelli tiipe alinan kan 6rnekleri serum elde etmek amaciyla 4000
rpm’de 10 dakika santrifiij (Hettich, UNIVERSAL 320R model sogutmali santrifiij)
edildi. Elde edilen serum Ornekleri mikrosantrifiij tiiplere ayrildiktan sonra derin
dondurucuda (-20 °C) g¢alisma giiniine kadar saklandi. Serum 6rnekleri ¢alisma giinii

oda 1s1sina getirildikten sonra analiz edildi.

3.6.2. Bronkoalveolar Lavaj Sivis1 (BALS) Eldesi

Sol ana brons kaniile edilerek emniyete alindi. 5 mL serum fizyolojik hizl bir
sekilde enjektor yardimi ile akcigerlere verildi ve verilen serum fizyolojik BALS
Ornegi almak icin yavasca geri c¢ekildi. Bu islem ii¢ kez tekrarlandi. Sivi geri
kazanimi rutin olarak %90 veya daha fazlaydi. Bu sivi 4000 rpm ve 4 °C 'de 10
dakika santrifiij (Hettich, UNIVERSAL 320R sogutmal1 santrifiij, Germany) edildi.
Siipernatan, biyokimyasal degerlendirmeler icin analiz edilene kadar -20 °C 'de

saklandi.
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3.6.3. Akciger Doku Ornegi Homojenizasyonu

Sicanlardan alinan akciger doku oOrnekleri derin dondurucuda (-20 °C)
calisma giliniine kadar saklandi. Calisma giinii fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS pH 7.,4)
(HANNA, pHmeter, USA) hazirlandi. Dokulardaki kan kalintilar1 bu tamponla
yikanip temizlendikten sonra hassas terazide (Shimadzu Corporation, ATX224
hassas terazi, Japan) tartildi ve miktarlar1 kaydedildi. Tartilan tiim dokular 10 kati
hacimlerindeki tampon ¢ozelti iginde ve buzun iizerinde homojenize edildi (Yellow
Line Homojenizator, Thailand). Homojenatlar tiiplere aktarildi. Homojenat igeren
tiplerin iizerleri yazildi ve bu tiipler 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant ayr1 bir tiipe aktarildi ve homojenatlar hazirlandiklar1 giin hemen analiz
edildi.

3.6.4. Kimyasallar

Traneksamik asit (Transamine %5, 5 mL, 250 mg, Haver Pharma fla¢ A.S.
Istanbul-Tiirkiye) eczaneden temin edildi ve kullanilincaya kadar oda sicakhiginda
giines gdrmeyen ortamda saklandi. Diger tiim reaktifler (MMP-9 ve ELN 6lclimiinde
kullanilacak olan kitler) 4 °C 'de saklandi. Reaktifler kullanimdan once oda

sicakliginda dengelendi.

3.7. Elisa(ELISA)Y6ntemi

MMP-9 Calisma Yontemi

Serum, BALS ve doku 6rneklerindeki MMP-9 diizeyleri ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) yontemiyle o6lgiildi. Bu oOlgiim igin 96 testlik
Bioassay Technology Laboratory (Shangai Korain BiotechCo., Ltd. Shangai, China)
markal1 ticari ELISA kiti (Katalog No: E0321Ra) kullanildi. Bu kitle sandvig ELISA
prensiyle 6l¢iim yapildi. Kit’in 6l¢tim araligi: 0,05-10 ng/mL; Kit’in inter-assay CV
(coefficient of variation)’si<%10.

Analiz Prensibi: Stok standart kullanilarak seri diliisyonla kitin olgiim
araligindaki standartlar hazirlandi. Plaka iizerinde bulunan mikrokuyucuklar si¢an
MMP-9’a spesifik antikorla kaplidir. Ornekler ve standartlar bu mikrokuyucuklara
eklendiginde iclerinde bulunan MMP-9, bu spesifik antikora baglanir. Sonra
mikrokuyucuklara MMP-9’a spesifik biyotinli antikor eklenir ve bu biyotinli antikor
orneklerdeki MMP-9’a baglanir. Daha sonra Streptavidin-Horseradish Peroksidaz
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(HRP) konjugati mikrokuyucuga eklenir ve bu konjugatin inkiibasyonla biyotinli-
MMP-9 antikoruna baglanmasi saglanir. Inkiibasyon sonrasi baglanmayan maddeler
yikamayla uzaklastirilir. Daha sonra substrat eklenir ve sadece MMP-9 bulunan
kuyucuklarda mavi renk olusumu gozlenir. Enzim substrat reaksiyonu asidik stop
solisyonun eklenmesiyle durdurulur ve sar1 renk olusumu gozlenir. Biitiin
kuyucuklarin optik dansiteleri 450 nm’de Slgiiliir. Standart egrisi ¢izilir ve bu egriye
gore Orneklerdeki MMP-9 konsantrasyonu hesaplanir. Optik dansite 6rneklerdeki
MMP-9 konsantrasyonuyla orantilidir.

Analiz i¢in Hazirhk Asamasi: Kitin bilesenleri oda 1sisina getirildikten
sonra kullanildz.

Standartlarin Hazirlanmasi: Standartlarin hazirlanmasinda 12,8 ng/mL
konsantrasyondaki stokstandardi ve standart diliienti kullanildi.  Seri diliisyon
yapilarak 6,4, 3,2, 1,6, 0,8 ve 0,4 ng/mL konsantrasyondaki standartlar hazirlandi.

Yikama soliisyonunun hazirlanmasi: 20 mL hacmindeki konsantre yikama
tamponu, distile suyla 25 kat diliie edildi.

Analiz Prosediirii: Biitiin reaktifler oda 1sisina getirildikten sonra kullanildi.
Plaka tizerinde kor, standart ve Ornek eklenecek kuyucuklarin yeri belirlendi.
Standartlar seri dillisyonla hazirlandi. Standart kuyucuklarina standart numunesinden
50 uL pipetlendi. Ornek kuyucuklarina her bir drnekten 40 pL pipetlendikten sonra
sadece serum pipetlenen bu kuyucuklara 10 uL antikor eklendi. Daha sonra standart
ve Ornek pipetlenen tiim kuyucuklara (kor kuyucuk hari¢) 50 puL streptavidin-HRP
eklendi ve plaka {izeri bantla kapatildi. Plaka iyice karigtirildiktan sonra etiivde 37
°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda plaka yikama soliisyonu ile 5 kez
yikandi. Bu yikamada her bir kuyucuk 350 pL’lik yikama soliisyonuyla yikandi.
Plaka ters ¢evrilerek kagit havlu iizerinde kurutuldu. Hemen tiim kuyucuklara
sirastyla 50°ser uL A ve B substrat soliisyonu eklendi. Derhal plaka tizeri bantla
kapatildi ve etiivde 37 °C’de 10 dakika karanlikta inkiibe edildi. Daha sonra
kuyucuklar 450 nm’de derhal okundu. Okunan standart degerlerle standart egrisi
cizildi. Egride “X” konsantrasyonu, “Y” ise absorbansi ifade etmektedir. Bu egri

kullanilarak 6rneklerdeki MMP-9 konsantrasyonu hesaplandi.
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Elastin (ELN) Calisma Yontemi

Serum, BALS ve doku orneklerindeki elastin diizeyleri ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) yontemiyle Olgiildii. Bu ol¢iim igin 96 testlik
Bioassay Technology Laboratory (Shangai Korain Biotech Co., Ltd. Shangai, China)
markali ticari ELISA kiti (Katalog No: E1807 Ra) kullanildi. Bu kitle sandvi¢ ELISA
prensiyle dl¢iim yapildi. Kit’in 6l¢iim araligi: 0,6-180 ng/mL,; Kit’in inter-assay CV
(coefficient of variation)’si<%10.

Analiz Prensibi: Stok standart kullanilarak seri diliisyonla kitin 6l¢iim
araligindaki standartlar hazirlanir. Plaka {izerinde bulunan mikrokuyucuklar rat
elastine spesifik antikorla kaplidir. Ornekler ve standartlar bu mikrokuyucuklara
eklendiginde iclerinde bulunan elastin, bu spesifik antikora baglanir. Sonra mikro
kuyucuklara elastine spesifik biyotinli antikor eklenir ve bu biyotinli antikor
orneklerdeki elastine baglanir. Daha sonra Streptavidin-Horseradish Peroksidaz
(HRP) konjugatt mikrokuyucuga eklenir ve bu konjugatininkiibasyonlabiyotinli-
elastin antikoruna baglanmasi saglanir. Inkiibasyon sonrasi baglanmayan maddeler
yikamayla uzaklastirilir. Daha sonra substrat eklenir ve sadece elastin bulunan
kuyucuklarda mavi renk olusumu gozlenir. Enzim substrat reaksiyonu asidik stop
soliisyonun eklenmesiyle durdurulur ve sar1 renk olusumu go6zlenir. Biitiin
kuyucuklarin optik dansiteleri 450 nm’de Slgiiliir. Standart egrisi ¢izilir ve bu egriye
gore Orneklerdeki elastin konsantrasyonu hesaplanir. Optik dansite Orneklerdeki
elastin konsantrasyonuyla orantilidir.

Analiz Icin Hazirhk Asamasi: Kitin bilesenleri oda 1sisina getirildikten
sonra kullanildu.

Standartlarin Hazirlanmasi: Standartlarin hazirlanmasinda 200 ng/mL
konsantrasyondaki stok standardi ve standart diliienti kullanildi. Seri dillisyon
yapilarak 100, 50, 25, 12,5 ve 6,25 ng/mL konsantrasyonlarindaki standartlar
hazirlandi.

Yikama Soliisyonunun Hazirlanmasi: 20 mL hacmindeki konsantre yikama
tamponu, distile suyla 25 kat diliie edildi.

Analiz Yontemi: Biitlin reaktifler oda 1sisina getirildikten sonra kullanildi.
Plaka iizerinde kor, standart ve oOrnek eklenecek kuyucuklarin yeri belirlendi.

Standartlar seri dillisyonla hazirlandi. Standart kuyucuklarina standart numunesinden



22

50 pL pipetlendi (Eppendorf marka pipet, Germany). Ornek kuyucuklarina her bir
ornekten 40 pL pipetlendikten sonra sadece serum pipetlenen bu kuyucuklara 10 pL
antikor eklendi. Daha sonra standart ve Ornek pipetlenen tiim kuyucuklara (kor
kuyucuk hari¢) 50 pL streptavidin-HRP eklendi ve plaka tizeri bantla kapatildi. Plaka
iyice kanistirildiktan (DRAGON LAB marka MX-M model plaka karistirici, P.R.C.)
sonra etiivde (Termal marka) 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
plaka yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi (BioTek marka, ELx50 model plaka
yikayici, USA). Bu yikamada her bir kuyucuk 350 pL’lik yikama soliisyonuyla
yikandi. Plaka ters c¢evrilerek kagit havlu iizerinde kurutuldu. Hemen tiim
kuyucuklara sirasiyla 50’ser uL. A ve B substrat soliisyonu eklendi. Derhal plaka
lizeri bantla kapatildi ve etiivde (Termal marka, Tiirkiye) 37 °C’de 10 dakika
karanlikta inkiibe edildi. Daha sonra kuyucuklar 450 nm’de derhal okundu. (BioTek
marka, ELx800 model plaka okuyucu, USA). Okunan standart degerlerle standart
egrisi ¢izildi. Egride x konsantrasyonu, y ise absorbansi ifade etmektedir. Bu egri

kullanilarak 6rneklerdeki elastin konsantrasyonu hesaplandi.

3.8. Istatistiksel Analiz

Bulgularimizin istatistiksel degerlendirilmesi, GraphPad Prismversion 5.0 for
Windows (GraphPad Software v5.0, San Diego, CA, USA) hazir istatistik programi
kullanilarak gergeklestirildi. Gruplar arasi karsilastirilmalar Non-parametric ANOVA
(Kruskall-Wallis) ile istatistiksel olarak analiz edildi ve sonuglarin p<0.05 ¢ikmasi
durumunda post hoc analiz olarak "Dunn's Multiple Comparison Test" kullanildu.
Tim analizler i¢in p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. Degerler, ortalama+standart

hata (ORT=SE) olarak verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Akcigerlerin Yas/Kuru (W/D) Agirhk Oram

Akciger 6demini belirlemek amaciyla akcigerlerin W/D orani hesaplandi. IR
grubu (10,76+0,41) kontrol grubu (7,83+0,21) ile karsilastirildiginda W/D oraninda
anlamli (p<0.001) bir artisin olustugu gosterildi. TXA+IR grubu (8,53+0,24), IR
grubu (10,76 0,41) ile karsilagtirildiginda akciger 6demi anlamli (p<0,05) olarak
azaldi. Kontrol grubu ile TXA+IR grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi. (Tabo 4.1, Grafik 4.1).

Tablo 4.1. Akcigerlerin yas/kuru (W/D) agirlik orani. Degerler, ortalama =+ standart
hata (Ort. = SE) olarak verilmistir.

Gruplar
Parametre Kontrol IR TXA+IR
W/D 7,83 +0,21 10,76 £ 0.41™** 8,53+0,247

***; Kontrol grubu ile IR grubu arasindaki istatistiksel anlamlilig (***p<0,001), ;&; IR
grubu ile TXA+IR grubu arasindaki istatistiksel anlamlilig1 belirtmektedir (“p<0,05).
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Grafik 4.1. Akcigerlerin yag/kuru (W/D) orani. ***; Kontrol grubu ile IR grubu
arasindaki istatistiksel anlamhiligi (***p<0,001),"; IR grubu ile TXA+IR grubu

arasindaki istatistiksel anlamlihg1 (“p<0,05) gostermektedir.
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4.2. Akciger Histolojisi
Kontrol (Sham) grubu siganlarin akcigerlerinde minimal histolojik
degisiklikler gozlendi. Alveol duvarlari,saglikli akcigerde olmasi gerektigi sekilde

¢ok incedir ve alveollerin ¢ogunda infiltratif hiicre gériilmemistir. (Sekil 4.1).

KONTROL (SHAM)

Of

.qno'

Sekil 4.1. Hematoksilen-ecozin ile boyanmis kontrol grubuna ait akciger dokusu

orneginin mikro fotografi. A; alveol (X20).

IR gurubu siganlarda, kapiller konjestiyon, interstisyel 6dem ve infiltrasyon
ve intra-alveolar kanama dahil olmak iizere orta derecede akciger hasari olustu.
Alveoler bosluklar mononiikleer ve nétrofilik infiltratlarla doluydu. Interstisyel 6dem
ve inflamatuar hiicre infiltrasyonunun kapiller konjestiyonla birlikte bazi bolgelerde
alveol duvarlarinda kalinlasmaya ve yikima neden oldugu goézlendi. Alveollerin
hacmi kiiglilmiis gibi goériinmektedir ve bazi1 orneklerde farkli komsu bolgelerde
alveoller ve alveolar keselerde telafi edici dilatasyonu goriilmiistiir. Hasarli alanlar,
numuneler boyunca heterojenite gostermistir; yukarida belirtilen patolojik
degisiklikler, sadece minimal degisiklikler gosteren bazi alanlarla serpistirilmis
haldedir. Bronsiole pitelde sisme ve vakuolizasyon goriildii ve epitelyumun 6nemli
kisimlarinda erozyon (dokiilme) olduguna dair kanitlar vardi (Sekil 4.2).
grubunda toplam akciger hasari skoru, kontrol grubuna goére anlamli derecede
yiiksekti (p<0.001) (Tablo 4.2, Grafik 4.2).
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Tablo 4.2. Akcigerlerin toplam histolojik hasar skoru. Degerler, ortalama + standart
hata (Ort. + SE) olarak verilmistir.

Gruplar
Parametre Kontrol IR TXA+HIR
Toplam histolojik 0,86 + 0,12 2,80+ 0,12 1,54+ 0,10
hasar skoru

*#%; Kontrol grubu ile IR grubu arasindaki istatistiksel anlamliligi (***p<0,001)

belirtmektedir.
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Grafik 4.2. Akcigerlerin toplam histolojik hasar skoru. ***;Kontrol grubu ile IR
grubu arasindaki istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir (p<0.001).

iSKEMi-REPERF
SN

T

mikro fotografi. *; kapiller konjestionu, kalin siyah ok; intraalveolar kanamay1 ve

interstisyel aralikta kalinlasmayi, ince siyah ok; alveolar bosluga 16kosit

infiltrasyonunu gostermektedir. A; alveol (X20).
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Sekil 4.3. Hematoksilen-eozin ile boyanmis TXA+IR grubuna ait akciger dokusu

orneginin mikro fotografi. ince siyah ok; alveolar bosluga Idkosit infiltrasyonunu
gostermektedir. A; Alveol (X20).

TXA+IR grubu sicanlarda toplam akciger hasar1 skoru IR grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli degildi; fakat toplam akciger hasari IR
grubundaki si¢anlara gére Onemli Ol¢iide daha azdi. (Tablo 4.2, Grafik 4.2).
Incelenen bazi kesitlerdedeki bazi alanlarda, kapiller dilatasyon ve staz ve
interalveolar infiltrasyona bagli olarak interalveolar septumda kalinlagma goriildi;
ancak bu belirtiler IR grubundakine gore daha az belirgindi. Brons epiteli kismen
dokiilmiisii. (Sekil 4.3).

4.3. Matriks Metalloproteinaz-9 (MMP-9) Seviyesinde OlusanDegisiklikler

IR grubundaki siganlarin, serum, BALS ve ADS o6rneklerindeki MMP-9
degerleri (siwrasiyla, 1,57+0,05 ng/mL, 2,60+0,17ng/mL, 653,20+15,98 ng/mg
protein/mL) kontrol grubunun MMP-9 degerleri (sirasiyla, 1,15+0,08 ng/mL,
1,72+0,17 ng/mL ve 527,254+23,79 ng/mg protein/mL) ile karsilastirildiginda anlamh
olarak artt1 (sirasiyla, p<0,01, p<0,01, p<0,01). Sicanlara intravenéz TXA verilmesi,
IR grubunda MMP-9 seviyelerinde olusan artist anlamli olarak azaltti. (sirasiyla,
1,24+0,06 ng/mL, 1,88+0,07 ng/mL ve 508,50£21,95 ng/mg protein/mL),
(p<0,5,p<0,5, p<0,01) (Tablo 4.3, Grafik 4.3).
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4.4. Elastin (ELN) Seviyesindeki Degisiklikler

IR grubuna ait serum, BALS oOrneklerindeki ELN degerleri (sirasiyla,
34,63+1,03ng/mL, 46,92+1,76ng/mL) kontrol grubuna ait orneklerdeki degerler
(swrasiyla, 27,27+0,88 ng/mL, 36,33+1,21ng/mL) ile karsilastirildiginda anlamli
olarak artarken (sirasiyla, p<0,001, p<0,001) ADS o6rneginde IR grubunun ELN
seviyesi (10,93+0,75 ng/mg protein/mL) kontrol grubundaki deger (16,29+1,09
ng/mg protein/mL) ile karsilastirildiginda anlamli olarak azaldi (p<0,01). Diger
taraftan TXA-+IR gurubunun serum ve BALS oOrneklerindeki ELN degerleri
(swrasiyla, 28,83+0,71 ng/mL, 37,54+0,78 ng/mL) IR gurubunun ELN degerleri
(swrastyla, 34,63+1,03 ng/mL, 46,92+1,76 ng/mL) karsilastirldiginda anlamli olarak
azalirken (sirasiyla p<0,05, p<0,05) TXA+IR grubunun ADS o6rnegindeki ELN
degeri (14,92+0,77 ng/mg protein/mL) IR grubundaki degere (10,93+0,75 ng/mg
protein/mL) gore anlamli olarak artt1 (p<0,05). Bu bulgular intravenéz TXA’nn, IR
sirasinda gézlenen MMP-9 seviyesindeki artiglar1 engelleyerek, bu enzimin ELN

yikimina olan etkisini azalttigin1 gostermektedir. (Tablo 4.3, Grafik4.3).

Tablo 4.3. Kan serumu, bronkoalveolar lavaj sivist (BALS) ve akciger doku
stvisinda (ADS), elastin (ELN) ve matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) degerleri.

Degerler ortalama + standart hata (Ort.+SE) olarak verilmistir.

Gruplar
Ornek Parametre Kontrol IR TXA+HIR
MMP-9 1,15+ 0,08 1,57 0,05 ** 1,24 £ 0,06 #
Serum
/
(ng/mL) ELN 2727+0,88 34,63 1,03 ** 28,83+0,71#
MMP-9 1,72+ 0,17 2,60+0,17 ** 1,88+ 0,07 #
BALS
1/ 2
(ng/mL) ELN 3533121 4692+1,76"  37,54+078%
ADS MMP-9 52725+23,79  65320+1598* 508,50+ 21,95 ##
(ng/mg protein/mL) s
ELN 16,29 + 1,09 10,93 + 0,75 14,92 £0.77 #

", Kontrol grubu ile IR grubu arasindaki istatistiksel anlamhhgn gdstermektedir
(**p<0.01, ***p<0.001)%; IR grubu ile TXA+IR grubu arasindaki istatistiksel
anlamhlig belirtmektedir (Fp<0,05, 7 p<0,01).
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Grafik 4.3. Kan serumu, BALS (bronkoalveolar lavaj sivisi) ve akciger doku sivisi
orneklerinde MMP-9 ve elastin bulgulart. *; Kontrol grubu ile IR grubu arasindaki
istatistiksel anlamliligi belirtmektedir (**p<0.01, ***p<0.001). *; IR grubu ile
TXA+IR grubu arasindaki istatistiksel anlamlilig1 belirtmektedir (*p<0.05,77p<0.01).
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada si¢anlarda infrarenal abdominal aortanin  iskemi
reperfiizyonunun (IAA-IR) serum, BALS ve akciger dokusunda MMP-9 aktivitesini
artirarak HDM’nin parcalanmasina ve ELN yikimina yol agtigi ve boylece akut
akciger hasarina (AAH) neden oldugu gosterilmistir. Diger taraftan sicanlara
intravendz TXA verilmesi, MMP-9 aracili ELN yikimmi engelleyerek AAH’y1
azaltmistir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda oksidatif stres, inflamasyon, hiicre
nekrozu ve apoptozun birlikte AAH’dan sorumlu olabilecegi gosterilmistir.
(Goodman ve dig. 2003; de Perrot ve dig. 2003; Wanderer 2008; Guner ve dig. 2014;
Yaman ve dig. 2019). Oksidatif stres ve inflamasyon alveolar-kapiller zara hasar
vererek akcigerlerde gegirgenligin artmasina ve ekstravaskiiler alana sivi gecisine ve
boylece akciger 6demine neden olmaktadir. (Shih ve dig. 2011; Guner ve dig. 2014).

Akciger 6demi AAH nin ayirt edici 6zelliklerinden biridir. Akciger 6deminin
degerlendirilmesinde W/D orani siklikla kullanilmaktadir. (Yaman ve dig. 2019).
Calismamizda IR grubunda akciger 6deminin bir gostergesi olan W/D orani anlamli
olarak artarken, TXA verilen grupta akciger 6demi IR grubuna gére anlamli olarak
azalmistir. (Tablo 4.1, Grafik 4.1). Bu bulgularimiz hem IR grubunun (Tablo 4.2,
Sekil 4.2, Grafik 4.2) hem de TXA verilen grubun akciger dokusunda gozlenen
toplam akciger hasar skoru ve histolojik degisiklikler ile de desteklenmistir. (Tablo
4.2, Grafik 4.2, Sekil 4.3).

AAH’da akcigerlerin bariyer fonksiyonunun bozulmasinin bir sonucu olarak
makrofajlar, monositler, nétrofiller ve trombositler gibi dogal bagisiklik hiicrelerinin
akcigerlere sizdig1 gosterilmistir. (Perl ve dig. 2011). Dogal bagisiklik hiicrelerinin
akcigerlere infiltrasyonu, matriks proteinlerini pargalayan ve akcigerlerin endotel
fonksiyonunu bozan enflamatuvar sitokinlerin, miyeloperoksidaz ve proteazlarin
salinmasini igeren c¢esitli biyokimyasal olaylar1 baglatmaktadir. (Guner ve dig. 2014;
Yaman ve dig. 2019). Metalloproteinazlar, katepsinler ve plazmin gibi enzimler
HDM’yi yikarak yeniden sekillenmesine ve boylece bagisiklik hiicrelerinin
akcigerlere gogline ve sizmasina neden olur. (Hopps ve Caimi 2012). MMP-9,
HDM’nin pargalanmasindan sorumlu 6nemli proteinazlardan biri olarak kabul
edilmektedir. (Zhen ve dig. 2008). Calismamizda IAA-IR’nin, sicanlardan alinan
serum, BALS ve ADS orneklerinde MMP-9 seviyesini artirdigi gosterilmistir. (Tablo
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4.3, Grafik 4.3). Bu nedenle MMP-9’un HDM’yi pargaladigini ve hasarli alveolar-
kapiller membrandan enflamatuvar infiltratif hiicrelerin akcigerlere gogiine neden
oldugunu ve bdylece AAH olusturdugunu soyleyebiliriz. TAA-IR'ye maruz
biraktigimiz siganlarda pulmoner kapiller damarlarda konjestiyon, interstisyel 6dem,
infiltrasyon ve intra-alveoler kanamalar gibi karakteristik morfolojik degisiklikler
gozlemledigimiz histolojik bulgularimiz (Sekil 4.2) ve total akciger hasarit skoru
bulgularimizda bu sonucu desteklemektedir. (Tablo 4.2, Grafik 4.2).

Akcigerlerin  HDM’sinin son derece oOnemli bir proteini olan elastin
akcigerlere esneklik, gerilme kuvveti ve saglamlik kazandirmaktadir. (Davidson
1990; Skjet-Arkil ve dig. 2012). ELN, plevradaki mezotel hiicreler, hava yollarindaki
ve kan damarlarindaki diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri ve interstisyel fibroblastlar
dahil olmak iizere akcigerdeki birgok hiicrede {lretilmektedir. Akciger
fonksiyonlariin normal bir sekilde gerceklesebilmesi igin elastin uygun sekilde
salgilanmali ve bir arada bulunmalidir. ELN lif yapisinin inhibe olmasi ya da var
olan ELN’nin bozulmasi akciger fonksiyon bozukluguna ve hastalifa neden
olmaktadir. (Skjet-Arkil ve dig. 2012; Mecham 2018). ELN lifleri uzun 6miirltidiir
ve saglikli dokularda ¢ok az yenilenirler. (Petersen ve dig. 2001). MMP'ler ve serin
proteazlar gibi cesitli proteazlar mikrofibrillere ve ELN’ye zarar vererek ELN
liflerini parcalar ve bdylece elastikiyet kayb1 gerceklesir. Elastikiyet kaybi, vaskiiler
anevrizmalar ve amfizem ile birlikte kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH)
dahil olmak ftzere bir dizi dejeneratif ve enflamatuvar hastaligin patolojik
ozelliklerinden biri olarak kabul edilmektedir. (Jacop ve dig. 1992; Dillon ve dig.
1992; Schriver ve dig. 1992; Kielty ve dig. 1994; Ashwoeth ve dig. 1999; Petersen
ve dig. 2001).

Calismamizda IR grubu siganlardan alinan serum ve BALS o6rneklerinde ELN
seviyesinde olusan artigsa parelel olarak ADS’de azaldigi gosterilmistir. (Tablo 4.3,
Grafik 4.3). ELN’nin serum ve BAL sivisinda artmasi ve ADS’de azalmast HDM
yikimi nedeniyle elastinin dolagim sistemine ve BAL sivisina ge¢mesinden
kaynaklanmaktadir. Bu bulgumuza dayanarak akcigerlerde MMP-9 aracili ELN
yikimimin gergeklestigini ve boylece akciger dokusunda ELN seviyesinin azaldigim
ve bu nedenle de akcigerlerin gorevlerini tam olarak yerine getiremeyecegini

sOyleyebiliriz. Diger taraftan TXA ile tedavi edilen sigcanlarda bakilan tiim
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orneklerde MMP-9 seviyesinde azalma olusurken, ELN’nin serum ve BALS
orneklerindeki seviyesinde azalma olugmus buna karsilik ADS 6rneginde ELN’de
artis meydan gelmistir. (Tablo 4.3, Grafik 4.3). Bu bulgumuz TXA’nin 16kositik
hiicrelerin akcigerlere gociinii ve infiltrasyonunu azalttigini ve bdylece HDM
hasarina neden olan ROS, enflamatuvar sitokinler ve MMP-9 gibi proteazlarin
salinmasin1 engelleyerek AAH’y1 Onledigini sdyleyebiliriz. Bu bulgumuz, TXA
verdigimiz grupta, istatistiksel olarak anlamsiz olmakla birlikte IR grubunda
gozlemledigimiz pulmoner kapiller damarlarda konjestiyon, interstisyel o6dem,
16kosit infiltrasyonu ve intra-alveoler kanamalar gibi karakteristik morfolojik
degisikliklerin azaldigini1 gosterdigimiz total akciger hasar1 skoru (Tablo 4.2, Grafik
4.2) ve histolojik bulgularimiz (Sekil 4.3) ile de desteklenmektedir. Diger taraftan
TXA verdigimiz grupta olusan akciger hasarinin istatistiksel olarak tam olarak
diizelmemis olmasini, ¢alismamizin akut bir ¢alisma olmasindan kaynaklandigini
diistinmekteyiz. Bu kadar kisa bir siire i¢inde akciger dokusunda tam bir iyilesme
beklemek dogru degildir. Akciger dokusunun tamameniyilesebilmesi i¢in belirli bir
siireye ihtiyag vardir. Bilindigi gibi tip II pnomositler akcigerlerde siirfaktan
tiretiminden ve rejenerasyondan sorumlu hiicrelerdir ve Tip 1 pndmositlere
dontigebilmektedirler. (Fehrenbach 2001; Paris ve dig. 2016). Bu nedenle onarim i¢in
belirli bir siirenin beklenmesi gerekmektedir.

TXA klinikte travma, hemofili, menoraji ve cesitli cerrahi prosediirlerde
kanamay1 durdurmak i¢in antifibrinolitik bir ajan olarak kullanilmaktadir. (Tengborn
ve dig. 2015). Bir lizin tiirevi olan TXA, tripsinojen ve plazminojen dahil serin
proteazlar tlizerindeki lizin baglanma bolgelerini bloke eder. (McCormack 2012).
Plazminojen/plazmin, dogal bagisiklik hiicrelerine baglanir ve HDM’nin yeniden
sekillendirilmesinde goérev alir. Plazminojen, uPA (lirokinaz tip plazminojen
aktivator) reseptorii aracili@i ile aktif formu plazmine doniistiiriiliir. Plazmin,
HDM’yi dogrudan yeniden sekillendiren ve ayni zamanda pro-metaloproteazlari
aktif formlarina doniistiirebilen bir serin proteazdir. (Hopps ve Caimi 2012). Plazmin
ayrica kompleman C5’i, aktif kompleman C5’e (C5a) doniistiirtir. (Foley ve dig.
2016). C5a, lokositlerin bir araya gelmesine ve ayrilmasina neden olarak alveoler-
kapiller bariyerin hasar gérmesine neden olur. (Russkamp ve dig. 2015). TXA'nin

akciger dokusuna 16kosit ve trombosit infiltrasyonunu azalttigi ve ciddi travma ve
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kanama sonrasi akcigerlerdeki bariyer fonksiyon kaybini azalttig1 da gosterilmistir.
(Wu ve dig. 2017). Bu c¢alismalarin sonuglari da bizim bulgularimizi
desteklemektedir.

Sonug olarak TXA, MMP-9 aktivitesini kontrol ederek HDM pargalanmasini
ve dolayisiyla ELN yikimini engellemistir. Bu nedenle TXA’nin, alveolar-kapiller
bariyerin bitiinliiglin korunmasina yardimci olarak, muhtemelen enflamatuvar
l6kositlerin akciger dokusuna infiltrasyonunu ve enflamasyona bagli olarak gelisen
akciger oOdemini azaltarak |AA-IR’nin neden oldugu AAH’y1 hafiflettigini
sOyleyebiliriz. Diger taraftan iskemi-reperfiizyonun neden oldugu oksidatif stres ve
enflamasyona bagli olarak gelisen akut akciger hasarinda, TXA’nin olasi koruyucu
etkilerinin de arastirilmasi gerekmektedir. Bu amagla TXA’nin oksidatif stres ve
enflamasyon iizerine etkisini belirlemek amaciyla calismamizin  devamu

planlanmustir.
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