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OZET

Sicanlarda LPS ile Indiiklenen Akut Akciger Hasarinda Fosfodiesteraz-4 Enzim
Inhibisyonunun Etkilerinin Aquaporin-5 Uzerinden Arastiriimasi

Amacg: Bu cgalisma, LPS ile indiiklenen bir akut akciger hasari (ALI-acute lung
injury) modelinde, Fosfodiesteraz-4 (PDE4) ve Aquaporin-5 (AQPS5) arasindaki iliskiyi

potansiyel hiicre sinyal yollar1 iizerinden incelemeyi amaglamistir.

Materyal ve Metot: Bu ¢alismanin ilk asamasinda 5 mg/kg LPS ile si¢canlarda ALI
olusturularak 10’ar hayvandan olusan 6 grup olusturuldu. Rolipramin (ROL) farkli
dozlarmin (1, 3 ve 5 mg/kg) etkisi ALI modelinde incelendi. Birinci grup Saglikli, ikinci
grup Saghikli+ROLS, fgiincii grup ALIL dordiincii grup ALI+ROLI1, besinci grup
ALIH+ROL3 ve altinci grup ALI+ROLS olarak kurgulandi. Deney hayvanlart LPS ile
indiiklendikten bir saat sonra PDE4 inhibitorii rolipram ile tedavi edildi. Calismamizin 24.
saatinde sakrifiye edilen si¢anlardan elde edilen akciger dokularindaki AQP5, IL-6, TNF-a,
MAPK, NF-kB, PDE4D, cAMP diizeyleri ELISA ile ol¢iildi ve akciger dokulari
histopatolojik olarak hasar agisindan degerlendirilirken, akciger dokusundaki AQPS5 diizeyi
RT-PCR ile 6lgiildii. Ayrica AQP5, NF-kB, Caspaz-3, IL-1B3, TLR4 parametrelerin western
blot analizi yapildi.

Bulgular: ALI gruplarinda kontrol gruplarina gére TNF-a, NF-xB, IL-6, MAPK
inflamatuar diizeylerinde artis, CAMP ve AQPS5 diizeylerinde ise diisiis gézlemlendi. Bu
durum, PDE4 inhibitérii rolipram dozlarmim uygulamasiyla birlikte diizeldi. RT-PCR
sonucumuzda ise AQP5 diizeyinin ALI grubunda anlamli bir sekilde azaldigi gézlemlendi.
Bununla birlikte, histopatalojik sonucumuzda akciger parankim yapisinda alveol ¢aplarinda
belirgin derecede azalmalar tespit edildi. Rolipram tedavisinden sonra ise doza bagli olarak
alveol duvarlarindaki 6deme bagli olarak genisleme ve alveol caplarinda belirgin derecede

azalmalar onlendi.

Sonug¢: Fosfodiesteraz-4 enzim inhibisyonunun ALI’de koruyucu etkisinin, AQP5 ve
potansiyel hiicre sinyal yolaklar tarafindan diizenlenebilecegi ve inflamasyonun eslik ettigi

akciger hastaliklarinda PDE4-AQP5 iliskisinin 6nemli bir yeri olabilecegi degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: ALI, AQP5, cCAMP, LPS, PDE4, Rolipram



ABSTRACT

Investigation of the Effects of Phosphodiesterase-4 Enzyme Inhibition via
Aquaporin-5 on LPS-Induced Acute Lung Injury in Rats
Aim: This study aimed to examine the relationship between Phosphodiesterase 4

(PDE4) and Agquaporin-5 (AQP5) under LPS induced-inflammatory condition via

potential cell signaling pathways.

Material and method: In the first stage of this study, ALI was induced in rats
with 5 mg/kg LPS and 6 groups of 10 animals were created. The effect of different
doses (1, 3 and 5 mg/kg) of rolipram (ROL) was examined in the ALI model. The first
group was designed as Healthy, the second group as Healthy+ROLY5, the third group as
ALL, the fourth group as ALI+ROL1, the fifth group as ALI+ROL3, and the sixth group
as ALI+ROLS5. Experimental animals were treated with the PDE4 inhibitor rolipram
one hour after being induced with LPS. The levels of AQP5, IL-6, TNF-a, MAPK, NF-
kB, PDE4D and cAMP, which are the parameters determined in the lung tissues
obtained from rats sacrificed at the 24th hour of our study, were measured by ELISA
and the lung tissues were evaluated histopathologically for damage. AQP5 level in lung
tissue was measured by RT-PCR. Additionally, western blot analysis of AQP5, NF-kB,
Caspase-3, IL-1p, TLR4 parameters was performed.

Results: An increase in inflammatory levels of TNF-a, NF-xB, IL-6, MAPK,
and a decrease in CAMP and AQP5 levels were observed in the ALI groups compared to
the control groups. This situation improved with the administration of the
Phosphodiesterase-4 enzyme inhibitor rolipram doses. In our RT-PCR result, it was
observed that the AQP5 level decreased significantly in the ALI group. However, in our
histopathological result, significant reductions in alveolar diameters were observed in
the lung parenchyma structure. After the rolipram treatment, widening due to edema in
the alveolar walls and significant reductions in alveolar diameters were prevented

depending on the dose.

Conclusion: It was evaluated that the protective effect of phosphodiesterase-4
enzyme inhibition in ALI may be regulated by AQP5 and potential cell signaling
pathways, and the PDE4-AQP5 relationship may have an important role in lung

diseases accompanied by inflammation.

Key Words: ALI, AQP5, cAMP, PDE4, Rolipram
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1. GIRIS

Akut akciger hasar1 (ALI), alveolar epitelyal membranin disfonksiyonuna neden
olan akut inflamasyon ile karakterizedir (Gouda & Bhandary, 2019). Klinik olarak
anlamli hipoksemi, yaygin bilateral pulmoner infiltrasyon, pulmoner 6dem, pulmoner
kompliyansta azalma ve fonksiyonel rezidiiel kapasitede azalma eslik eder (Wheeler &
Bernard, 2007). Siddetli pulmoner mikrobiyal enfeksiyonlara yanit olarak ALI, bir
proinflamatuar immiin yanitin indiiklenmesinden sorumlu patojenin immiinolojik olarak
taninmasinin sonucu olarak ortaya ¢ikar. ALI ciddi doku hasarina neden olur ve ciddi
vakalarda geri doniisii olmayan pulmoner hasar 6liime yol agabilir (Bernard, 2017).
Pnémoni veya sepsisten sorumlu akut mikrobiyal (bakteriyel veya viral) enfeksiyonlar
akcigerlerde ciddi inflamatuar hasara neden olarak kritik hastalarda ALl veya Akut
Solunum Sikintis1t Sendromunun (ARDS) gelismesine yol agar (Rezoagli ve ark., 2017).
Sepsis, konagin enfeksiyonunu takiben immiin bozuklugunun neden oldugu 6liimciil bir
organ disfonksiyonudur (Singer ve ark., 2016). Her yil, diinya ¢apinda yaklasik 48,9
milyon sepsis vakasi ve 11 milyon sepsis iligkili 6liim meydana gelmektedir (Rudd ve
ark., 2020). Sepsis sirasindaki sitokin firtinasi, ¢oziimlenemeyen akciger iltihabina ALI
veya ARDS gelismesine yol agabilir. Diger faktorlerin neden oldugu ALI/ARDS ile
karsilastirildiginda, sepsis ile iliskili ALIVARDS de %30 ila %40 gibi daha yiiksek bir
oliim oranina sahiptir (Bellani ve ark., 2016). Ek olarak, siklikla ALI hastalarinda kot
prognozun gostergesi olan TNF-a, IL-6 ve IL-1p dahil olmak iizere pro-inflamatuar
sitokinler, Ozellikle inflamatuar yanitin erken asamalarinda ALI'nin baslatilmasi,
gelismesi ve pro-inflamatuar yanitin siirekli artmasi igin 6nemlidir (Chen ve ark., 2021).
LPS, inflamasyonu artirabilen, TLR4/NF-kB sinyal yolunu diizenleyebilen, ALI'de

oksidatif stresi ve inflamatuar basamaklar1 aktive edebilen hiicre yiizeyi reseptorlerine



baglanir. Ayrica ALI patogenezinde akciger epitel hiicrelerinin apoptozu da 6nemlidir;
Aktive edilmis Kaspaz-3, apoptozun bas uygulayicisidir.

Onceki calismalar, Mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) yolunun,
sepsis kaynaklt ALI/ARDS ile iliskili inflamatuar siirecte 6nemli bir patojenik role
sahip olabilecegini gostermistir (Fang ve ark., 2017). Bir dizi patolojik durum
(konjestif kalp yetmezligi, solunum sikintis1 sendromu ve yaralanma veya
enfeksiyondan kaynaklanan pulmoner 6dem gibi) akcigeri etkileyebilir ve aquaporinler
(AQP'ler) ile ilgili bozulmus sivi1 taginmasi ile karakterize edilir (Sun ve ark., 2014).
AQP'ler, bircok dokuda eksprese edilen ve plazma zar1 su gecirgenligini arttirma ve
hizli sivi hareketini destekleme islevi goren su segici kanallarin bir grubudur (King &
Agre, 1996). AQP ailesinin on ii¢ iiyesi, AQP0-AQP12, birgok memeli hiicresinde
tanimlanmistir. AQP5 esas olarak akcigerde bulunmakta (Morishita ve ark., 2004) ve
AQP5'in akciger fizyolojisi ve patolojisinde ©Onemli roller oynayabilecegi One
stirilmistir (Song ve ark., 2000). AQPS5'in Lipopolissakarit (LPS) tarafindan
transkripsiyonel inhibisyonuapikalnda NF-kB ve MAPK yolaklarinin rol oynayabilecegi
gosterilmektedir ve AQP5'in ekspresyonunun bir siklik AMP/protein kinaz A
(cAMP/PKA) bagimli yol tarafindan diizenlenebilecegi gosterilmistir.(Hosoi ve ark.,
2020) Genis bir enzim ailesi, siklik niikleotid fosfodiesterazlar (PDE'ler), su anda, en az
11 farkli PDE(1-11) izoenzim ailesi bilinmektedir (Beavo, 1995) ve cAMP'nin
bozunmasindan sorumludur ayrica PDE inhibisyonu, substrat siklik niikleotidin hiicre
i¢i konsantrasyonlarimi yiikseltmektedir (Conti ve ark., 2003). Genis bir yelpazede anti-
inflamatuar 6zelliklere sahip ikinci bir haberci molekiil olan CAMP, pulmoner doku
yeniden sekillenmesini diizenlemektedir (Shepherd, 2006). Artan cAMP seviyelerinin
potansiyel faydali etkileri arasinda pulmoner Odem inhibisyonu, inflamasyon

inhibisyonu ve hava yolu hiperreaktivitesinin inhibisyonu yer alir (Chang ve ark.,



2012). PDE4 ailesi cAMP i¢in yiiksek afiniteye sahiptir ve bu molekiiliin terapotik
potansiyelinden yararlanmak i¢in PDE4 inhibitorleri gelistirilmistir (Giembycz, 2000).
Bir PDE4 secici inhibitdrii rolipram (Lipworth, 2005) ile tedavi medyan sagkalimi
uzatarak alveolar fibrin birikimini, akciger iltihabini ve vaskiiler sizintry1 azaltmistir
ayrica inflamasyon, fibrin birikimi ve alveolarizasyonla ilgili anahtar genleri azaltmistir
(de Visser ve ark., 2008). Ancak PDE4 inhibisyonunun akcigerdeki inflamatuar siiregte
akcigerlerde bronsiyal ve alveoler epitelyal hiirrelerin apikal membranlarinda ve seréz
salgt yapan hiicrelerinde varligi gosterilmis olan AQP5 (Ohinata ve ark., 2005)
tizerinden degerlendirilmesi yapilmamuistir.

Dolayisiyla bizim amacimiz PDE4 inhibisyonunun etkilerinin; LPS ile
indiiklenen akut akciger hasarinda vital organlardan akcigerdeki muhtemel etkilerini
AQPS5 {izerinden incelemek ve bu etkilerinde TNF-a, IL-6, Kaspaz-3, TLR4, IL-1p,
MAPK, NF-kB, ve cAMP yolaklarinin roliinii biitiinciil olarak arastirmaktir. Boylece
inflamatuar hasara karsi PDE4 inhibisyonu ile degisen hiicre igi yanitta AQP5

proteinlerinin rolii ortaya konulacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akut Akciger Hasari

ALLI, alveolar kapiller bariyeri bozulmasi ve solunum yolundaki gaz degisiminin
bozulmasiyla akcigerlere yogun nétrofil infiltrasyon ve aktivasyonu ile kendini gosteren
bir hastaliktir (Kosutova ve ark., 2018). ALI, siklikla ekstravaskiiler akciger suyunun
artmast ve pulmoner 6dem olusumu ile kendini gosteren alveolar-kilcal bariyerin
gegirgenliginin bozulmasina yol agan alveolar epitel hasari ile karakterizedir (Sun ve
ark., 2015). ALI veya daha siddetli klinik tezahiirii olan ARDS, her yil yiiksek
morbidite ve mortalite oranlarina yol acan akut inflamatuar bir akciger hastaligidir
(Zoulikha ve ark., 2022). ALI/ARDSnin klinik seyri degiskendir: Bazi hastalar 1-2
hafta i¢inde iyilesirken, digerleri uzun siireli mekanik ventilasyon ile daha uzun siireli
bir seyir yasarlar. Birincil solunum yetmezliginden 6liim nispeten nadirdir ancak uzun
stireli kritik hastalik ve mekanik ventilasyon ile iist {iste enfeksiyon veya ¢oklu organ
yetmezIigi riski artar ve bu da mortalitenin artmasina neden olur. Yalnizca Amerika
Birlesik Devletleri'nde, yillik 75.000 6liime tekabiil eden %40 O6liim oranina sahip
yaklasitk 190.600 ALI/ARDS vakasi vardir. Oliimlerin ¢ogu, birincil solunum
yetmezliginden ziyade sepsis veya ¢oklu organ islev bozuklugu sendromuna (MODS)
baglanabilir (Tsushima ve ark., 2009). Pulmoner, noromiiskiiler, bilissel ve psikiyatrik
sekeller dahil olmak iizere, devam eden 6nemli morbidite, ALI/ARDS'den kurtulanlarin
%50 ila %70'inde goriiliir ve toplum tizerindeki mali yiik oldukga fazladir (Sun ve ark.,
2014).

2.1.1.Akut Akciger Hasarinin Nedenleri

ALI/ARDS; pnoémoni, aspirasyon, toksik inhalasyon, bogulmaya yakin veya
akciger kontiizyonu gibi akcigerde dogrudan yaralanma dahil olmak {izere cesitli

etiyolojilerin kritik hastaliginin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir; bunun yanm sira



sepsis, yanik, pankreatit, jinekolojik rahatsizliklar (plasenta anilesmesi, amniyotik
emboli, eklampsi) veya yogun kan transfiizyonu gibi dolayli mekanizmalar da akut
akciger hasarinda rol oynayabilir (Ware & Matthay, 2000). ALI/ARDS iki
histopatolojik evreye ayrilabilir: Eksiidatif faz (1 ila 3 giin), tip I pnomositlerin
¢ogunlugunun nekrozu, yaygin mikrovaskiiler yaralanma ve inflamatuar hiicrelerin ve
proteinli sivinin interstisyuma akisi ile yaygin alveolar hasar ile karakterizedir.
Fibroproliferatif faz (3 ila 7giin) ise tip II pndmosit hiperplazisi ve fibroblast
proliferasyonu olarak kendini gosteren bir akciger onarimi siirecidir. ALI/ARDS'de
inflamatuar yaniti baglatan ve giiclendiren proinflamatuar mediatrlerin yani sira
sitokinlerin karmasik otokrin ve parakrin karsilikli iligkileri vardir (Tomashefski, 1990).
ALI/ARDS'deki temel degisiklikler; alveolar kapiller membranin artan gegirgenligini,
l6kositlerin ve trombositlerin asir1 birikimi ve aktivasyonunu, notrofil aracili
inflamasyonu ve pihtilasma yollarinin aktivasyonunu igerir (Matthay ve ark., 2012).
ALI/ARDS’de hiicresel tepkiler, endotelyal yapisma molekiillerinin ekspresyonunun
yani sira polimorf-niikleer hiicrelerin marjin1 ve gogilinii igerir. Ayrica; sitokinler, lipid
mediatdrleri, proteazlar, oksidanlar, biiylime faktorleri nitrik oksit (NO), néropeptidler
ve NF-kB gibi hiicrelere bagli veya hiicrelerden bagimsiz hiimoral tepkiler de vardir
(Windsor ve ark., 2005). Akciger dokusunda bulunan baslica bagisiklik hiicreleri olan
alveolar makrofajlar (AM'ler), asir1 inflamatuar sitokinler salarak ve akcigerde nétrofil
infiltrasyonunu ve doku hasarini tesvik ederek ALI'nin patogenezinde merkezi bir rol
oynar. Alveolar epitel hiicrelerinin (AEC) ilk aracisinin inflamasyonu indiikledigi kesin
mekanizma belirsizligini korumaktadir. AEC'ler, alveolde ilk patojen savunma hatti
olarak bir bariyer olusturan genis bir ylizey alanina sahip yapisal hiicrelerdir. Alveolar
epitel, bu siiregte sadece yaralanmakla kalmaz ayni zamanda akciger hastaliklarinin

ilerlemesinde de itici bir giigttir (Liu ve ark., 2007). Alveolar epitel biitiinliigiiniin kayb1



ve tip II alveolar hiicrelerin yaralanmasi normal sivi tasinmasini bozabilir, bdylece
stvinin alveolar bosluktan ¢ikarilmasini bozabilir (Zapol ve ark., 1979).

2.1.2.Sepsise Bagh Akut Akciger Hasari

Enfeksiyona kars1 diizensiz konak yanitinin neden oldugu yasami tehdit eden
organ disfonksiyonu olarak tanimlanan sepsis, diinya ¢apinda yiiksek 6liim oranlarina
sahip onemli bir saglik sorunudur (Napolitano, 2018). Sepsis, ALI/ARDS ilerlemesine
neden olan pulmoner inflamasyon yaparak akcigerlerde geri doniisii olmayan hasara
neden olmaktadir (V. Kumar & Chhibber, 2011). Daha 6nceki galismalar, sepsisin
yalnizca ABD'de yilda 210.000'den fazla ALI/ARDS vakasindan sorumlu oldugunu ve
74.500'den fazla dliime neden oldugunu gostermistir (Sarieddine ve ark., 2009). Sepsis
ile iliskili ALI/ARDS, diger nedenlere bagli olusan ALI'ye kiyasla daha yiiksek bir
6liim oranina sahiptir (Stapleton ve ark., 2005). Sepsis ile iliskili ALI/ARDS, pulmoner
epitel hasaria bagli dogrudan akciger hasar1 veya endotel hiicresini igeren dolayli hasar
dahil olmak iizere herhangi bir tarafta baslayabilir (Englert ve ark., 2019).

2.1.3.Sepsise Bagh Akut Akciger Hasariin Fizyolojisi

ALI/ARDS tetikleyici kosullar1 olan sistemik sendromlar (sepsis veya sok) veya
akcigerin yaralanmasi veya akciger enfeksiyonu gibi sistemik sepsis veya inflamatuar
yanit sendromuna neden olan sistemik belirtilere sahiptir (St John ve ark., 1993). Sepsis,
akciger dokusunda asir1 inflamatuar yanit {iretimi, alveolar yapilarda degisiklik,
endotelyal ve alveolar gegirgenlik artis1 ve alveolar sivi klirensinin azalmasi ile iliskili
olarak ALI gelisiminin 6nemli bir nedenidir, bu nedenle akciger fonksiyonunu ciddi
olarak bozar (Hong-min ve ark., 2016). ALI/ARDS'den c¢oklu organ yetmezligi
olusumuna; inflamasyonun aktivasyonu, endotelyal degisikliklerle sonuc¢lanan
kemoatraktanlar ve TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin salinimi,

immiinosupresif etkileri olan karsi-inflamatuar sitokinlerin  salinimi, modiile



notrofillerin marj1 ve monositlerin sistemik aktivasyonu ve doku nekrozuna neden olan
mikrodolasim hasar1 dahil olmak tiizere bircok ¢alisma yapilmistir (Goris, 1985).
Asagida bu ¢alismalardan bahsedilmistir: Pndmoni ile iliskili sepsisli hastalarda goriilen
ALI/ARDS sirasinda pulmoner epitel hasari, siirfaktan protein-D'nin yiikselmesi ile
gosterilebilir. Bununla birlikte, bu hastalarda endotel hasarinin belirtegleri olan von
Willebrandfaktor, IL-6 ve IL-8 seviyeleri diisiiktiir. Dogrudan sepsis ile iliskili ALI
sirasinda goriilen pulmoner epitel hasari, dolayli pnémoni aracili olmayan sepsise
kiyasla daha siddetlidir (Calfee ve ark., 2015). Ayrica CCL-3 veya makrofaj inflamatuar
protein-1a nétrofil infiltrasyonununa, pulmoner vaskiiler sizintiya ve erken mortaliteye
neden olarak sepsis kaynakli ALI'ye aracilik eder. (Kellner ve ark.,, 2017)
Proinflamatuar molekiillerin (sitokinler, ROS ve RNS) iiretimi ve hipoksi, sepsis
kaynakli ALI sirasinda pulmoner epitel bariyerine zarar verir. Pulmoner epiteldeki bu
hasar, bariyer fonksiyonunu degistirerek alveolar bosluga sivi ve protein sizintisina
neden olur. Sepsis sirasinda hem tip I hem de II AEC’ lerin yaralanmasi, daha 6nce tarif
edildigi gibi cesitli biyobelirteclerin varligi ile hem plazma hem de pulmoner lavaj
stvisinda kolayca degerlendirilebilir (Chawla ve ark., 2016). Sepsis sirasinda pulmoner
epitel hasar1 ve gecirgenliinin artmasi, aktin organizasyonundaki degisikligi igerir.
Septik akcigerin pulmoner epitel hiicreleri (PEC) artmis bir avp3 integrin gosterir ancak
sepsis ile iliskili ALI sirasinda inhibisyonunun, endotel gegirgenligini ve dolayisiyla
sepsis ile iliskili ALI'yi artirabileceginden arastirilmasi gerekir (Sheppard, 2012). Sepsis
sirasinda ALI'nin sonraki (proliferatif veya fibroproliferatif) evreleri, hasarli epitel
hiicrelerinin mitokondriyal ROS ve hipoksi ile indiiklenebilir faktor-la gerektiren
fibroblast benzeri hiicrelere epitelyal-mezenkimal geg¢is dontisiimiinii igerir (Zhou ve
ark., 2009). Sepsis sirasinda tretilen en aktif inflamatuar peptitlerden biri olan C5a

seviyesi, (Guo & Ward, 2005) C5aR1 veya C5aR'ye baglanma yoluyla ciddi ALI'ye



neden olabilir, bu da septik akcigere artan bir nétrofil infiltrasyonuna ve
sitokin/kemokin firtinasina neden olur. Bu nedenle, sepsis ile iligkili ALI sirasinda
akcigerlere go¢ eden notrofiller, bakteriyel pnomoniye kiyasla akcigerlere daha fazla
zarar verici etkiler gosterir (Russkamp ve ark., 2015). Akciger alveollerindeki nétrofil
infiltrasyonu, sepsis sirasinda AM  aktivasyonuna yanit olarak pulmoner
transendotelyum yoluyla gerceklesir. Pulmoner endoteldeki NADPH (nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat) oksidaz aktivasyonu, sepsis ile iligkili ALI sirasinda
transendotelyal notrofil gociinde ¢ok dnemli bir rol oynayan AM aktivasyonuna yanit
olarak siiperoksit anyonu iretir (Wang ve ark., 2008). Bu nétrofiller apoptotik hiicre
6limiine daha az egilimlidir ve sepsis kaynakli siddetli ALI'de 6nemli bir rol oynar.
Ayrica, bu infiltre nétrofiller, 6lii boslugu indiikleyen kilcal damarlarda uzun siireli
tutulmalar1 nedeniyle pulmoner mikrosirkiilasyonu bloke eder, bu da sepsis kaynakli
ALI'yi daha da kotiilestirir (Park ve ark., 2019). ALI'ye neden olan mekanizmalar ve
inflamasyonun ¢oziilmesi sepsis ile iligkili ALI/ARDS sirasinda paralel olarak meydana
gelir.

[lk resolution adimi, alveolar-kilcal bariyerin yeniden kurulmasmi ve dokuda yerlesik
progenitor hiicrelerin proliferasyonunu takiben hasarli alveoler tip | epitel hiicrelerinin
yerini almak tizere alveoler tip Il epitel hiicrelerinin gogiinii igerir (Englert ve ark.,
2019). Bununla birlikte, siddetli ALI'ye neden olan kontrolsiiz inflamatuar siireg,
apoptoza direngli noétrofillerle akcigerlerin birikmesi ve Bronkoalveolar lavaj sivisi
(BALF)'de proinflamatuar sitokinin IL-1a, TNF-a yiikselmesi ile gosterildigi gibi gram-
negatif bakterilerin neden oldugu sepsis sirasinda geri doniisii olmayan hasara neden
olan rezoliisyon stirecini bastirir (V. Kumar & Chhibber, 2011). Bu nedenle, sepsis ile
indiiklenen ALI sirasindaki ciddi PEC hasar1 nedeniyle, sepsis olmaksizin sadece

bakteriyel pnOmoni sirasinda gozlenen ALl'ye kiyasla daha zararli ve geri



dondiiriilemezdir (Ray ve ark., 2003). Son zamanlarda, pulmoner 6dem olusumu ile
yakindan iligkili olan ekstravaskiiler akciger suyunun septik soklu hastalarda yogun
bakim {initesi mortalitesinin bagimsiz bir belirleyicisi oldugu gosterilmistir. Buna gore,
biyolojik membranlar boyunca su tasima mekanizmalarini1 anlamak ve siddetli sepsis ve
septik sok sirasinda pulmoner 6demi hafifletmek, akciger hasarinin ilerlemesini tersine
gevirebilir (Sun ve ark., 2015).

2.1.4.Sepsise Bagh Akut Akciger Hasarimin Tedavisi

Su anda sepsis kaynakli ALI i¢in spesifik bir tedavi yoktur. Genel tedavi
stratejileri, yiiksek akishi nazal kanill ve noninvaziv ventilasyon, yliziistii
pozisyonlandirma, noromiiskiiler blokaj, ekstrakorporal membran oksijenizasyonu
(ECMO), destekleyici bakim ve anti-inflamatuar tedaviyi igerir (Kim & Hong, 2016).
Son ¢alismalar, néromiiskiiler bloke edici ajanlarin erken kisa siireli kullaniminin,
endikeyse sepsis kaynakli ALI'li hastalarda yararli olabilecegini diisiindiirmektedir
(Papazian ve ark., 2010). Steroidler anti-inflamatuar tedavide 6nemli ve etkili bir tedavi
aracidir ancak sepsis kaynakli ALI'de kortikosteroidin rolii kesin degildir (Annane ve
ark., 2009). Statinlerin inflamasyonu azalttigi bildirilmistir ancak yakin zamanda
yapilan c¢cok merkezli bir calismada sepsis kaynakli ALI'de hicbir mortalite yarari
gostermemistir (Wang ve ark., 2019).

2.1.5.Akut Akciger Hasarimin Deneysel Modelleri

Akciger hasarinin mekanizmalarin1 aragtirmak i¢in deneysel akciger hasarinin
farkli hayvan modelleri kullanilmistir. Cogu; sepsis, kemik kirigina sekonder lipid
embolisi, asit aspirasyonu, pulmoner veya distal vaskiiler yataklarin iskemi-
reperfiizyonu ve diger klinik riskler gibi ARDS icin bilinen risk faktdrlerinin
hayvanlarda olusturulmasina dayanir. Bununla birlikte, bu modellerin hicbiri insan

akciger hasarinin ozelliklerini tam olarak temsil etmez. Bu smirlamalara ragmen,



ALI/ARDS'nin hayvan modellerini kullanan ¢alismalar elzemdir ¢ilinkii su anda akciger
hasarmin patofizyolojisi hakkinda bilgi tiretmek ve karmasik biyolojik sistemlerde yeni
terapotik miidahaleleri test etmek igin ara¢ olarak hayvan modellerinin yerini alacak
hi¢cbir sey yoktur. Hayvanlarda, insan akut akciger hasarmin o6zelliklerini olusturmaya
yonelik olarak ¢ok sayida farkli model stratejileri gelistirilmistir.

Intratrakeal veya intranazal olarak bakteri veya LPS gibi bir iiriiniin verilmesi,
hidroklorik asit gibi aspirasyon olusturmak {izere bir asitin veya gastrik partikiillerin
verilmesi, %0.9 sodyum Kkloriir ile seri lavajlar yapilarak siirfaktanin tiikketilmesi,
oksijenin yiiksek inspirasyon fraksiyonunda verilmesi, hilusun klempe edilerek
iskemi/reperfiizyon olusturulmasi veya yiiksek tidal voliimlerde mekanik ventilasyon
kullanarak mekanik germeye maruziyet gibi modeller zararli bir stimulusla akcigerin
direkt olarak hasarlandigi modellere ornek verilebilir. Akcigerin indirekt olarak
hasarlandig1 modeller ise sepsis olusturma temeline dayanan modelleri igerir. Ornegin;
cekal baglama ve delme, intravendz olarak bakteri veya LPS verilmesi ve mezenterik
iskemi/reperfiizyon gibi. Ayrica multipl kemik kirikli hastalarda kemik iliginden oleik
asit serbestlesmesini taklit etme temeline dayanan oleik asit modeli de bu kategoriye
dahil edilmektedir (Matute-Bello ve ark., 2008).

2.1.5.1.LPS ile olusturulan Akut Akciger Hasar1 Modeli

LPS, bir polar lipid bas grubu (lipid A) ve tekrarlayan disakkaritler zincirinden
olusan gram negatif bakterilerin dis zarinda bulunan bir glikolipiddir (Rezaiguia ve ark.,
1997). LPS, gram negatif bakterilere yanit olarak sepsisin onemli bir aracisidir ve
LPS'nin sistemik uygulamasi, bakteriyel sepsisin sonuglarint modellemek i¢in kullanilan
en eski yaklagimlardan biridir. Endotel hiicrelerinin apoptozu, LPS uygulamasinin
ardindan hizla gelisir ve diger doku hasarlarindan 6nce gelir (Matute-Bello ve ark.,

2008). LPS’nin hava yoluyla uygulanmasi, kii¢iik hayvan modellerinde pulmoner
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inflamasyonu ve ALI'yi incelemenin yaygin bir yoludur. Aerosol haline getirilmis
LPS'nin solunmasi ve ayrica nazal veya intratrakeal uygulama gibi ¢esitli yaklagimlar
tarif edilmistir. Ornegin, intraperitonel sedasyondan sonra trakea agiga cikarilir ve 22 G
vendz kateter yoluyla LPS uygulanir. Kullanilan LPS dozajina bagl olarak, 16kosit
invazyonu, proinflamatuar sitokinlerin upregiilasyonu ve alveolo-kapiller bariyerin
bozulmasi ile gii¢lii ve tekrarlanabilir bir inflamatuar reaksiyon, saatler veya giinler
iginde indiiklenir (Ehrentraut ve ark., 2019). LPS'nin 1 ila 4 ng/kg arasinda degisen
dozlarda intratrakeal uygulanmasi; BALF, polimorfoniikleer (PMN) 16kositler, albiimin
ve proinflamatuar sitokinlerde artiglarla karakterize edilen erken bir faz takip eder.
LPS’nin intratrekeal uygulanmasindan 24-48 saat sonra bronkoalveolar lavajdaki
sitokin konsantrasyonlarinin normallesmesi ile BALF’deki PMN, monosit, makrofaj ve
lenfosit sayilarinda artiglart ile karakterize edilen daha sonraki bir faz takip eder
(O’grady ve ark., 2001).

2.2.Aquaporinler

Yaygmn olarak "su kanallar’" olarak adlandirilan aquaporinler; akcigerler,
bobrekler, MSS (merkezi sinir sistemi), kalp, cilt, gézler dahil olmak tizere ¢esitli organ
sistemlerinde suyun zarlardan secici olarak tasinmasina aracilik eden kiiciik entegre zar
proteinleridir (Verkman, 2012). Hiicreler ve dokular arasinda su tasinmasi fizyolojik
olarak homeostazin korunmasina yardimci olan temel bir siiregtir. Normal transseliiler
su tasinmasi, zarin lipid tabakasi boyunca difiizyon yoluyla veya diger ¢6ziinen
maddelerle pasif difiizyon yoluyla gergeklesebilirken, aquaporin su kanallari, sivi
tasinmasi i¢in yiiksek su gecirgenligi gerektiren alanlarda yer alir. 1992 yilinda John
Hopkins Universitesi'nden Peter Agre tarafindan AQP kesfi ona 2003 yilinda Nobel

Odiilii kazandirmistir (Agre ve ark., 1993). Bu degisken sivi tasima siireglerini

karsilamak icin aquaporinler, farkli organ sistemlerinde ¢esitli doku ve hiicre dagilimi
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gosterir. AQP'lerin, su tasinmasindaki degisikliklerle karakterize edilen hastaliklarda rol
oynadig1 yaygin olarak diisiniilmektedir (Kunzelmann & Mall, 2002). AQP'ler, akciger
ve bagirsagin su homeostazini siirdiirmede ¢ok 6nemli bir rol oynar ancak spesifik
tedavi oldukga smirlidir. Bu nedenle etkili tedaviler gelistirilmelidir (Gonen & Walz,
2006).

2.2.1.Aquaporinlerin Tiirleri ve Fonksiyonlar:

AQP'ler, gesitli insan dokularinda dagilmis kii¢iik, transmembran, su tagima
proteinlerinin bir ailesidir (Verkman, 2005). Plazma membranlari su taginmasi i¢in en
biiyiik engeldir. AQP'ler, plazma zar1 yoluyla su gecirgenligini diizenleyen hayati
proteinlerdir. AQP ailesinin on ii¢ tiyesi, AQP0-AQP12, birgok memeli hiicresinde
tanimlanmistir (Jiang ve ark., 2015). 1988'de kesfedilen 28 kDA'lik bir zar proteini olan
AQP1, ilk su kanali proteinidir (Ahmed ve ark., 2012). AQP ailesinin ii¢ alt grubu
vardir: AQP, aquagliseroporin ve siiperaquaporin. AQPO, AQP1, AQP2, AQP4, AQPS5,
AQP6 ve AQP8 yalnizca su tasimaciligindan sorumludur. Aquagliseroporinler sadece
kiiglik, suda ¢Oziiniir olan su, gliserol ve iire gibi maddelere gegirgendir.
Aquagliseroporinler arasinda AQP3, AQP7, AQP9 ve AQP10 bulunmaktadir.
Stiperaquaporinler ise AQP11 ve AQP12’dir (Ishibashi ve ark., 2009). AQP'lerin ¢ogu,
ozmotik gradyanlara bagli su tasinmasini saglamak i¢in plazma zarinda bulunurken,
siiperaquaporinler olarak AQP11 ve AQP12, hiicre i¢i su tasinmasini, organel hacmini
veya vezikiiler homeostazi diizenlemek i¢in sitoplazmada eksprese edilir (Badaut ve
ark., 2014). Insan AQP'leri farkli normal dokularda dagilir ve cogu epitel ve
endotelyumun yani sira eritrosit, astrositler, adipositler ve iskelet kasi1 gibi diger bazi
tipik hiicrelerde bulunur (Verkman, 2005). AQPO, lens seffafligi ve homeostazi igeren
insan lensinde bulunmaktadir (Harries ve ark., 2004). AQP1; kirmiz1 kan hiicreleri,

beyin, akcigerler ve bobreklerde bulunur ayrica su geri emilimi ve sivi salgilanmasi ile
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iligkilidir. AQP1 en c¢ok, ozellikle proksimal nefronda suyun emilmesini saglayan
proksimal tiibiilde bulunmaktadir (Nielsen ve ark., 1999). AQP2 esas olarak bobrekte
eksprese edilir ve protein mutasyonu diabetes insipidus ile iligkilidir (Deen ve ark.,
1994). AQP2, iireme sistemindeki fonksiyonel rolii hala bilinmemekle birlikte,
kopeklerin rete testislerinde, efferent kanallarinda ve epididiminde de bulunmustur
(Cheidde & Schor, 1999). AQP3, bobrek toplama kanalinda ve konjonktival epitel deri
ve gozler de dahil olmak {izere gibi ¢ok ¢esitli organlarda bulunmustur (Hamann ve
ark., 1998). X. laevis oositlerini kullanan birkag¢ ¢alismada, AQP3’iin gliserol ve etilen
glikol, propilen glikol ve asetamid gibi diger maddeleri tasidigini gostermistir (Yamayji
ve ark., 2006). AQP4 beyin, omurilik ve optik sinirde en bol bulunan su kanalidir ve
beyin suyu homeostazini kontrol eder (Mader & Brimberg, 2019). AQP5, esas olarak
alveolar epitel, trakea ve tist bronsta eksprese edilir (Gomes ve ark., 2009). AQPS5,
muhtemelen proteinli salgilara su tasimak i¢in pankreas, gozyas: ve tiikiiriik bezlerinin
ekzokrin kisimlarinda eksprese edilir (Nielsen ve ark., 1997). Bu protein ayni zamanda
epitel seffafligini koruyan kornea hiicrelerinde ve onun altindaki stroma iizerinde de
bulunmustur (Ishibashi, 2009). AQP6 ile ilgili ¢alismalar ise bu proteinin hiicre igi
vezikiillerin zarlarinda bulundugunu, esas olarak nitrat tasidigin1 ve bobrek kanalinda
kloriir iyonu gibi baz1 iyonlara karsi gecirgenlik gosterdigini ortaya koymustur (Gomes
ve ark., 2009). AQP7 molekiilleri esas olarak yag dokusu, testis, kalp, iskelet kas1 ve
bobreklerde eksprese edilir ve su gegirgenliginin yam sira ¢ozlinen maddelerde de rol
oynar (Rodriguez ve ark., 2006). AQP8 basta pankreas, karaciger, tiikkiiriik bezleri,
bobrekler, testisler, epididim, duodenum, mide, jejunum, akciger, trakea ve plasenta
olmak tizere birgok organ ve dokuda eksprese edilir (Liu ve ark., 2006). AQP9;
karaciger, l6kositler, testis, beyin ve yumurtalikta tanimlanmistir (Gomes ve ark., 2009).

AQP9 ayrica disi domuzlarin yumurta kanalinda ve uterusunda gelisen folikiillerden
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elde edilen graniiloza hiicrelerinde de lokalize olmustur (Skowronski ve ark., 2009).
AQP10, gastrointestinal sistemin diger bolimlerinde degil fakat duodenum ve
jejunumda segici olarak eksprese edilmistir (Hatakeyama ve ark., 2001). AQP11
bobrekler, beyin, karaciger, testisler, kalp, bagirsak ve yag dokusunda eksprese edilir
(Gorelick ve ark., 2006) ancak islevi hala bilinmemektedir. AQP12 sadece pankreas
asiner hiicrelerinde bulunur (Barbara, 2010). Bu alt aile igin spesifik konum
belirlenmemistir, ancak pankreastaki varligi, sindirim enzimi salgilanmasi ve pankreas
hiicre sivilarinda olasi bir yol anlamina gelir (Rojek ve ark., 2008).

2.2.2.Aquaporinlerin Molekiil Yapisi

Her AQP monomeri yaklasik 28 ila 30 kDa agirligindadir ve plazma zarmi
kapsayan fi¢1 benzeri bir yapi olusturmak i¢in alti baslikli a-sarmal alana sahiptir.
Yapidaki polipeptit, yaklagik 270 amino asitli tek bir zincirden olugmakta olup,
sitoplazmada amino (N) ve karboksil (C) terminalleri yer almaktadir (Sales ve ark.,
2013). Tim AQP'ler arasindaki, gézenek olusumunda 6nemli bir rol oynadigi kuvvetle
diisiniilen Asparajin Prolin-Alanin (NPA) konsensiis motifi ortak 6zelliktir (Gonen &
Walz, 2006). Kisa bir sarmal ile yiiksek oranda korunmus iki dizi motif NPA,
monomerin zit taraflarinda bulunur. NPA motifleri, birbirleriyle esleserek suyu
gecirmek i¢in molekiile bikilir (Preston ve ark., 1993). AQP monomeri bagimsiz
olarak su gozenek igerir ve sivi tasinmasima katkida bulunmak i¢in homotetramerler
olarak toplanir (Wang ve ark., 2015). Ilk ve en dar nokta, hiicre dis1 gozenek agzina
yakin bir yerde bulunur. Suya 6zgii su porinlerinde, bir su molekiiliiniinkiyle yaklasik
olarak ayni1 ¢apta 2,8'dir ve gliserol gibi poliollerin bir karbon hidroksil grubunun ¢apina
uyan su gliseroporinlerde yaklasik 3.,4'tiir (B. Wu & Beitz, 2007). AQP monomerleri
toplulugu homotetramerlerde merkezi bir gézenek olusturur. Birkag ¢alismada; merkezi

gbzenegin AQP1, AQP4 ve AQP5'te O2, CO2 veya nitrik oksit gazlari igin gegirgen
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oldugunu gosterilmistir. AQP'lere bagl gaz tasinmasi, serbest diflizyondan daha hizlidir
ve biyolojik islevde 6nemli rol oynar (Wang ve ark., 2015). Aquaporinin molekiil yapisi

Sekil 2.1’de gosterilmistir (Azad ve ark., 2021).

A

Ekstraseliler

intraseliiler

Sekil 2.1: Aquaporinin Molekiil Yapisi

2.2.3.Aquaporinlerin Akcigerdeki Rolleri

AQP 1, 3, 4 ve 5 akcigerde bulunmakla birlikte; (H. Liu & Wintour, 2005)
AQP8 ve AQP9 akcigerdeki brons epitel hiicrelerinde bulunabilir. Bununla birlikte
AQP'ler; akciger kompartimanlarindaki dagilimlarinda tiir varyasyonlar1 gosterir (Kang
ve ark., 2017). AQP1, AQP3, AQP4, AQP5’in akciger ekspresyonu, hava yollari epiteli,
alveolar epitel, iligkili mikrovaskiiler endotel ve submukozal bezler dahil olmak iizere

cesitli akciger hiicre tiplerinde genis hiicresel dagilim gosterdigi sican ¢alismalarinda
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gosterilmistir. AQP1 esas olarak alveol kilcal endotel hiicrelerinde eksprese edilir ve
hiicre zarlar1 boyunca su tasinmasini kolaylastirir (Ablimit ve ark., 2013). AQP3, bazal
epitel hiicrelerinde (nazofarenks ve biiyiik hava yollar1) eksprese edilir. Insan kiiciik
hava yolu epitelinde de bu protein oldugu gosterilmistir. AQP4, {ist solunum
yollarindaki ¢esitli epitel bolgelerinin (nazofaringeal, trakeal, bronsiyal) siliyer siitunlu
hiicrelerinde eksprese edilir (Verkman, 2007). Sican ve farede, AQPS5 esas olarak
akcigerdeki alveolar tip I ve tip II hiicrelerin apikal membraninda eksprese edilir ve
alveolar sivinin olusumu ile iligkili gibi gorinmektedir (Ablimit ve ark., 2013).
Hiicresel lokalizasyon agisindan, AQP3 ve AQP4 birincil olarak bazolateral membranda
eksprese edilirken, AQP5 proteininin eksprese edilen hiicrelerin apikal membranda
lokalize oldugu gosterilmistir. Bu dort AQP'nin akciger dokusunda bu tiir hiicreye 6zgi
ekspresyonu ve lokalizasyonu, akciger dokusundaki g¢esitli bolmeler boyunca su tasima
bariyerlerinin iistesinden gelmeye yardimci olur. Ornegin, submukozal bez epiteli ve
hava yolu epitelindeki AQP ekspresyonu, hava yollarini kaplayan ince bir sivi tabakasi
olan ASL'yi korumak icin hava yolu ylizeyine sivinin (glikoproteinlerin yani sira)
salgilanmasina izin verir. Benzer sekilde, alveolar epitel ve vaskiilatiir endotelindeki
AQP'ler, stvinin alveolar hava boslugu ve iliskili damar sistemi arasinda hareketine izin
verir. AQP1, AQP3, AQP4 ve AQP5'ten yoksun farelerde su gegirgenligi olgtimleri
sonuglari, AQP'lerin hava yollar1, alveoller ve plevradaki epitelyal ve endotelyal
bariyerler boyunca ozmotik olarak yonlendirilen su hareketi i¢in biiyiikk bir yol
sagladigim1 gostermistir (Verkman, 2007). Cesitli akciger patolojilerinde AQP'lerin
degismis ekspresyonuna iliskin ilging veriler, bunlarin akciger patofizyolojisi ve
hastaligindaki rollerini gliglendirmektedir. Bu baglamda, bir¢ok ¢alismada; enfeksiyon,
inflamasyon, akciger hasar1 ve fibrozis gibi cesitli akciger patoloji modellerinde

AQP'lerin ekspresyonunda degisiklik oldugunu gostermistir dolayisiyla bu durum
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AQP'lerin akciger patolojilerindeki roliinii ima etmistir. Ayrica; AQP'lerin hiicre
proliferasyonu ve gociindeki geleneksel olmayan hiicresel rolleri, embriyonik gelisim
sirasinda (diger organ sistemlerinde oldugu gibi) akciger epitelyal ve endotelyal
hiicrelerinde ve ayrica akciger kanseri ve akciger hasarindan sonra yeniden
sekillenme/iyilesme gibi patolojik kosullar altinda dogrudan ilgili olabilir (Saadoun ve
ark., 2005). Akcigerde su birikmesi ile karakterize pulmoner 6dem, farkli akciger hasari
modellerinde belirgin bir fenotiptir. Mevcut veriler; hava boslugu ve hiicresel,
interstisyel veya vaskiiler bolmelerin arasindaki sivi kagakg¢iliginin akciger AQP'leri
tarafindan diizenlenmesinde ilging bir katkiyr gostermektedir. Ek olarak, kanitlar
AQP'lerin ekspresyonunun solunum fizyolojisindeki biliyiime faktorleri, inflamatuar
aracilar ve ozmotik stres tarafindan modiile edildigini géstermektedir (King ve ark.,
2000). Dolayisiyla AQP'ler; 6dem, hiicre gogii ve inflamatuar sitokinler ve aracilarin
salinimimi1 modiile etmede terapotik potansiyel hedef olarak yeni olasi adaylardir
(Towne ve ark., 2000).

2.2.4.Aquaporin-5’in Akcigerdeki Onemli Rolleri

Akcigerlerde, AQP'lerin olas1 islevleri, dogum sirasinda alveolar sivinin
emiliminde ve yetiskin akcigerlerinde akut ve subakut akciger hasarina yanit olarak gaz
degisiminde ve akciger su igeriginin diizenlenmesinde yer alir (Li ve ark., 2011). Insan
viicudundaki 13 AQP'den (AQPO ila AQP12) dordii (AQP 1, 3, 4 ve 5) hava yollarinda
ve akcigerlerde bulunmaktadir (Sun ve ark., 2014). Bu AQP'ler arasinda AQPS3, tip I
alveolar epitel hiicrelerinde bulunan baskin su kanalidir (Wang ve ark., 2019) ve hava
sahasi-kilcal ozmotik su gecirgenligini diizenlemek i¢in 6nemlidir (Ma ve ark., 2000)
clinkii AQPS, hava sahasi ve kilcal bolmeler arasinda ozmotik olarak yonlendirilen su
tasimaciligl i¢in ana yolu saglar (Li ve ark., 2011). Hayvan ve hiicre kiiltiiri

modellerinde yapilan ¢aligmalarda, deneysel bir ALI’den sonra su ve iyon kanallarinin
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bozuldugunu bildirilmistir. Bununla birlikte, su anda insan akcigerlerinde bu
kanallardaki degisiklikler hakkinda ¢ok az veri bulunmaktadir (Liu ve ark., 2007).
Hayvan modellerinde yapilan calismalar, AQP5'in normal akciger su homeostazinin
korunmasinda kilit bir rol oynadigin1 ve AQP5'in hiicre yiizeyi ekspresyon miktarindaki
degisikliklerin ¢esitli akciger hastaliklarinda anormal su metabolizmasma katkida
bulunabilecegini gostermistir (Nagai ve ark., 2007). Ayrica, pulmoner kapiller membran
bariyeri hasarinin olasi sonucu olarak gozlemlenen azalmis AQPS5 ekspresyonu,
bunlarin bu membran boyunca bu sivi kagakeiligt mekanizmalarinin diizenlenmesinde
olasi rollerini ortaya koymaktadir (Towne ve ark., 2000). Bazi galismalar, AQP5'in
ekspresyon degisikliginin, inflamasyonla iligkili pulmoner édem igin bir yaniti1 temsil
edebilecegini diisiindiirmektedir. Akcigerdeki aquaporin ile ilgili son c¢alismalar,
AQP5'in siganlarda alveolar tip I'in apikal membraninda inflamasyona yanitta rol
alabilecegi ve sivi taginmasinda daha onemli bir rol oynayabilecegini gdstermistir.
Akciger AQPS ekspresyonunun, ALI'li farelerde artmis inflamatuar reaksiyon ve
alveolar epitelyal ve vaskiiler endotelyal hiicrelerin apoptozisi ile birlikte 6nemli dlglide
azaldigi gosterilmistir (Hasan ve ark.,, 2014). Farelerde AQPS5 eksikliginin
akcigerlerdeki alveolar kilcal bariyerin ozmotik su gegirgenli§inde on kat azalma
sonucunu dogurdugu ve radyasyon, viral enfeksiyon ve siddetli akut pankreatit ile
iliskili akciger hasar1 modelinde AQPS5 ekspresyonunun azaldigi tespit edilmistir (Wang
ve ark., 2019). AQP5'in LPS tarafindan transkripsiyonel inhibisyonunda, NF-xB ve
MAPK yolaklarinin rol oynadigi gosterilmektedir ve AQPS5'in cAMP'ye baglh
fosforilasyonu, hiicre zarindaki yapisal ekspresyonu ve yanal difiizyonunda rol
oynayabilmektedir (Hosoi ve ark., 2020). Bir ¢alismada, AQPS knock-out hayvanlarda,
Pseudomonas aeruginosa'nin neden oldugu ALI'yi agirlastirdigi gosterilmistir. Bununla

birlikte, bu ¢alismalar AQP5'in normal su hareketini siirdiirmede ve ALI'de pulmoner
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inflamasyonu inhibe etmede ¢ok Onemli bir rol oynadigini gostermektedir (Wang ve
ark., 2019). Dolayisiyla bu c¢alismalar, AQPS5'in normal doku su homeostazini
stirdirmede ¢ok 6nemli bir rol oynadigin1 ve AQP5'in anormal ekspresyonu ve/veya
islev bozuklugunun akcigerde anormal su metabolizmasina neden olabilecegi ve bunun
da pulmoner 6dem olusumuna yol agabilecegini géstermistir (Sun ve ark., 2015).

AQP5’1n hiicre i¢i sinyal yollar1 Sekil 2.2°de gdsterilmistir.

Buyume Faktori

AQPS5 Integrin

proteozomal
 yikim
W

Sekil 2.2: AQPS5’in hiicre i¢i sinyal yollari

2.3.PDE Enzimleri

PDE'ler, 11 aileden (PDE1-PDEI11) olusan siklik niikleotitlerin bozunmasi igin
mevcuttur (Kumar ve ark., 2013). PDE isimlendirmesi (PDE1-PDEI11) {iriinii olduklar
genlere, biyokimyasal 0Ozelliklerine, dilizenlemelerine ve farmakolojik ajanlara
duyarliliklarina gore olusturulmustur (Beavo, 1995). PDE alt ailelerinin dagilimlari,
inflamasyon, bilis, lipogenez, ¢cogalma, apoptoz ve farklilasma alanindaki farmakolojik
arastirmalart i¢in Onemli bir destek saglayabilen farkli hiicre ve dokularda gesitlilik

gosterir (Chiricozzi ve ark., 2016). Yapisal olarak, tim PDE'ler korunmus karboksi-
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terminal Katalitik ¢ekirdeklere sahipken, amino-terminal bolgeleri aileler, alt aileler ve
spesifik izoformlar arasinda farklilik gosterir. N-terminal bdlgelerinin bir dizi islevsel
rolii vardir: Bunlar, belirli hiicre alti konumlarin1 ve sinyalozomlar1 hedeflemeyi ve
diizenleyici molekiillerden veya translasyon sonrast modifikasyonlardan gelen
sinyallere verilen yanitlarin modiilasyonunu igerir (Ke & Wang, 2007). Bazi PDE'ler
spesifik olarak cGMP'yi (PDES, 6 ve 9), bazilar spesifik olarak cAMP'yi (PDE4, 7 ve
8) bozar ve bazilarinin (PDEL, 2, 3, 10 ve 11) ikili 6zgiilligii vardir (Bolger, 2021).
Dongiisel niikleotid PDE'ler, hiicreler i¢inde 6nemli bir ikinci haberci olan cAMP’yi
parcalamak i¢in tek yolu saglar, boylece cAMP seviyelerinin diizenlenmesinde 6nemli
bir rol oynar. cAMP, adenilil siklazin etkisiyle ATP'den iiretilirken, PDE'ler cAMP'yi
aktif olmayan 5'-monofosfata hidrolize eder. Ikinci haberci olarak cAMP; hiicre gd¢iinii,
mitokondriyal homeostaziyi, gen transkripsiyonunu, hiicre ¢ogalmasin1 ve hiicre
Oliimiinii diizenler (Lefkimmiatis & Zaccolo, 2014). Hiicre igi ikinci haberciler, CAMP
ve cGMP; vaskiiler direng, kalp debisi, noroplastisite, bagisiklik tepkisi ve inflamasyon
dahil olmak fiizere ¢esitli fizyolojik siireglerin diizenlenmesinde rol oynar. Bu siklik
niikleotitlerin hiicre i¢i seviyeleri, 6zellikle aktif olmayan 5-AMP ve 5-GMP {iriinlerini
olusturmak i¢cin cAMP ve cGMP'deki bir siklik fosfat baginin hidrolizini katalize eden
enzimler fosfodiesterazlar tarafindan diizenlenir. Bdylece, PDE'ler, cAMP ve/veya
c¢GMP'nin pargalanmasi yoluyla hiicre sinyalini modiile edebilir (Lugnier, 2006).
PDE'lerin dagilimi, biyolojik etkileri ve inhibitdr ornekleri Tablo 2.1'de verilmistir

(Mokra & Mokry, 2021).
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Tablo 2.1.PDE'lerin Dagilimi, Biyolojik Etkileri ve inhibitér Ornekleri

PDE'LER SUBSTRAT

PDE1 CAMP/cGMP
PDE2 cAMP/cGMP
PDE3 cAMP/cGMP
PDE4 cAMP
PDE5 cGMP
PDE6 cGMP
PDE7 cAMP
PDES cAMP
PDE9 cGMP
PDEI0  CAMP/cGMP
PDE11  CAMP/cGMP

PDE'LERny BIRINCIL
DOKU DAGILIMI

Diiz kas, adiposit, pankreas,
noronlar,
makrofajlar/monositler,
testisler/spermatozoa

Bobrek {istii bezi, kalp,
akciger, karaciger,
trombositler, endotel
hiicreleri, adiposit, beyin

Kalp, diiz kas, akciger,
karaciger, trombositler,
adiposit, pankreas,
bagisiklik hiicreleri, beyin,
endotel, epitel, oositler

Beyin, Sertoli hiicreleri,
bobrek, karaciger, kalp, diiz
kas, akciger, adiposit,
endotel hiicreleri, bagigiklik
hiicreleri, pankreas

Akciger, trombositler, diiz
kas, kalp, endotel hiicreleri,
beyin, bobrek,mide
bagirsak sistemi

Fotoreseptorler, epifiz bezi

Iskelet kas1, damar diiz
kas,akciger,
kardiyomiyositler,
bobrek,beyin,pankreas, T-
ve B-lenfositleri, dalak
Testis, goz, karaciger,
iskelet kasi, kalp, bobrek,
yumurtalik, beyin, T-
lenfositler, tiroid bezi,
pankreas

Bobrek, dalak, karaciger,
akciger, beyin, bagirsak
hiicreleri, iskelet kasi,
duymak

Testis, beyin, tiroid bezi,
pankreas

Iskelet kas1, prostat,
bobrek, karaciger, hipofiz
ve tukiirik bezleri, testisler

PDE'LERIN ETKIiLERi

Beyin, kalp, akciger, damar diiz
kasinin diizenlenmesi, bagisiklik
hiicrelerinin hayatta kalmasi ve
aktivasyonu, néronal
fonksiyonlar, spermatogenez
Endotel gecirgenligi ve
trombosit fonksiyonlarinin
diizenlenmesi, aldosteron
salgilanmasinin diizenlenmesi,
noronal fonksiyonlar,
Miyokardiyal kontraktilite,
trombosit agregasyonu, damar
ve hava yolu diiz kas kasilmast,
inflamasyonun diizenlenmesi ve
fibrozis, trombosit islevleri,
aracilik insiiline yanit, hiicrenin
diizenlenmesi ¢ogalma

Noronal fonksiyonlar,
inflamasyonun diizenlenmesi,
mikrovaskiiler gecirgenlik ve
fibrozis, vaskiiler

ve hava yolu diiz kas kasilma ve
proliferasyon, miyokardiyal
kasilma, dogurganlik

Damar ve hava yolu diiz kas
kasilmast,yeniden
sekillenme,trombosit islevler,
katilim iltihap ve oksidatif stres,
noronal fonksiyonlar

Sinyal iletimi ve fotoreaksiyon,
melatonin saliniminin
diizenlenmesi

T-lenfositlerin ve diger
bagisiklik
hiicrelerininaktivasyonu,
bronkokonstriksiyon

T hiicrelerinin aktivasyonu,
spermatogenez ve Leydig
hiicrelerinin diizenlenmesi,
bronkokonstriksiyon

Noronal fonksiyonlar,
inflamasyona katilim ve
bronkokonstriksiyon

Noronal fonksiyonlar, 6grenme,
hafiza siirecler

Spermatogenez

INHIBITOR
ORNEKLERI

Vinpocetine
Nicardipine
nimodipine

EHNA BAY-
60-7750
oxindole

Milrinone
cilostazol
olprinone
ensifentrine
(RPL554)

Rolipram
cilomilast
roflumilast
apremilast

Sildenafil
dipyridamole
zaprinast
tadalafil
vardenafil

Non-selektif

BRL 50481
1C242
ACB16165

PF-04957325

BAY-73-6691
PF-04447943

Papaverine TP-
10 MP-10

Non-selektif
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2.3.1.PDE4 Enzimi Ve Fizyopatalojik Olaylardaki Rolii
PDE4; cAMP'ye 0zgii, beyinde, kardiyovaskiiler dokularda, diiz kaslarda,
keratinositlerde ve immiinositlerde (T hiicreleri, monositler, makrofajlar, nétrofiller,
dendritik hiicreler, eozinofiller dahil) yiiksek oranda eksprese edilir (Chiricozzi ve ark.,
2016). Bugiine kadar ~20'si bilinen bircok PDE4 izoformu, bu ailenin eylem
yelpazesini anlamak i¢in 6nemli bir zorluk teskil etmektedir. Bununla birlikte, segici
ifade yoluyla, bu c¢esitlilik, PDE4 izoformlar1 farkli hedefleme ve diizenleyici 6zellikler
sergiledigi icin, hiicre tipine 6zgii bir temelde cAMP sinyalini uyarlama yetenegi sunar
(Conti ve ark., 2003). Su anda, PDE4 ailesi, uzun PDE4 ve kisa PDE4 izozimlerini
kodlayan ¢esitli alternatif mRNA ekleri, en az 35 farkli PDE4 proteini ile 4 genden
(PDE4A, PDE4B, PDE4C ve PDE4D) olusan en biiyik PDE ailesini temsil eder
(Lugnier, 2006). PDE4 izoformlari ii¢ gruba ayrilir: Uzun izoformlar, izoforma 6zgii N-
terminal bolgesi ile katalitik birim arasinda yer alan, yukar1 yonde korunmus bolge 1
(UCR1) ve yukar1 yonde korunmus bolge 2 (UCR2) olarak adlandirilan iki diizenleyici
alana sahiptir. Kisa izoformlar ve siiper kisa izoformlar UCR1'den yoksundur ve kesik
bir UCR2'ye sahiptir. UCR modiillerinin énemli bir islevsel rolii, PKA ve ERK (Hiicre
dist sinyalle diizenlenen kinaz) fosforilasyonu yoluyla PDE4 diizenlemesinin
belirlenmesidir (Houslay & Adams, 2003). UCR1, bir PKA fosforilasyon bolgesi igerir,
bu enzim tarafindan uzun izoformlarin etkinlestirilmesine izin verir, bdylece CAMP
bozunmas1 i¢in hiicresel kapasiteyi artirarak cAMP sinyali ic¢in hiicresel
desensitizasyonun énemli bir boliimiinii saglar (Sette & Conti, 1996). cCAMP ve cGMP
hidrolizinden sorumlu hiicre i¢i enzimlerin bir siiper ailesi olan fosfodiesterazlar,
PDE4'e 6zel bir 6nem verilerek yeni terapotik hedefler olarak ortaya ¢ikmistir. PDE4,
bagisiklik hiicrelerinde ve hava yolu diiz kas hiicrelerinde eksprese edilir ve inflamatuar

yanitlar1 diizenler (Houslay ve ark., 2005). PDE4; cAMP seviyelerinin modiilasyonu
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yoluyla, monositlerin, T hiicrelerinin ve nétrofillerin pro-inflamatuar etkileri, hava yolu
ve vaskiiler diiz kas daralmas1 ve adenilil siklaz baglantili G-proteinine bagl reseptorler
aracilifiyla norotransmiter sinyalleri dahil olmak {izere lokosit tepkileri diizenler
(Castro ve ark., 2005). Baz1 ¢alismalarda PDE4D knock-out farelerde antidepresan
benzeri bir profil gézlemlenmistir dolayisiyla bu durum PDE4D tarafindan diizenlenen
CAMP sinyalinin  depresyonun patofizyolojisinde ve farmakoterapisinde rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ote yandan, PDE4B eksikligi olan makrofajlarm,
LPS tehdidine yanit olarak TNF-a 'y1 eksprese etme yetenegi ciddi sekilde bozulmustur.
Bu nedenle, belirli bir PDE4 genini devre dist birakmanin, bireysel izoformlar
tarafindan secgici fonksiyonel diizenleme i¢in bir rolii destekleyen hiicre davranisi
tizerinde sinirli ancak tutarli bir etkiye sahip oldugu goriilmektedir (Shepherd, 2006).
PDE4, kan basinci ve son organ komplikasyonlar1 gibi metabolik sendromun y6nlerini
de diizenleyebilir. PDE4D polimorfizmleri ile iskemik inme arasinda pozitif bir iligki,
farkli popiilasyonlarda tutarli bir sekilde rapor edilmistir. Ayrica; PDE4C ve PDEA4D,
pankreatik [B-hiicrelerinde eksprese edilir ve insiilin sekresyonunu kontrol ettigi
diistiniilmektedir. PDE4 kontrollii cAMP-PKA sinyali, glukagon benzeri peptid-1'in
transkripsiyonu i¢in giiglii bir uyaricidir (Heimann ve ark., 2010). TNF-a, PDE-PKA-

cAMP, MAPK ve NF-kB yollar1 arasindaki etkilesimler Sekil 2.3’de gosterilmistir.
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2.3.2.PDE4 Enziminin ALI’deki Rolii

PDE, hiicre i¢i ikinci habercileri hidrolize eden ve sinyal transdiiksiyonunda
onemli bir rol oynayan bir enzim smifidir (Omar ve ark., 2019). PDE4, hava yolu
inflamasyonunun 6nemli bir modiilatorii olarak hizmet eder (Michalski ve ark., 2012).
Akciger hastaliklarinda PDE4 (PDE4A, PDE4B, PDEAC ve PDE4D) dikkat ¢eken bir
alt tiptir ve PDE4B, inflamatuar yanitla yakin iliskisi nedeniyle daha fazla ilgi ¢ekicidir
(Amata ve ark., 2014). Onceki calismalarda, PDE4B'nin inflamatuar hastaliklarda
yukari regiile edildigi ve PDE4B'nin inhibisyonunun inflamatuar yaniti 6nemli 6lgiide
hafifletebilecegi gosterilmistir ve bu durum PDE4B'nin terapotik bir hedef olabilecegini
diistindiirmektedir. Daha 6nce bahsedildigi gibi, PDE4B agirlikli olarak inflamasyon ile

iligkili goriinmektedir. PDE4B nakavt ratlarda, akciger epitel hiicreleri, pulmoner
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mikrovaskiiler endotel hiicreleri ve vaskiiler diiz kas hiicreleri dahil olmak iizere birgok
hiicre tipinde LPS kaynakli NF-«B, aktivasyonunu ve inflamatuar yanit1 inhibe etmistir.
Ek olarak, PDE4B silinmesi LPS kaynakli ROS olusumunu zayiflatmistir (Ma ve ark.,
2014). Dolayisiyla bir calismada PDE4B'nin inhibisyonunun ALI iizerinde bir anti-
inflamatuar etkiye sahip oldugunu goézlemlenmistir (Zhou ve ark., 2022). Son
aragtirmalar, PDE4B'nin ablasyonunun, akut P. aeruginosa enfeksiyonunun bir fare
modelinde akciger hasarini hafiflettigini bulmustur (Abou Saleh ve ark., 2020). PDE4,
notrofiller ve lenfositler gibi ¢ogu inflamatuar hiicrede bulunur. Dolayisiyla; PDE4,
inflamasyonun diizenlenmesinde rol oynayan ana PDE'dir ve bu nedenle pulmoner hava
embolisi ile ilgili ALI'de kritik olmasi beklenir (Peng ve ark., 2019). Dolayisiyla
ALI/ARDS patogenezinde akciger epitel ve endotel hiicrelerinin, notrofillerin,
makrofajlarin, T-lenfositlerin, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin vb. temel rolii nedeniyle,
bahsedilen hiicrelerde dagilan PDE4 izoformlarinin inhibisyonu, ya se¢ici olmayan PDE
inhibitorleri ya da segici, PDE4 inhibitorleri ARDS'de 6zel bir ilgi konusudur (Mokra &
Mokry, 2021).

2.3.3.PDE inhibitérleri

PDE'lerin dagilimi, farkli hiicre ve dokularda ¢esitlilik gosterirken, bazi hiicreler
birkag tip PDE iiretebilir. PDE inhibitorleri, bir veya birka¢ PDE izoenzimini hedefler
ve boylece siklik niikleotidlerin metabolizmasini inhibe eder ve biyolojik etkilerini
uzatir.(Lugnier, 2006) Dolayisiyla; spesifik PDE inhibitorlerinin gelistirilmesine ve
bunlarin immiinomodiilasyon siire¢lerindeki roliine olan ilgi yenilenmistir. Bu nedenle,
cAMP'ye 6zgili PDE'lerin secici inhibitdrleri, basta bagisiklik bozukluklar: olmak tizere
multipl skleroz ve inflamatuar sistemler ve ayrica depresyon, iskemi-reperfiizyon hasari
ve Alzheimer hastaliklar1 gibi ¢esitli insan hastaliklarinin tedavisi i¢in terapiler olarak

onerilmistir (Houslay ve ark., 2005).
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PDE'lerin Secici Olmayan Inhibitorleri

PDE'lerin se¢ici olmayan inhibitorleri, ¢esitli dokularda dagitilan birka¢ PDE'nin
bir eylemini ayni anda modiile edebilir; ancak bu genis spektrumlu etki genellikle
istenmeyen yan etkilerle iliskilendirilir. Segici olmayan PDE inhibitorleri, (teofilin (1,3-
dimetilksantin), kafein (1,3,7trimetilksantin) veya teobromin (3,7dimetilksantin)) ¢cayda
dogal alkaloidler olarak mevcut oldugundan, bir grup kahve, kakao vb. ksantin ile
temsil edilir.

PDE'lerin Secici Inhibitorleri

PDEI inhibitorleri, PDE1'i modiile eden vazokonstriksiyon, vaskiiler ve
kardiyak remodeling ve nérotransmisyonu hedefleyen, voltaj kapili sodyum kanallarini
hedefleyen, hiicre toksisitesinin ve dliimiin diizenlenmesine katilan ve IKK’ (Ikappa B
kinaz) y1 hedefleyen, hiicresel bir inflamatuar yaniti etkileyen ¢ok etkili ajanlardir
(Zhang ve ark., 2018). PDE2 inhibitorleri biligsel bozukluklarin, 6zellikle anksiyete ve
depresyonun ve diger norodejeneratif hastaliklarin tedavisine dahil edilebilir (Zhang ve
ark., 2017). PDE3 inhibitorleri pozitif inotropik (PDE3A yoluyla), vazodilator ve zayif
kronotropik etkiler gostermektedir. Ek olarak, PDE3 inhibitorleri, miyokardiyal iskemi-
reperfiizyon ile iliskili baskilanmis inflamatuar degisikliklerde gosterildigi gibi, giiglii
inflamasyon modiilatérleridir (Gresele ve ark., 2011). PDE4 inhibitorleri, inflamatuar
hiicrelerin ve ilgili sitokinlerin aktivasyonunun ve aliminin azaltmasi ve ayrica akciger
yapisal hiicrelerinden (alveolar ve brons epitel hiicreleri, mikrovaskiiler endotel
hiicreleri, hava yolu diiz kas hiicreleri, fibroblastlar vb.) sitokinlerin ve diger biyolojik
olarak aktif maddelerin saliniminin azaltmasi nedeniyle genis anti-inflamatuar etkiler
gosterir (Zuo ve ark., 2019). PDE4 inhibitorleri, kiigiik hava yolunun yeniden
sekillenmesine yol agan epitelyalden mezenkimal gegisi baskilamada da etkilidir

(Milara ve ark., 2014). Ek olarak, PDE4 inhibitorleri, hava yolu inflamasyonu hava yolu
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hiperreaktivitesini azaltir ve Oksiiriir ve siliyer motiliteyi iyilestirir (Mokra & Mokry,
2021). PDE4'in segici inhibisyonu, bir¢ok inflamatuar ve immiinomodiilator hiicrede
cAMP igerigini arttirir, bu da inflamatuar yanitin ¢esitli yonlerinin baskilanmasina ve
ayrica diiz kas ve pulmoner sinirler tizerindeki etkilere yol agar (Torphy, 1998). PDE5
inhibitorleri, hipoksik durumlar ve vaskiiler hipertrofi ve yeniden sekillenme
inhibitorleri dahil olmak {izere gii¢lii pulmoner vazodilatorler olarak islev goriir
(Ghofrani ve ark., 2006). PDE7 inhibitorleri, 6zellikle T-lenfositlerin aracilik ettigi
inflamatuar hastaliklarda faydali olabilir (M. Giembycz & Smith, 2006). PDE7
inhibitorlerinin bir diger onemli 6zelligi, PDE4 inhibitorlerinin etkilerini arttirma
yetenekleridir (Mokra & Mokry, 2021). PDES8'in inhibisyonu PDES'in hava yolu diiz
kas hiicrelerinde ve T-lenfositlerinde ekspresyonundan dolayr T-hiicresi aracili
inflamasyon ve bronkokonstriksiyonda ek bir hedefi temsil ettigini gosterir (Vang ve
ark., 2016). Son zamanlarda, PDE9 inhibitorleri, Alzheimer hastaliginin tedavisi igin
potansiyel terapétikler olarak ¢ok dikkat ¢ekmistir (Tajima ve ark., 2018). PDE9
inhibitorlerinin, idrar dokusunda hiicre i¢i ¢cGMP seviyelerinin arttirtlmasi yoluyla
diziiri i¢in tedavi etkileri beklentileri tarafindan yonlendirildigi gosterilmistir (Nagasaki

ve ark., 2012).

2.3.4.Rolipram

Rolipram, 1990'larin basinda Schering AG tarafindan miikkemmel bir
antidepresan ila¢ olarak tanimlanan ilk prototipik PDE4 inhibitoriidiir (O’Donnell &
Zhang, 2004). Daha fazla arastirma iizerine, PDE4'lerin iki konformasyonda var oldugu
belirlenmistir: Yiiksek afiniteli rolipram baglayict konformasyon ve diistik afiniteli bir
rolipram baglayici konformasyonu (Torphy ve ark., 1999). PDE4'in yiiksek afiniteli

konformeri roliprami nanomolar potens ile baglar, agirhikli olarak MSS ve
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gastrointestinal sistemin kisimlarinda dagilmis gibi goriinmektedir ayrica belirli
gastrointestinal ve MSS etkileriyle ile iligkilidir. Buna karsilik, PDE4'lin diisiik afiniteli
formu, mikromolar afinite ile roliprami baglar ve immiin ve inflamatuar hiicrelerde
baskin goriinmekle beraber segici PDE4 inhibitorlerinin anti-inflamatuar ve antiastmatik
etkilerinin tiimii olmasa da ¢ogu, bu formun inhibisyonu ile iliskilidir (Barnette &
Underwood, 2000). Oldukea segici PDE4 inhibitorii rolipram, PDE4 izoenzimlerinin
hastalik durumlarma ve ikinci haberci yollarna katkisinin belirlenmesinde aragtirma
araci olarak birkag¢ yildir kullanilmaktadir. Baglangicta antidepresan 6zellikleri igin tarif
edilen ek anti-inflamatuar etkisi, otoimmiin bozukluklarin tedavisinde PDE4
inhibitorlerinin kullanilmasina olan ilgiyi yenilemistir (Castro ve ark., 2005). Rolipram
ayrica, inflamasyon siirecine dahil olan hemen hemen tiim hiicrelerin aktivitesini
modiile etmede Onemli bir rol oynar. Rolipram, oncelikle LPS ile aktive olan
makrofajlar ve monositler tarafindan salinan giiglii bir sitokin olan ve bir dizi patolojik
durumda Onemli bir rol oynayan TNF-a 'nin inhibisyonu ile baglantili olan
antiinflamatuar etkiler gosterir. Hayvan deneylerinde rolipramin toksik ve yan etkileri
esas olarak miyokardiyal ve karaciger dejenerasyonu, artrit ve hipotermiyi igerir. Ek
olarak, rahatsiz edici davranigsal aktivite ve bas segirmeleri ile mide bulantisi
bildirilmistir (Zhu ve ark., 2001). Rolipram gibi geleneksel PDE4 inhibitorleri katalitik
alana baglanir. Yiiksek konsantrasyonlarda, rolipram cCAMP'nin enzimin Kkatalitik cebine
erigsmesini engeller boylece cAMP seviyesini yiikseltir (Miiller ve ark., 1996). Spesifik
PDE4 inhibitorii rolipramin, siganlarda LPS'nin neden oldugu mortaliteyi ve agir
pulmoner hasar1 azalttigi bildirilmistir ve bu durum, serum TNF seviyelerindeki
artiglarin baskilanmasina baglanmistir (Turner ve ark., 1993). Rolipram ile tedavi

medyan sagkalimi uzatarak, alveolar fibrin birikimini, akciger iltihabini ve vaskiiler
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sizintiy1 azaltmigtir ve inflamasyon, fibrin birikimi ve alveolarizasyonla ilgili anahtar
genleri azaltmistir (de Visser ve ark., 2008).

2.3.4.1.Rolipramin Farmakokinetigi

Rolipramin farmakokinetigi sigcan, tavsan, rhesus maymunu ve sinomolgus
maymununda 14C veya 3H etiketli rolipram ve degismemis ilacin Ol¢limil i¢in bir
radyoimmiinoanaliz kullanilarak incelenmistir. Rolipram, 50 mg/kg'a kadar olan oral
dozlardan sonra hizla ve tamamen emilmistir. Biyoyararlanim rheus maymunda %0-1,
sinomolgus maymununda %3-7, tavsanda %3-6, sicanda %35 olarak Olgiilmiistiir.
Rolipram, beyinde plazmadakinin iki kat1 konsantrasyona ulasan kan-beyin bariyerini
gecebilmistir. Arastirilan tiim tiirlerde degismemis ilacin plazma seviyeleri, 1-3 saatlik
benzer yar1 omiirle azalmistir. Siganda, iki rolipram enantiyomerinin farkli klirensi i¢in
endikasyonlar1 gézlemlenmistir. Ana eliminasyon yolu idrar olan etiketli rolipram hizla
ve tamamen atilmistir (Krause & Kiihne, 1988). Bir c¢alismada; rolipramin
farmakokinetigi, saglikli erkek goniilliilerde 3H-rolipram ve degismemis ilacin dl¢iimii
icin bir radyoimmiinoanaliz kullanilarak incelenmistir. Rolipram, 1 mg'lik bir oral
dozdan sonra hizla ve tamamen emilmistir. Biyoyararlanim %73 olarak ol¢iilmiistiir.
Degismeyen ilacin plazma seviyeleri, 2 saatlik bir terminal yarilanma omri ile
azalmistir. Rolipramin toplam klerensi kg basina 2 ml/dk dl¢tilmiistiir. Etiketli rolipram
ana eliminasyon yolu olan idrarla hizla ve tamamen atilmistir (Krause ve ark., 1989).

Rolipramin muhtemel etki mekanizmasi Sekil 2.3’de gosterilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali
Farmakoloji Arastirma Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.1.Materyal

3.1.1.Deney Hayvanlan

Bu calismamizda, Atatiick Universitesi Tibbi ve Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkezi deney hayvanlar1 laboratuvarindan (Erzurum/Tiirkiye) alinan,
agirliklart 200-250 gram ve yaslar1 6-8 hafta arasinda degisen toplam 60 adve albino
Wistar erkek si¢an kullanildi. Deney boyunca, ratlara gerektigi kadar (ad libitum) su ve
yem verildi (Tam rat yemi; ham kiil %8, ham protein %23, ham yag %3, ham seliiloz
%7; Bil-yem, Erzurum, Tirkiye). Deney Oncesi hayvanlar 12/12 saat giindiiz/gece
dongiisiinde ve normal oda sicakliginda (22 °C) barindirilarak gruplar halinde ayrildi.
Deneyimizin tiim asamalarinin etik kurallara gore uygun oldugu, Atatiirk Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 28.02.2022 tarih ve 2 sayili oturumunun 26
numarali karart ve 17.02.2022 tarihli ve E-42190979-000-2200055143 sayili yazisi ile
ve Atatiirk Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisiiniin 28.04.2022 tarih ve 2022/22/7
numarali karari ile onaylandi.

3.1.2.Kullanilan ilaclar ve Hazirlamislar

LPS: Serum fizyolojik ile sulandirilmis Smg/kg doz LPS (L2880 Sigma-Aldrich-
Lipopolysaccharides from Escherichia coli O55:B5) trakeaya yavasga enjekte edildi.

Rolipram (1:1000) (Dimetil siilfoksit (DMSO)/serum fizyolojik) ¢ozeltisinde
cozerek) rolipram dozlari intraperitonel olarak uyguland.

Ksilazin (Xylasinbio, intermed ecza deposu Ltd.Sti., Ankara, Tiirkiye):

Calismada 5 mg/kg intraperitonel olarak sedasyon i¢in verildi.
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Ketamin (Ketalar, Pfizer, 50 mg/ml flakon, istanbul, Tiirkiye): Calismada 75
mg/kg intraperitonel olarak anestezi igin verildi. Anestezide ksilazin ile birlikte verildi.

%10 Povidon fodine Antiseptik Soliisyon (Diagnokim, istanbul, Tiirkiye):
Cerrahi insizyon alanlarinin dezenfeksiyonu i¢in kullanildi.

3.1.3.Kullanilan Alet ve Cihazlar

CIHAZLAR MODELI VE FIRMASI
TissueLyser Il QIAGEN, Hilden, Germany
QIlAqube QIAGEN, Hilden, Germany

Thermal Cycler Veriti Applied Biosystems, CA, ABD

Real-Time PCR Applied Biosystems, CA, ABD

ELISA Okuyucu Epoch Microplate Spectrophotometer BioTek, ABD
Mikroplate Yikayict Stat Fax 2600 Microplate Washer, ABD
Santrifiij(Sogutmali) Hettich Zentrifugen 320R, Germany

pH Metre SCHOTT Instruments Lab 850, Germany

Manyetik Karistirici

Doku Homojenizatorii
Hassas Terazi

Etiv

Karistirict

Ultra derin dondurucu(-86°C)
Derin Dondurucu
Otomatik Multikanal Pipet
Pipet Seti

Cerrahi set

Otoklav Wac47

Kafes

Tart1

Wisd WiseStir MSH-20A, Germany
Ika-Werke

Shimadzu ATX224, ABD
Memmert WNB 7-45, Germany
IKA- MS 3 basic, ABD

Nuaire NU-9483E, ABD

Vestel BZP-X1.3402W, Tiirkiye
Eppendorf Research Pro (20-300pul)
Eppendorf Research Plus

Cerrahi set F.S.T. Germany
DAIHAN, Giiney Kore

Tecniplast,

SKS 4511, Sinbo, Tiirkiye
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3.2.Metot

3.2.1.Deney Plani

Sicanlar agirliklarina gore gruplara ayrildi. ALI ¢alismalarinda mortalite orani
yiiksek olmasindan dolayr deney gruplarindaki hayvan sayist fazla tutuldu.
Caligmamizda 60 adet erkek sicanlarda intratrakeal LPS yontemiyle akut akciger hasari
olusturulup deney gruplarinda PDE4 inhibitorii rolipramin farkli dozlarda kullanimi
sonucu elde edecegimiz etkileri incelendi.

Calisma gruplarinda siganlar saglikli kontrol, ALI kontrol grubu, {i¢ farkli doz
rolipram grubu ve saglikli+en yiiksek doz rolipram grubu olarak alti deney grubuna
randomize sekilde ayrilarak standartizasyon saglandi.

Deney gruplari Tablo 3.1. de gosterilmistir.

Tablo 3.1.Rolipram Tedavi Gruplari

Grup Numarasi Grup Ad1
1 Saglikli Grup
2 Saglikli + Rolipram 5 mg/kg
3 ALI Kontrol Grubu
4 ALI + Rolipram 1 mg/kg
5 ALI + Rolipram 3 mg/kg
6 ALl + Rolipram 5 mg/kg
Deneyin yapihisi

Bu calismamizda LPS ile indiiklenmis ALI modeli kullanildi. Si¢anlar deney
Oncesi 12 saat boyunca ag birakilip, 12. saatin sonunda 15 mg/kg ksilazin ve 100 mg/kg
ketamin kombinasyonunun intraperitonel uygulanmasi ile anestezi altina alindi. Siganlar

sirt Gstii-supin pozisyona getirildikten sonra servikal orta hat kesisi ile cilt kesildi. Doku
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harabiyetini en aza indirmek amaciyla pamuklu swab ¢ubuklartyla fasyalar,
sternocleidomastoideus kasi ve paratiroid bezleri ekarte edildikten sonra trakea cerrahi
olarak ortaya ¢ikarildi. 26 G’lik steril insiilin enjektorii kullanilarak trakeal kartilajlarin
arasindan intratrakeal alana girildi. Enjektor pistonu geri ¢ekilip enjektdr igine hava
gelip trakea icinde oldugumuzdan emin olununca izotonik NaCl ile sulandirilmig 5
mg/kg doz LPS (L2880 Sigma-Aldrich-Lipopolysaccharides from Escherichia coli
0O55:B5) trakeye yavasca enjekte edildi. Enjeksiyon sonrasi siganlar LPS’nin akcigerin
tamamina homojen bir sekilde dagilmasi i¢in el yardimiyla ii¢ eksende dondiirtildi. Cilt
Covidien Appose ULC AutoSuture Slim Body Skin Stapler 35 W kullanilarak kapatildi.
LPS uygulamasindan bir saat sonra Saglikli+Rolipram ve ALI+Rolipram grubundaki
her sigana taze olarak hazirlanan (Rolipram (1:1000) (DMSO/serum fizyolojik)
cozeltisinde ¢ozerek) rolipram dozlari intraperitonel olarak uygulandi.(F. Liu ve ark.,
2021) Siganlar deneyin 24.Saatinde 50 mg/kg dozda tiyopental sodyum ile Gtenazi
edildi. Deney sonlandirildiktan dokularin yaris1 %10 formalin ¢6zeltisi iginde
histopatolojiye gonderildi. Kalan dokular ise -80°C ultra sogutucuda uygun sartlarda
saklanip molekiiler ve/veya biyokimyasal ve histopatolojik calismalar i¢in bekletildi
(Aydin ve ark., 2022).

3.2.2.Molekiiler Analizler

3.2.2.1.ELISA Analizi

Cerrahi islemleri takiben dokular -80°C'de saklandi. Her bir sigandan alinan
doku ornekleri, bir TissueLyser II 68iitme kavanoz seti kullanilarak sivi nitrojen i¢inde
ogitildi. Yaklagik 100 mg o6gitiilmiis doku, TissueLyser II igeren bir Eppendorf
tiptinde 2 ml fosfat tamponlu salin homojenat tamponunda homojenize edilerek
ornekler daha sonra santrifiijlendi. Elde edilen siipernatantlardan AQPS, NF-kB,

MAPK, PDE4D, cAMP, TNF-a ve IL-6 seviyeleri ELISA yontemi ile Epoch
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Spectrophotometer System and Take3 Plate cihazinda o6lgiildii. Standart bir egri
cizilerek standartlarin absorbansindan bir denklem olusturuldu. Dogrusal AQP5, NF-xB
MAPK, PDE4, cAMP, IL-6 ve TNF-o konsantrasyonlar1 bu denkleme gore
degerlendirildi. ELISA prosediirii kit protokoliinde yazilan basamaklara uygun olarak
gerceklestirildi (Cadirci ve ark., 2019). ELISA kitleri sirastyla: TNF-o (Catalog #201-
11-0765), IL-6 (Catalog #201-11-0136), cAMP (Catalog #201-11-029), AQP-5
(Catalog #201-11-0570), MAPK (Catalog #201-11-1064), NF-xB (Catalog #201-11-
0288), Camp Spesific (PDE4D) (Catalog #201-12-4539) SunRed (Shanghai, China)
olarak kullanildi.

3.2.2.2.Real Time-PCR Analizi

3.2.2.1.Rat Akciger Dokusundan mRNA izolasyonu

Sican Akciger Dokusu tek tek tartilarak, Tissue Lyser II cihazinda (20-30 mg
dokuya 350 ul RLT buffer koyularak) homojenize edildikten sonra QIAcube RNA
izolasyon cihazinda RNA ekstraksiyonu yapildi. Qiaqube RNA izolasyon cihazinda
RNeasy Mini Kit kullanilarak total RNA izolasyonu yapildi. Nano drop
spektrofotometri ile total mRNA miktar1 260/280 nm’de 6lgtldi.

3.2.2.2.Revers Transkriptaz Reaksiyonu ve cDNA Sentezi

Total RNA’dan ¢cDNA sentezi High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
enzimi kullanimi ile yapildi. Her reaksiyon 10 ul RNA ile gergeklestirildi ve CDNA
sentezi iiretici firmanin 6nerdigi miktarda total RNA ve reaktifler eklenerek (10 ul total
RNA; 10 X RT Random Primers 2 ul; 25 X dNTPs mix 0.8 ul; MultiScribe Reverse
Transcriptase 1 pl; 10 X RT 30 Buffer 2 pl; DEPC-H20 4.2 pl). Belirtilen sicaklik
degerleri Thermal Cycler cihazi ile (Veriti 96 Well, Applied Biosystem) saglandi. Nano

drop spektrofotometri ile cDNA miktar1 belirlenerek -20°C’de saklanda.
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120 dakika

10 dakika

cDNA Sentezi Protokoli

3.2.2.3.Real Time PCR Yontemi ile AQP5 mRNA Ekspresyonunun
Kantitatif Olarak Belirlenmesi

TagMan Gene Expression Master Mix kiti kullanilarak, AQP5 mMRNA
ekspresyonu kantifiye edildi. Kantifikasyon ve Amplifikasyon islemi StepOne Plus Real
Time PCR System cihazinda gergeklestirildi. Ct degerleri cihazda otomatik olarak delta

Ct’ye doniisttrildi (Cadirci ve ark., 2019).

950(C ‘ 950C

180 saniye S saniye
60°C

30 saniye

\ J
|

40 dongii

RT-PCR mRNA Ekspresyon Protokolii
3.2.3.Biyokimyasal Calismalar
3.2.3.1.Akciger Dokusunda Yapilan Analizler
Deney hayvanlarina ait akciger doku Ornekleri biiyiik Ol¢ekli analiz
islemlerinden sonra -80°C’de muhafaza edildi ve 100 mg’lik si¢an akciger dokularinin

homojenizasyon islemi spesifik homojenat tampon soliisyonunda (uygun bufferda) buz
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tizerinde 3 dk siiresince 30 Hz titresimde Tissue Lyser ile yapildi. Akabinde Kitte
belirtilen talimatlara uyularak doku santrifiijii yapildi. Biyokimyasal analizler igin her
bir sican akcigerindeki AQPS, NF-xB, MAPK, PDE4, cAMP, IL-6 ve TNF-a seviyeleri
ise ELISA kitleriyle 6l¢iildii ve kit protokoliine uygun olarak degerlendirildi (Cadirci ve
ark., 2019).

3.2.4.Histopatalojik Inceleme

3.2.4.1.Histopatolojik Analizler

Histopatolojik degerlendirmeler i¢in yapilan doku takip, boyama ve analizlerin
tamami1 Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
aragtirma laboratuvarinda yapildi.

3.2.4.2.Doku Takip Islemleri ve Kesitlerin Hazirlanmasi

Cerrahi islemler bittikten sonra %3,7’lik formaldehit ¢6zeltisine alinan akciger
doku ornekleri, 72 saat fiksasyon sonunda etiketlenerek plastik doku takip kasetleri
icine konulmustur. Ardindan doku takibi protololiine gecilmistir. Buna gore; Akan su
altinda 2 saat yikandiktan sonra doku Ornekleri, %50’lik (2 saat), %70’lik (1 saat),
%80’lik (1 saat), %96’lik (1 saat), %99’luk alkol (1 saat) serilerine sirastyla koyularak
dehidratasyon islemi ile dokudan su uzaklastirmasi yapildi. Akabinde ii¢ farkli saf
ksilen soliisyondan (3x15 dakika) bekletilerek doku seffaflagtirma islemi uygulandi.
Son olarak dokular iki ayri erimis sert parafin serilerinde (56-58°C - 1 saat Xx2)
bekletilerek takip islemi yapildi. Doku takip islemi bittiginde plastik takip kasetler
acilldi ve doku ornekleri metal bloklama kalibi i¢ine uygun kesit diizlemine gore
sabitlendi ve erimis parafin ile eklenerek oda sicakliginda donmaya birakildi ve
bloklama islemi tamamlandi.

Hazirlanan bloklar rutin doku mikrotom cihazina koyularak 5’er mikrometre

kalinligindaki her bir bloktan ardisik seri kesitler alindi. Mikrotomdan g¢ikan seri
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kesitler, sicak su havuzuna aktarildi ve lam daldirma yontemi ile yardimiyla kesitler
polilizin lam yiizeyine alindi. Akabinde slaytlar boya soliisyonu dncesinde 6n islemler
protokolii uygulandi.

3.2.4.3.Boyama On Islemi

Akciger doku 6rnekleri polilizin kapli lam {izerine alinarak dokunun lam {izerine
lyice sabitlenmesi ve parafinin tamamen uzaklastirilmasi amaciyla 20 dakika boyunca
60°C’deki etiivde bekletildi. Akabinde etiivden alman slaytlar ksilen soliisyonunda 45
dakika bekletilerek parafinin yiizeyden tamamen uzaklagsmasi saglandi. Ardindan ise bu
kez, ksileni dokudan uzaklastirip suya yaklastirmak i¢in lamlar azalan alkol serilerinde
(%99, %96, %80, %70, %50) ikiser dakika bekletildi. Alkoliin uzaklastirilmasi igin son
olarak akan suda altinda 5 dakika yikama islemi gergeklestirildi (Aksak Karamese ve
ark., 2015). Sonugta lamlarin yiizeyindeki doku su bazli boyalar i¢in yilizey hazir hale
getirildi.

3.2.4.4.Masson Trikrom Triple Boyama

Boyama on islemi sonunda slaytlar boyama kalitesini artirmak i¢in bouin
soliisyonunda 56°C'de 1 saat yeniden fiksasyona islemi yapildi. Bouin soliisyonunun
spesifik rengi olan sar1 rengin giderilinceye kadar i¢in akan su altinda 5 dakika yikama
yapildi. Akabinde; lamlar, weigert'in demirli hematoksilin soliisyonunda 10 dakika
bekletilerek doku niikleus boyamasi yapildi ve fazla boyanin giderilmesi i¢in tekrar
akan su altinda 10 dakika yikama gerceklestirildi. Ardindan, Biebrich kirmizi asitli
fuksin soliisyonunda 10 dakika boyama yapildi ve boyadan ¢ikinca distile suda
yikanarak fazla boya giderildi. Akabinde fosfomolibdik-fosfotungstik asit soliisyonunda
10 dakika bekletildi. Daha sonra kesitleri dogrudan (durulama yapmadan) anilin mavisi
soliisyonuna konuldu ve 5 dakika boyanmasi i¢in bekletildi. Boyadan c¢ikan slaytlar

distile su ile hizlica yikand1 ve %]1'lik asetik asit soliisyonunda 2 dakika bekletildi. Bu
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islemin sonunda tekrar, distile suda yikama yapildi. Son olarak rutin lamel yiizey
kapatma kapatma protokolii takip edilerek (%95 etil alkol, %99 etil alkol ve ksilen
icinde bekletme ve kapatma) entellan yapistirma soliisyonu ile lam ylizeyleri lamel ile
kapilir. Mikroskobik incelemeye kadar iyice kurularak ve saklandi.

3.2.4.5.Mikroskobik Inceleme ve Fotograflama

Masson-trikrom boyama islemi bittikten sonra hazirlanan preparatlar, kamera
eklentili ve bilgisayar destekli mikroskop ile incelenerek fotograflandi.

Cekilen mikrograflar karsilastirmali incelemenin kolay olmasindan dolayr Adobe
Photoshop CS6 programi ile bir araya getirildi (Toktay ve ark., 2020).

3.2.4.6.Immiinohistokimyasal Boyama Metodu

Tim kesitler adhezivli (poly-L-Lysin) lamlara alindiktan sonra alkol ve ksilol
serilerinden gegirilerek, deparafinize ve dehidre edildi. Daha sonra distile suda 5 dakika
yikandi. Antijen yiizeylerin agilmasi i¢in Sodyum sitrat soliisyonunda 1 dakika yiiksek
basing altinda slaytlar 100 derecede bekletildi. Bu islemin sonunda slayt yiizeyindeki
akciger doku alanlar1 hidrofobik kalem ile sinirlanarak, doku yiizeyine uygulanacak
soliisyon alan1 sinirlandi. Akabinde slaytlar bu soliisyondan ¢ikarilarak Fosfat tamponu
(PBS, pH 7.2) ile 5 dakika yikanip, %3’liikk H202 de 10 dakika tutularak, endojen
peroksidaz inaktive edildi. Slaytlarin yiizeyi PBS de 3 kez yikandiktan sonra,
nonspesifik zemin boyanmasini onlemek igin tiim sekonder ve primer antikorlarla
uyumlu olan protein blok ile 5 dakika inkiibasyonda bekletildi. Inkiibasyonun
bitmesiyle doku kesitleri {izerinde kalan blok soliisyonunun fazlasi dokiilerek yikanma
yapilmadan primer antikorlar damlatildi. Primer antikora uygun olarak 1 gece 4°C’de
bekletildi. Ertesi sabah antikor yiizeyleri PBS ile 3 kez 5’er dakika yikanip, biotinize
sekonder antikor ile oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Kesitler PBS ile tekrar

yikanarak streptavidin-peroksidaz da 10 dakika bekletilerek PBS ile ayni sekilde
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yikandi. Yikama islemi ger¢eklestirildikten sonra kesitlere 3-3° Diaminobenzidine
(DAB) kromojen damlatildi ve kromojeni almasia gore 15 dakika bekletildi. Mayer’s
hematoksilende zemin boyanmasi i¢in 2 dakika bekletildikten sonra musluk suyuyla
yikandi. Daha sonra ksilol ve alkol serilerinden gegirilerek lamelle kapatilarak 11k
mikroskobu (Olimpus CX41 ) ile incelendi.

Kesitler immun pozitifliklerine gore yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++)
olarak degerlendirildi.

3.2.5.Western Blot Analizi

Akciger dokularinda AQPS, IL-1B, TLR4, Kaspaz-3, NF-«kB parametrelerin
arastirilmasi amaciyla ilgili proteinlerin seviyeleri Western Blot ile arastirilmistir. Bu
stiregte s1vi nitrojen (-196°C) ile dondurulan ve -80°C’de saklanan dokular sivi nitrojen
ile toz edilerek icinde RIPA, fosfataz inhibitdrii (Na3VO4, 200 nM) ve PIK, (1:100)
bulunan tiiplere alindi. Dokular ultrasonik homojenizator ile homojenize edildikten
sonra +4°C’de 2 saat ¢alkalandi. +4°C’de 16 000 g’de 30 dak santrifiij edildikten sonra
slipernatant ayrilarak sonraki analizler i¢in -80°C’de saklandi. Denatiirasyon ¢ozeltisinin
(Laemmli Sample Buffer) ve 6rnek lizatlar1 karisimi jele yiiklenecek olan her drnekte
esit miktarda protein olacak sekilde hazirlandi. Ornekler denatiirasyonun gerceklesmesi
icin 37°C’de 30 dak bekletildi. Lizat ve denatiirasyon ¢6zeltisinin karigimi, SDS jel
elektroforezi i¢in incelenecek proteinin molekiil agirlhigina baglh olarak %8, %10 veya
%15 konsantrasyonlarda hazirlanmis poliakrilamid jele yiiklendi. Elektroforez ile
ornekler jel lizerinde molekiil agirliklarina gore ayrilarak antikorla muamele edilmeye
uygun olan nitroseliiloz ya da PVDF membranlara transfer edildi. Membranlar spesifik
olmayan antikor baglanmalarini en aza indirmek i¢in yagsiz siit tozu ya da %3-5 BSA
iceren tampon c¢ozeltide (TBS-Tween20 (TBS-T)) calkalanarak 1 sa bekletilip

(bloklama islemi) sonrasinda yikandi. Membranlar, primer antikorla {iretici firma
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onerileri dogrultusunda %5 BSA igeren TBS-T tampon ¢dzeltisinde 1/500, 1/750 ya da
1/1000 konsantrasyonda gece boyunca +4°C’de calkalandi. inkiibasyon ve rutin yikama
islemleri sonrasinda membranlar bu kez primer antikora uygun sekonder antikorla 1 sa
inkiibe edildi. Yikanan membranlar dogrudan Fusion FX cihazinda gorintilendi
(Gtiven ve ark., 2020).

3.2.6.1statiksel Analizler

Deneyimizin verileri IBM 20.00 SPSS paket programi kullanilarak istatiksel
olarak degerlendirildi. Degiskenler homojen dagilim gosterdigi i¢in istatistikleri Post
Hoc ¢oklu karsilastirmali ve One-Way ANOVA analizi testlerden Tukey testi
kullanilarak yapildi ( p<0.05 anlamli olarak kabul edildi). Deneyimizin veri analizleri ve

grafik ¢izimi i¢in GraphPad 8.0 Prism yazilimi1 kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. ELISA Bulgular

4.1.1.Inflamatuar Sitokin Bulgular

4.1.1.1. Akciger Dokusunda TNF-a. ELISA Sonuglari

LPS'nin inflamatuar sitokinlerinden biri olan ve ekspresyonunu aktive ettigi
TNF-a seviyesi akciger dokusunda 6l¢iildii. LPS verilen hayvanlarin akciger dokusunda
TNF-a seviyeleri saglikli gruba gore anlamli bir sekilde artis gézlemlendi (p<0,001).
PDE4 inhibitorii rolipram uygulamasi ile TNF-a seviyeleri LPS ile indiiklenen gruba
gére ALI+ROL1 (p<0,001), ALI+ROL3 (p<0,001), ALI+ROLS5 (p<0,001) gruplarinda
doza bagimli olarak azalma goézlemlendi (p<0,001). Saglikli gruba verilen rolipramin

anlamli olmasa da hafif bir azalma yapmis oldugu degerlendirildi.
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Sekil 4.1: Akciger Dokusunda Olgiilen TNF-o. Seviyeleri
ALI: LPS Ile indiiklenen Akut Akciger Hasari, ALI+ROL1, ALI+ROLS3,
ALI+ROLS, *(Saglikli gruba gore kiyaslama), *: p<0,05’1 **: p<0,01’1 ***: p<0,001’1
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ifade etmektedir. #(ALI gruba gore kiyaslama), #: p<0,05’1 ##: p<0,01’i : ### p<0,001’1
ifade etmektedir.

4.1.1.2.Akciger Dokusunda IL-6 ELISA Sonuclari

ALT’de genellikle akciger dokusuna zarar veren IL-6 gibi inflamatuar faktorlerin
biiyiik bir salinimi eslik eder. Calismamizda IL-6 seviyeleri akciger dokusunda dlgiildii.
LPS verilen hayvanlarin akciger dokusunda IL-6 seviyeleri saglikli gruba gore anlamli
bir sekilde artis gézlemlendi (p<0,001). PDE4 inhibitorii rolipram uygulamasi ile 1L-6
seviyeleri LPS ile indiiklenen gruba gére ALI+ROL1 (p<0,001), ALI+ROL3 (p<0,001),
ALI+ROLS (p<0,001) gruplarinda doza bagimli olarak azalma gozlemlendi (p<0,001).

Saglikli gruba verilen rolipramin anlamli olmasa da hafif bir azalma yapmis oldugu

degerlendirildi.
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Sekil 4.2: Akciger Dokusunda Olgiilen I1L-6 Seviyeleri

ALIL: LPS Ile indiiklenen Akut Akciger Hasari, ALI+ROL1, ALI+ROL3,

ALI+ROLS, *(Saglikli gruba gore kiyaslama), *: p<0,05’1 **: p<0,01’1 ***: p<0,001’1
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ifade etmektedir. #(ALI gruba gore kiyaslama), #: p<0,05’1 ##: p<0,01’i : ### p<0,001’1

ifade etmektedir.

4.1.2.Akciger Dokusunda NF-kB ELISA Sonuclar:

LPS kaynakli akciger inflamasyonunda, sirasiyla sitokinlerin, kemokinlerin ve
adezyon molekiillerinin transkripsiyonunu destekleyen NF-kB sinyali c¢alismamizda
akciger dokusunda oOlgiildii. LPS verilen hayvanlarin akciger dokusunda NF-xB
seviyeleri saglikli gruba gore ALI grubunda anlamli bir sekilde artis gozlemlendi
(p<0,001). PDE4 inhibitorii rolipram uygulamasi ile NF-xB seviyeleri LPS ile
indliklenen gruba gore doza bagimhi olarak ALI+ROL1 (p<0,001), ALI+ROL3
(p<0,001), ALI+ROL5 (p<0,001) gruplarinda azalma gozlemlendi. Saglikli gruba

verilen rolipramin saglikli gruba gore anlamli degisim gozlemlenmedi.
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Sekil 4.3: Akciger Dokusunda Olgiilen NF-xB Seviyeleri
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ALIL: LPS Tle Indiiklenen Akut Akciger Hasari, ALI+ROLI1, ALI+ROL3,
ALI+ROLS, *(Saglikli gruba gore kiyaslama), *: p<0,05’1 **: p<0,01’1 ***: p<0,001°1
ifade etmektedir. #(ALI gruba gore kiyaslama), #: p<0,05’1 ##: p<0,01’i : ### p<0,001’1
ifade etmektedir.

4.1.3.Akciger Dokusunda MAPK ELISA Sonuclar

Proinflamatuar faktorler tarafindan aktive edilebilen ve inflamasyonun
gelisiminde anahtar rol oynayan MAPK yolu, ¢alismamizda akciger dokusunda 6lgiildii.
LPS verilen hayvanlarin akciger dokusunda MAPK seviyeleri saglikli gruba gore
anlaml1 bir sekilde artmistir (p<0,01). PDE4 inhibit6ri rolipram uygulamasi ile MAPK
seviyeleri LPS ile indiiklenen gruba gore doza bagimli olarak azalmistir. ALI grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diisiis ALI+ROLS azalma gdzlemlenmistir (p<0,001).
Rolipramin diger dozlarinda (1 ve 3 mg/kg) ALI grubuna gore azalma egilimi olmasina
ragmen fark anlamli bulunmadi. ALI+ROLS grubunun MAPK degerleri saglikli gruptan
da daha diisiik bulundu (p<0,05). Saglikli gruba verilen rolipramin saglikli gruba goére

anlamli olmasa da hafif bir azalis yaptig1 gozlemlendi.
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Sekil 4.4: Akciger Dokusunda Olgiilen MAPK Seviyeleri

ALI: LPS Ile Indiiklenen Akut Akciger Hasari, ALI+ROL1, ALI+ROLS3,
ALI+ROLS, *(Saglikli gruba gore kiyaslama), *: p<0,05°1 **: p<0,01’1 ***: p<0,001’1
ifade etmektedir. #(ALI gruba gore kiyaslama), #: p<0,05’1 ##: p<0,01’i : ### p<0,001’1
ifade etmektedir.

4.1.4.Akciger Dokusunda PDE4D ELISA Sonuclar

PDE4 familyasina ait dort genden biri olan ve akcigerde baskin olan PDE4D
seviyeleri akciger dokusunda Olgiildii. LPS verilen hayvanlarin akciger dokusunda
PDE4D seviyeleri saglikli gruba gore anlamli bir sekilde artmistir (p<0,001). ALI
yapilan hayvanlara PDE4 inhibit6rii rolipram verilmesi ise PDE4 seviyesinde doza
bagimli bir azalma yapmistir. Soyleki ALI+ROL1 grubundaki azalma ALI grubuna gore
anlamli degilken ALI+ROL3 (p<0,001) ve ALI+ROLS5 (p<0,001) gruplarinda anlaml
azalma gozlemlenmistir. ALI grubuna gore en anlamli diismenin gézlendigi ALI+ROL5S

grubu saglikli grupla karsilastirildiginda fark anlamsiz olmus boylece bu grupta saglikli
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diizeyinde iyilesme gozlenmistir. Ayrica saglikli gruba verilen rolipramin PDE4D

seviyelerinde saglikli hayvanlara gore de anlamli bir azalma yapmis oldugu

degerlendirildi (p<0,01).
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Sekil 4.5: Akciger Dokusunda Olgiilen PDE4D Seviyeleri

ALIL: LPS Ile indiiklenen Akut Akciger Hasari, ALI+ROL1, ALI+ROL3,
ALI+ROLS, *(Saglikli gruba gore kiyaslama), *: p<0,05°1 **: p<0,01’1 ***: p<0,001’1
ifade etmektedir. #(ALI gruba gore kiyaslama), #: p<0,05’1 ##: p<0,01’i : ### p<0,001’i
ifade etmektedir.

4.1.5.Akciger Dokusunda CAMP ELISA Sonuglar:

ALI/ARDS patogenezinin inflamatuar hiicreler ve immiin hiicreler tarafindan
diizenlenmesinde yer alan Onemli ikinci haberci olan cAMP seviyeleri akciger
dokusunda 6lgiildii. LPS verilen ALI grubundaki hayvanlarin akciger dokusunda cAMP
seviyeleri saglikli gruba gore anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,001). PDE4 inhibitorii

rolipram uygulamasi ile cAMP seviyeleri LPS ile indiiklenen gruba goére doza bagiml
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olarak artis gozlemlendi (p<0,01). Saglikli gruba verilen rolipramin anlamli olmasa da

hafif bir artig yapmis oldugu degerlendirildi.
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Sekil 4.6: Akciger Dokusunda Olgiilen cAMP Seviyeleri

ALL: LPS Ile Indiiklenen Akut Akciger Hasari, ALI+ROL1, ALI+ROLS3,
ALI+ROLS, *(Saglikli gruba gore kiyaslama), *: p<0,05°1 **: p<0,01’1 ***: p<0,001’1
ifade etmektedir. #(ALI gruba gore kiyaslama), #: p<0,05’1 ##: p<0,01’i : ### p<0,001’i
ifade etmektedir.

4.1.6.Akciger Dokusunda AQP5 ELISA Sonuglari

Calismamizda akciger alveol hiicrelerinde bulunan ve sivi taginmasinda 6nemli
rol oynayan AQPS5 seviyeleri akciger dokusunda ol¢iildii. LPS verilen hayvanlarin
akciger dokusunda AQPS5 seviyeleri saglikli gruba goére anlamli bir sekilde azalmistir
(p<0,001). PDE4 inhibitorii rolipram uygulamasi ile ALI+ROL1 grubunda, AQP5
seviyeleri LPS ile indiikklenen gruba gore anlamli bir artis gézlemlenmedi. ALI+ROL3
grubunda, AQP5 seviyeleri LPS ile indiklenen gruba goére artis gozlemlenmistir

(p<0,05). Rolipramin en yiiksek dozunun uygulandigi ALI+ROL5 grubunda ise, AQP5
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seviyeleri LPS ile indiiklenen gruba gore en fazla artig1 gostermistir (p<0,01). Saglikli

gruba verilen rolipramin saglikli gruba gore anlamli olmasa da hafif bir artis yapmis

oldugu gozlemlendi.
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Sekil 4.7: Akciger Dokusunda Olgiilen AQP5 Seviyeleri

ALIL LPS lle indiiklenen Akut Akciger Hasari, ALI+ROL1, ALI+ROLS3,
ALI+ROLS, *(Saglikli gruba gore kiyaslama), *: p<0,05’1 **: p<0,01’1 ***: p<0,001’1
ifade etmektedir. #(ALI gruba gore kiyaslama), #: p<0,05’i ##: p<0,01’1 : ### p<0,001’i
ifade etmektedir.

4.2.Akciger Dokusunda AQP5 mRNA Ekspresyon Sonuglari

LPS ile indiikledigimiz ALI modelinde akciger dokusundaki AQP5 mRNA
ekpresyon seviyeleri incelendiginde, ALI grubunda saglikli gruba kiyasla anlamli bir
diisiisiin  oldugu gozlendi (p<0,001). PDE4 inhibitoérii rolipram uygulamasi ile
ALI+ROL1 grubunda AQP5 mRNA ekspresyon seviyeleri LPS ile indiiklenen gruba
gore anlamli bir artis gézlemlenmezken, ALI+ROL3 ve ALI+ROLS5 grubunda ise AQP5

MRNA ekspresyon seviyeleri LPS ile indiiklenen gruba goére anlamli bir artig
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gozlemlendi (p<0,001). Saglikli gruba verilen rolipramin saglikli gruba gore ise anlamli

bir artis yapmis oldugu gézlemlendi (p<0,05).
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Sekil 4.8: Akciger Dokusunda Olgiilen AQP5 mRNA Ekspresyon Sonuglari

ALIL LPS lle indiiklenen Akut Akciger Hasari, ALI+ROL1, ALI+ROLS3,
ALI+ROLS5, *(Saglikli gruba gore kiyaslama), *: p<0,05’i **: p<0,01’i ***: p<0,001’i
ifade etmektedir. #(ALI gruba gore kiyaslama), #: p<0,05’1 ##: p<0,01°1 : ### p<0,001’i
ifade etmektedir.

4.3.Histopatolojik Bulgular

4.3.1.Masson-Trikrom Boyama Bulgulari

Saghkh grupta akciger dokusundaki histopatolojik incelemede; bronslar,
terminal bronsiyoller, respiratuvar bronsiyoller, alveolar keseler, alveol duvarlari, arter,
ven ve kapiller damar yapilari ayrintili olarak incelenmistir. Tiim bu yapilarda herhangi
bir patolojik goriiniime rastlanmamustir (Sekil 4.9).

Saghkh+ROLS grupta yapilan mikroskobik incelemede saglikli gruba benzer

sekilde herhangi bir patolojik bulguya rastlanmamistir. Organ icindeki bronslar,
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terminal bronsiyoller, respiratuvar bronsiyoller, alveolar keseler, alveol duvarlari, arter,
ven ve kapiller damar yapilar1 saglikli goriintimde oldugu izlenmistir (Sekil 4.9).

ALI grupta brons ve bronisiol ¢evresindeki submukozada ileri diizeyde 6dem
alanlar1 (yildiz) izlenmistir. Bu 6dem alaninda c¢ok sayida inflamatuar hiicreler
goriilmiistiir. Ozellikle bazi terminal bronsiyol yapilarinda bronsiyol liimeninde
kiimelenmis olarak izlenen inflamasyon hiicreleri dikkat ¢ekiciydi. Akciger parankim
yapisina bakildiginda alveol duvarlarindaki 6deme bagl olarak genisleme (alveolar
septum kalinlasmasi=kalin gubuklar) ve alveol c¢aplarinda belirgin derecede azalmalar
izlenmistir (Sekil 4.9).

ALI+ROL1 grupta ALI grubunda izlenen terminal bronsiyollerdeki
submukozada ileri diizeyde 6dem alanlar1 ve bronsiyol liimeninde kiimelenmis olarak
izlenen inflamasyon hiicreleri bu gruptada goriilmiistiir. Bu grupta alveol ¢aplart ALI
grubuna gore nispeten daha fazlaydi. Ayrica alveolar septum kalinlagmalar1 nispeten
daha az oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.9).

ALI+ROL3 grupta terminal bronsiyol g¢evresinde belirgin derecede 6dem
alanlarmin azaldigi izlenmistir. Alveoller septum kalinlagmalarinin belirgin derecede
azaldig1 ve alveol caplarinin arttigi izlenmistir. Ancak terminal bronsiyoller i¢inde
kiimelenmis inflamatuar hiicreler belirgin sekilde azalmasina ragmen hala varligini
korudugu anlasilmistir (Sekil 4.9).

ALI1+ROLS5 grupta bronsiyol ve damar ¢evrelerindeki 6dem alaninin neredeyse
hi¢ kalmadigi ve alveoller septum kalinlasmalarinin gériilmedigi alveol boyutlarinin
normal boyutlarda oldugu goriilmiistiir. Yalnizca nadiren alveoller i¢inde inflamatuar
kiiciik hiicre kiimeleri seklinde goriilmiistiir. Bu grupta genel olarak saglikli gruba
benzer bir histolojik gériiniim izlenmistir (Sekil 4.9).

Akciger dokusunda yapilan histopatolojik bulgular1 olarak alveolar septum
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kalinlik artig1, peri vaskiiler 6dem ve submukozal 6dem, inflamasyon alanlar1 ve alveol
kesesi biiyiikliikleri yoniinden incelendi ve semi-kantitatif bir degerlendirme ile
puanlandirma kullanilarak degisikliklerin diizeyini skorlanmistir. Buna gore yok (0),

hafif (1), orta (2) ve fazla (3) olacak sekilde derecelendirilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Histopatolojik Bulgular Skorlamasi

GRUPLAR Perivascular ve Alveolar Inflamatuar  Alveolar kese
submukozal septum hiicre artisi boyutlarinda
odem kalinlasmasi azalma

SAGLIKLI 0 0 0 3

SAGLIKLI+ROL5 0 0 0 3

ALl 3 3 3 1

ALI+ROL1 3 2 3 1

ALI+ROL3 2 1 2 2

ALI+ROL5 1 0 1 3
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Sekil 4.9: Akciger Dokusu Masson Trikrom Boyama Sonuglari

(A: Alveol, TB: Terminal Bronsiyol, AD: Alveol Duvari, ADG: Alveolar duvar Geniglemesi, Yildiz:
Perivaskiiler veya Submukozal 6dem, Kalin ¢cubuk: Alveoller Septum kalinlagmalari, Yuvarlak:
Inflamatuar hiicre kiimelenmeleri)

4.3.2.immiinohistokimyasal Boyama Bulgular
Immiinohistokimyasal boyamada akciger dokusunda NF-kB, MAPK ve AQP5

antikorlart boyanmistir. Akciger dokusunda goriilen goriilen immiinpozitiflik derecesi
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gruplar arasinda boyanma yogunlugu ve boyanan hiicre sayisina gore skorlama
yapilmigtir. Buna gére immiin negatif (%0-1) i¢in -, immiin pozitiflik hafif (%210-33)
i¢in +, immiin pozitiflik orta (%33-66) i¢in ++ ve immiin pozitiflik siddetli (%66-99
i¢in +++ olarak skorlanmistir (Tablo 4.2).

NF-xB antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda; Saglikl,
Saglikli+ ROL5 ve ALI+ ROLS5 gruplarinda hafif (+), ALI+ROL3 grubunda orta (++),
ALl ve ALI+ ROL1 grubunda ise siddetli (+++) immiin pozitiflik gériilmistiir (Sekil
4.10).

MAPK antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda; Saglikli,
Saglikli+ ROL5, ALI+ ROL3 ve ALI+ ROLS5 gruplarinda hafif (+), ALl ve ALI+ROL1
grubunda orta (++) immiin pozitiflik goriilmustiir (Sekil 4.10).

AQP5 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda; ALl ve ALI+
ROL1 gruplarinda hafif (+), ALI+ROL3 grubunda orta (++), Saglikli, Saglikli+ ROL5

ve ALI+ ROL5 grubunda ise siddetli (+++) immiin pozitiflik goriilmiistiir (Sekil 4.10).

Tablo 4.2. Immiinohistokimyasal Boyama Skorlama Sonuglar1

Gruplar NF-xB MAPK AQP 5
SAGLIKLI + + T+
SAGLIKLI+ROL5 + + T+
ALl +++ ++ +
ALI+ROL 1 +++ ++ +
ALI+ ROL 3 Ly + ++
ALI+ ROL 5 + + .
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ALI+ROL3 ALT+ROL1

Sekil 4.10: Akciger Dokusu immiinohistokimya Boyama Sonuglari

4.4 \Western Blot Bulgulari

Protein ekspresyonlarinin belirlenmesinde, NF-«xB, TLR4, IL-1B, ve Kaspaz-3
seviyelerinin analizinde SAGLIKLI ve SAGLIKLI + ROL5 gruplarindaki ekspresyon
seviyelerinin diger gruplara gore diisiik oldugu belirlenirken, protein ekspresyonlari
ALI grubunda 6nemli bir oranda artig gostermistir. Ancak ALI+ROL1, ALI+ROL3 ve
ALI+ROLS gruplarinda bu ekspresyon degeri nispeten azalmistir. Bu proteinlere ait

ekspresyon miktarlari ve karsilastirmalar1 Sekil 4.11°de sunulmustur.
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AQP5 ekspresyonu analizinde, SAGLIKLI ve SAGLIKLI + ROLS gruplarinda
ekspresyon seviyesinin yiiksek oldugu belirlenirken, ALI grubunda bu seviye azalmistir.
ALI+ROL1, ALI+ROL3 ve ALI+ROLS5 gruplarinda ekspresyon SAGLIKLI ve
SAGLIKLI + ROLS5 gruplarina gore diisiik ancak, ALI grubuna gére ise nispeten
yiiksek olarak belirlenmistir. AQS5 proteinine ait ekspresyon miktar1 ve karsilastirmasi

Sekil 4.11°de sunulmustur.
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Sekil 4.11: Akciger Dokusu NF-xB -p65, Kaspaz-3, TLR4, IL-1p ve AQP5 Western
Blot Analiz Sonuglari
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5. TARTISMA

ALI, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, inflamatuar mediatorlerin asir1 {iretimi ve
yaygin akciger inflamasyonu ile karakterizedir (Shi ve ark., 2014). ALI ve daha ciddi
formu olan ARDS, siklikla ¢oklu organ disfonksiyonu ile iligkilidir ve yogun bakim
tinitesindeki hastalarda yiiksek mortaliteye neden olur (Su ve ark., 2021). Su anda, ALI
icin etkili terapotik stratejiler mevcut degildir ve yeni ilaglarin kullanilmasinda acilen
ihtiya¢ duyulmaktadir. PDE inhibitérleri, inflamasyonu baskilama, 6dem olusumunu,
oksidatif stresi ve akciger epiteli ve endotelindeki hasar1 hafifletme, trombosit
aktivasyonunu azaltma ve hiper pihtilasma durumunu 6nleme yetenekleri nedeniyle
ozellikle ARDS'de, genis avantajlar saglayabilir. Tim PDE inhibitorleri arasinda, PDE4
inhibitorleri ALI/ARDS tedavisinde en umut verici olanidir (Sanz ve ark., 2007). PDE4
inhibitorleri, inflamatuar hiicrelerin (nétrofiller, eozinofiller, lenfositler, monositler,
makrofajlar) ve ilgili sitokinlerin aktivasyonunun ve aliminin azaltmasi ayrica akciger
yapisal hiicrelerinden (alveolar ve bronsiyal epitel hiicreleri, mikrovaskiiler endotelyal
hiicreler, hava yolu diiz kas hiicreleri, fibroblastlar) diger biyolojik olarak aktif
maddeleri ve ilgili sitokinlerin salinimini azaltmasi nedeniyle genis anti-inflamatuar
etkiler gosterir (Zuo ve ark., 2019). Bu calismada, intratrekeal LPS enjeksiyonu ile
indiiklenen bir septik ALI sigan modeli kullanilmis ve PDE4 inhibitorii rolipram
tedavisinin sepsis ve akciger hasari {izerine terapdtik bir etkisinin olup olmadigini
arastirmak ve AQPS5 ile iliskisini incelemek i¢in her bir sigan grubunda inflamatuar
seviyeleri tespit edilmistir. LPS uyarimi, nétrofilleri ve makrofajlart aktive etmenin yani
sira TNF-a, IL-6 ve IL-1pB dahil olmak iizere ¢ok sayida proinflamatuar sitokinin
salgilanmasimi aktive edebilir (Tang ve ark.,, 2018). NF-xB, sirayla sitokinlerin,
kemokinlerin ve adezyon molekiillerinin transkripsiyonunu destekleyen LPS kaynakli

akciger inflamasyonunda iyi bilinen bir sinyaldir (Q. Li & Verma, 2002). NF-«xB sinyal
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yolunun aracilik ettigi ¢esitli inflamatuar aracilar, ALI'nin patogenezinde hayati bir rol
oynar. Ayrica, NF-kB sinyal yolu, proinflamatuar faktorlerin aktivasyonunun
anahtaridir (Kang ve ark., 2001). LPS'nin IL-6 ve TNF-a gibi inflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu aktive ettigi ve NF-xB sinyalini indiikleyerek sonugcta sitokin firtinasina
ve endotoksik soka yol agtigi yaygin olarak bilinmektedir (Huang ve ark., 2017).
Ayrica, endotoksin tarafindan indiiklenen inflamasyon siirecinde, ALI gelisimi igin
yaygin olarak gerekli olan TLR4 ve NF-kB dahil olmak {iizere iki ana sinyal yolu
aktivasyonunda inflamatuar sitokinlerin salgilanmasi rol oynar (Tang ve ark., 2018). Bu
sitokinler sirayla tahrip olmus alveoler ve vaskiiler bariyer yoluyla makrofajlarin ve
nétrofillerin akcigerlere birikmesini saglar ve bir inflamatuar basamakli amplifikasyon
olusturur. ALI hastaligina genellikle akciger dokusuna zarar veren bu inflamatuar
faktdrlerin biiyiik bir salmimi eslik eder. Inflamatuar faktorlerin kontrolsiiz birikimi de
sepsis ve ¢oklu organ fonksiyon bozuklugu sendromuna neden olur (Karpurapu ve ark.,
2018). Bu baglamda bizim ¢alisgmamizda da ALI grubunda artan seviyede TNF-a, IL-
1B, IL-6, TLR4, NF-kB seviyeleri gozlemlenmistir.

PDE4 inhibitorii rolipramin in vitro ve in vivo olarak farkli modellerde sitokin
ekspresyonu tizerinde 6nemli etkileri oldugu bilinmektedir. Bu baglamda, rolipramin
bagisiklik hiicrelerini etkili bir sekilde stabilize ettigi ve bunun da TNF-a gibi
proinflamatuar sitokin diizeylerinin diismesine neden oldugu gosterilmistir (Flemming
ve ark., 2014). Son zamanlarda, rolipramin proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu
ve sepsisli hayvanlarda 6liim oranini azalttigi bulunmustur (Ji ve ark., 2020). Baska bir
calismada ise inhale LPS ile indiiklenen ALI'de, intraperitonel olarak verilen PDE4
inhibitori rolipramin; TNF-a ve IL-6y1 azalttig1 gosterilmistir (Konrad ve ark., 2015).
Bizim ¢alismamizda da literatiire uygun sonuglar elde edilmistir. Rolipram, artan

dozlarina bagl olarak akciger hasarinin varhigmi gosteren TNF-a, IL-6 ve IL-1p gibi
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inflamasyon faktorlerinin salinimimi  azaltmistir. Dolayisiyla bulgularimiz, PDE4
inhibisyonunun proinflamatuar sitokinlerini inhibe etmesi, rolipramin antiinflamutuar
etkilerinin bu mekanizmayla iliskili olabilecegini gdstermistir.

Rolipramin inflamatuar kaskadi kontrol ederek konakg¢ida sok ve ¢oklu organ
yetmezligini nasil onledigine dair kesin mekanizma heniiz bilinmemektedir. Bununla
birlikte, NF-xB yolunun, inflamatuar gen ekspresyonunun diizenlenmesinde ¢ok dnemli
oldugu bilinmektedir. Nikleer translokasyon, inflamasyon ve bagisiklik tepkisi ile
yakindan iligkili olan ¢esitli sitokinlerin ve adezyon molekiillerinin transkripsiyonunu
ve ekspresyonunu aktive eder (Chen & Greene, 2004). Ayrica; LPS'nin etkilerini, NF-
kB aracili inflamasyon ve hiicre apoptozunun en giiclii indiikleyicilerinden biri olan
TLR4 yoluyla gosterdigi bilinmektedir (Gao ve ark., 2020). Ciinkii bakteriler dolagima
girdiginde ilk once TLR4 sinyal zincirini aktive eder ve NF-xB'nin fosforilasyonu
yoluyla hedef proinflamatuar genlerin transdiiksiyonunu tesvik ederler. Dolayisiyla
calismalarda LPS'nin indiikledigi ALI’de, TLR4/NF-kB sinyal yolunu aktive edilerek
inflamatuar faktorlerin seviyelerini potansiyel olarak arttirdigi gosterilmistir (Tang ve
ark., 2021). Calismamizda, akciger dokularinda TLR4 varligini arastirdigimizda LPS
stimiilasyonuna bagli olarak ALI gruplarinda artmis TLR4 miktar1 belirlerken rolipram
ile yapilan tedavi TLR4 miktarin1 doza bagimli olarak azaltti. Bu durum Rolipramin
etkisinin TLR4- NF-kB -sitokin kaskadi tizerinden ilerledigini diistindiirdii. Buna ek
olarak ALI patogenezinde akciger epitel hiicrelerinin hasarina eslik eden inflamatuar ve
nekrotik siireglerde rebound olarak ortaya ¢ikan apoptotik yanitlar da Onemlidir;
dolayisiyla apoptozun asir1 aktivasyonunun azaltilmasi onemli bir terapdtik strateji
olarak karsimiza ¢ikabilir. Bu baglamda akciger dokularinda apoptoz yolagunin da
degerlendirilmesi ac¢isindan dokularda apoptotik yolagin ana indiikleyicilerinden

Kaspaz-3 degerlendirilmis ve ALI gruplarinda yiiksek olan bu enzimin rolipram
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uygulamasiyla doza bagli olarak azaldig1 gézlenmistir. Bu baglamda akciger dokusunda
degerlendirilen tim protein bulgular1 birlikte degerlendirildiginde, LPS'nin TLR4
tizerinden NF-«B'yi ve onun sinyal yollarini aktive ettigini ve rolipramin bu aktivasyonu
kisitladigini diisiinmekteyiz. Ayrica LPS'nin, saghikli grubuna kiyasla ALI grubunda
Kaspaz-3 protein seviyelerini Onemli Ol¢lide arttirdigini, rolipram tedavisinin
uygulanmasiyla birlikte azaldigimi gozlemledik. Dolayisiyla yukaridaki bulgularla
birlikte sonuglarimiz, rolipramin, muhtemelen TLR4/NF-kxB/Kaspaz-3 yolunun asagi
regiilasyonu yoluyla, LPS kaynakli hiicre oliimiine kars1 koruyucu etkiler gosterdigini
gostermektedir. Bu yolaklarin indirgenmesi akciger dokusunda inflamatuar siirece
katkida bulunan ve rolipramin etkileriyle iliskili diger yolaklarla baglantili olabilir. Bu
nedenle ¢aligmamizda rolipram tedavisinin ALI tizerindeki koruyucu etkilerini ve
avantajlarin1 degerlendirmek i¢in ayrica LPS kaynakli akciger inflamasyonuna yanit
veren MAPK sinyal yolagina da odaklandik. MAPK sinyal yolu inflamasyonu ve
bagisiklik tepkisini diizenlemede kritik bir rol oynamaktadir (Sun ve ark., 2012). MAPK
yolu, proinflamatuar faktorler tarafindan aktive edilebilen ve inflamasyonun gelisiminde
anahtar rol oynayan P38, ERK ve JNK sinyal yollarindan olusur (Sabio & Davis, 2014).
Onceki calismalar, MAPK sinyal yolunun akut ve kronik inflamatuar hastaliklarla
yakindan iligkili oldugunu, LPS ve TNF-a gibi uyaranlar tarafindan aktive
edilebilecegini gostermistir (Xu ve ark., 2015). MAPK sinyal yolunun aktivasyonundan
sonra, cekirdege fosforile edilmis ERK, p38 ve JNK transferi, ilgili inflamatuar
faktorlerin hedef genlerinin ekspresyonunu indiikler ve bir inflamatuar yaniti tesvik eder
(Xie ve ark., 2014). Baska calismalarda, MAPK yolunun sepsis kaynakli ALI/ARDS
ile iligkili inflamatuar siirecte 6nemli bir patojenik role sahip olabilecegini gosterilmistir
(Fang ve ark., 2017). Bazi ¢alismalarda ise ¢esitli ilaglarin MAPK yolunu veya

fosforilasyonu bloke ederek LPS'min neden oldugu inflamatuar yanitin baglamasini

60



engelledigi gosterilmistir (Cong ve ark., 2020). Bizim calismamizda ise, rolipram
tedavisinin  6nemli Ol¢ide MAPK sinyal yolunu inhibe ettigi gozlemlenmistir.
Dolayisiyla bu sonuglara dayanarak, rolipramimn MAPK yolu araciligiyla LPS ile
indiiklenen ALTI'de koruyucu bir rol oynayabilecegini diisiinmekteyiz.

Fosfodiesteraz siiper ailesi, aralarinda PDE4'ln 6zellikle ilgi ¢ekici oldugu 11
enzim ailesi icerir. PDE4 izoformlar1 yapi, substrat 6zgiilliigli, doku ve hiicre dagilima,
hiicre i¢i lokalizasyon ve diger proteinler tarafindan regiilasyon agisindan birbirinden
farklidir (Korhonen ve ark., 2013). PDE4, makrofajlar, monositler ve néotrofil gibi
inflamatuar ve immiin hiicrelerde yaygin olarak bulunmaktadir (Spadaccini ve ark.,
2017). PDE4, cAMP'nin hidrolizinden sorumlu ve dort alt tipi PDE4A/4B/4C/4D'ye
ayrilan PDE ailelerinden biridir (Burgin ve ark., 2010). PDE4 familyasina ait dort gen
(PDE4A-D), akcigerde tamami bulunmakla birlikte ¢esitli doku ve hiicrelerde
dagilmistir ve PDE4C disinda inflamasyonlu hiicrelerde de bulunurlar (Zuo ve ark.,
2019). PDEA4D ozellikle akciger, korteks, beyincik ve T hiicrelerinde baskindir (Lagente
ve ark., 2005). Bir ¢alismada; LPS'nin neden oldugu akciger inflamasyonu sirasinda
notrofil alimi igin PDE4B ve PDE4D'nin 6nemli oldugu tespit edilmistir (Ariga ve ark.,
2004). PDE4'in segici inhibisyonu, bir¢ok inflamatuar ve immiinomodiilatdr hiicrede
cAMP igerigini arttirir ve bu durum inflamatuar yanitin ¢esitli yOnlerinin
baskilanmasina neden olur. Rolipram, secici bir fosfodiesteraz-4 (PDE4) inhibitoriidiir
ve bir¢ok hiicre tipinde ve dokuda hiicre i¢i siklik adenozin monofosfat (CAMP)
seviyelerini yiikseltir (Montana & Dyke, 2002). ALI/ARDS patogenezinin inflamatuar
hiicreler ve immiin hiicreler tarafindan diizenlenmesinde yer alan CAMP ve cGMP,
hiicrelerin 6nemli ikinci habercileridir. cAMP ve cGMP, cesitli patofizyolojik stirecleri
diizenleyerek bir¢cok substratin fosforilasyonuna yol acan spesifik protein kinaz ile

birlesebilir (Tang ve ark.,, 2010). Hayvan c¢alismalarinda hiicre i¢i cAMP
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konsantrasyonundaki bir artis, asirt aktif nétrofillerin neden oldugu akciger hasarini
azaltmistir (Tsai ve ark., 2015). Az sayidaki ¢alismalarda ise, CAMP bir artigina bagl
olarak inflamatuar hiicrelerin aktivasyonuna dair sinyallerin oldugu bildirilmistir
(VanUffelen ve ark., 1998). Bununla birlikte, cCAMP sinyallemesinin aktivasyonunun
inflamatuar hiicrelerin genel tepkileri lizerindeki 6nemi biiyiik 6lgiide bilinmemektedir
(Ariga ve ark., 2004). PDE, siklik niikleotidin bozunmasinin tek yoludur ve bu tiir ikinci
habercileri hiicre diizeyinde diizenlemede kilit bir rol oynar (Tang ve ark., 2010). PDE4
enzimi, hava yolu diiz kasinin gevsemesine aracilik eden ve inflamatuar hiicre
fonksiyonunu baskilayan cAMP aktivitesini modiile edebilir (Houslay & Adams, 2003).
PDE4 inhibitorleri cAMP seviyesini artirabilir ve gesitli hayvan modellerinde anti-
inflamatuar etki gostermistir. PDE4 inhibitorlerinden rolipram, hiicre i¢i sinyal
molekiilii CAMP'nin hidrolizini engeller. Artan CAMP seviyelerinin potansiyel faydali
etkileri arasinda pulmoner 6dem inhibisyonu, inflamasyon inhibisyonu ve hava yolu
hiperreaktivitesinin inhibisyonu yer alir. Yine bir ¢alismada; PDE4 inhibitorlerinden
rolipramin sistemik olarak uygulanmasi sonrasi, endotelyal cAMP aktivasyonu ile
birlikte; LPS ile indiiklenen sistemik inflamasyon sicanlarinda kapiler sizintiy
hafifletmis ve mezenterik veniillerde endotel bariyer Ozelliklerini stabilize etmistir
(Chang ve ark., 2012). Bununla birlikte, LPS'nin saglam mikrodamarlarda cAMP'yi in
vivo olarak azalttifi ve cAMP seviyelerindeki kaybin rolipramin sistemik
uygulanmasiyla ortadan kaldirildig1 gergegi géz oniine alindiginda, dogrudan bir etkinin
varsayilmasi gerekir (Schick ve ark., 2012). Dolayisiyla bu bulgulari destekler nitelikte
CAMP sinyalini etkinlestirmenin inflamatuar akciger hasarini azaltip azaltmayacagim
ele aldik. Bu baglamda cAMP'nin, PDE4 aracili hidrolizini segici olarak inhibe eden
rolipram kullanarak cAMP ile iliskisini inceledik ve rolipramin artan dozlarina bagh

olarak cAMP seviyelerinde artis tespit ettik. Literatiiriin geneline paralel olarak biz de
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rolipramin, cAMP konsantrasyonlarinda LPS kaynakli azalmayr Onledigini
diistinmekteyiz.

AQP'ler baslangigta suyun plazma membranina tasinmasini kolaylagtirmak igin
kanallar olarak tanimlanmistir (Jasiewicz & Mysliwiec, 2006). AQP'ler, kiiciik
molekiillerin (su ve c¢oziinen maddeler) gecirgenliginde ve enerji metabolizmasi,
hiicresel proliferasyon, go¢ ve farklilasma gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlarin
diizenlenmesinde hayati bir rol oynar. AQP konsantrasyonundaki degisimin nedenleri
belirsizligini korumakla birlikte ekspresyonlari; fiziksel ve kimyasal faktorlerden (pH
ve ozmotik basing), inflamatuar faktdrlerden, hormonlardan ve diger proteinlerden
etkilenebilir (Perina, 2003). Bugiine kadar 13 AQP bilinmektedir ve insan viicudu
boyunca yaygin olarak dagilmaktadir (Hachez & Chaumont, 2010). Bu AQP'ler
arasinda, AQPS5 ozellikle submukozal bezlerdeki serdz hiicrelerin apikal membraninda
ve akcigerlerdeki alveoler tip I epitel hiicrelerinde eksprese edilir ve alveolar kapiller
bariyerin ozmotik su gecirgenliginde 6nemli rol oynar (Ohinata ve ark., 2005). Hava
sahasi ve kilcal bélmeler arasinda osmotik basing ile su taginmasi i¢in temel rol olan
AQPS5, alveoler membranin yiizey alanimin %90'1indan fazlasim1 kapsayan Tip |
pnémositlerde tanimlanmistir (Verkman, 2005).

Hayvan modellerinde yapilan c¢alismalar, AQPS5'in normal akciger su
homeostazinin korunmasinda kilit bir rol oynadigint ve AQPS5'in hiicre yiizeyi
ekspresyon miktarindaki degisikliklerin cesitli akciger hastaliklarinda anormal su
metabolizmasina katkida bulunabilecegini gostermistir (Nagai ve ark., 2007). Bir
calismada, AQPS5 kaybinin neden oldugu intrauterin su dengesinin bozulmasi, farelerde
%60'tan fazla mortalite orani ile iligkilendirilmistir. Ayrica baska bir ¢alismada, akciger
bariyerinin koruyucu fonksiyonlari, akciger enfeksiyonu riskini artirabilecek AQP5'in

asagl regilasyonu ile zayiflatildigin1 gosterilmistir (Zhang ve ark., 2011). Akciger

63



AQP5 ekspresyonunun, ALI'li farelerde artmis inflamatuar reaksiyon ve alveolar
epitelyal ve vaskiiler endotelyal hiicrelerin apoptozisi ile birlikte dnemli dl¢lide azaldigt
gosterilmistir (Hasan ve ark., 2014). Bir ¢alismada, AQP5 knock-out hayvanlarda,
Pseudomonas aeruginosa'nin neden oldugu ALI'yi agirlastirdigi gdsterilmistir. Bununla
birlikte, bu ¢aligmalar AQPS5'in normal su hareketini siirdiirmede ve ALI'de pulmoner
inflamasyonu inhibe etmede ¢ok onemli bir rol oynadigini géstermektedir (Wang ve
ark., 2019). Literatiirdeki bu bilgilere paralel olarak bizim bulgularimiza gére ALI'li
ratlarda AQP5 ekspresyonu, artmis inflamatuar reaksiyon ve alveolar epitelyal ve
vaskiiler endotelyal hiicrelerin apoptozisi Kaspaz-3 ile birlikte dnemli 6l¢iide azalmistir
ve rolipram tedavisinden sonra ise bu azalma engellenmistir. Histopatolojik olarak elde
edilen bu bulgular inflamatuar belirtecler, immiinohistokimyasal boyamalar ve apoptoz
gostergesi olan ve ALI grubunda artmis olan Kaspaz-3 seviyesi ile de dogrulanmustir.
Ayrica histopatalojik sonucumuzda akciger parankim yapisinda alveol duvarlarindaki
0deme bagli olarak genisleme ve alveol c¢aplarinda belirgin derecede azalmalar
izlenmistir. Dolayisiyla biz, akciger alveolar hiicrelerinde eksprese edilen ve sivi
tasinmasinda 6nemli bir rol oynayan AQPS5 diizeyinin azalmasmin alveol
membranindaki bu hasarla iligskili oldugu da degerlendirdik. Bildigimiz kadariyla,
calismalarin ¢ogu in vitro yapildigindan, CAMP'nin AQP5'in in vivo ifadesindeki roliinii
arastiran ¢ok az calisma vardir (Wu ve ark., 2016). Bir ¢alismada; cAMP'nin, AQP5
mRNA'nin sentezini artirarak ve AQPS5'in plazma zarina translokasyonunu tetikleyerek
AQP5'1 birgok seviyede diizenledigini gosterdigi tespit edilmistir (Yang ve ark., 2003).
Diger bir ¢alismada tavsan ALI modelinin akciger dokusunda AQPS protein
ekspresyonunun diizenlenmesinin cAMP yoluyla indiiklenebilecegi belirtilmistir (Sun
ve ark., 2015). Baska bir ¢alismada cAMP-PKA sinyal yolunun AQP5'in akciger epitel

hiicrelerinde dagilimi ve bollugu iizerindeki etkilerini incelenmis ve AQPS dagiliminin
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ve bollugunun cAMP tarafindan dinamik olarak diizenlenmesi, AQPS5 ifade eden
dokularda membran su gegirgenliginin kisa ve uzun vadeli diizenlenmesi igin potansiyel
bir mekanizma sagladigi gosterilmistir (Sidhaye ve ark., 2005). Bizim bulgularimizda
da AQP5 protein ekspresyonu ve cAMP seviyesi rolipramin dozuna bagli bir sekilde
yiikseldi ve akciger dokusunun patolojik hasar1 agikga iyilesti. Ek olarak, LPS
tarafindan indiiklenen ALI gelistirme siirecinde, AQPS5 protein ekspresyonunun asagi
reglilasyonunun, LPS uygulamasindan sonra salinan ¢ok sayida inflamatuar mediator ve
NF-kB'yi ve/veya MAPK sinyali aktive eden sitokinlerle yakindan iligkili olabilecegini
tespit ettik. Dolayisiyla biz bu sonuglara dayanarak PDE4 inhibisyonunun; potansiyel
olarak inflamatuar faktorlerin ekspresyonunu inhibe ederek ve cAMP yolunu aktive
ederek akut akciger hasarli si¢anlarin akciger dokusunda AQP5 ekspresyonunu

arttirdigini diistinmekteyiz.

65



6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, sepsisli si¢anlarin akciger dokusunda AQP5 ekspresyonu iizerine
PDE4 inhibisyonunun etkisi LPS ile indiiklenen ALI modeli kurularak arastirilmustir.
Calismamiz; PDE4 inhibisyonunun, cAMP-PKA-MAPK sinyal yolunu regiile ederek
AQP5 ekspresyonunda iyilesmeye neden olabilecegini goOstermistir. Dolayisiyla
yukaridaki bulgular biitiinciil olarak ele aldigimizda, PDE4 inhibisyonunun; TLR4, NF-
kB, MAPK aktivasyonunu inhibe ederek, TNF-a, IL-6 ve IL-1p gibi sitokin seviyelerini
azaltarak hiicre membraninda meydana gelen inflamatuar hasar ve apoptozisi 6nledigini
ve bdylece membran yikimina bagl olarak olusan AQP5 seviyesindeki diismeyi geri
cevirerek LPS'nin neden oldugu akciger hasarini azaltabilecegini one siirebiliriz. AQP5
proteinlerindeki degisim rolipramin PDE4 inhibisyonu ile dogrudan bu protein
seviyesine ve ekspresyonuna olan regiilator etkisine de baglanabilir. Béylece bu ¢alisma
PDE4 enzimi ile AQP5 proteinlerinin inflamatuar akciger hastaliklarindaki roliine 1s1k
tutabilir. Ancak biitiin bu baglantilarin detayli incelenmesi igin ileri deneysel ve klinik

arastirmalara ihtiyag vardir.
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