T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
PLASTIK REKONSTRUKTIF ESTETiK CERRAHI
ANABILIM DALI

DUMAN INHALASYON HASARI OLUSTURULMUS
SICANLARDA STROMAL VASKULER FRAKSIYONUN
INFLAMASYON UZERINE ETKILERI

TIPTA UZMANLIK TEZI

Dr. Emre OZENALP

KAYSERI - 2018



T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
PLASTIiK REKONSTRUKTIF ESTETiK CERRAHI
ANABILIM DALI

DUMAN INHALASYON HASARI OLUSTURULMUS
SICANLARDA STROMAL VASKULER FRAKSIiYONUN
INFLAMASYON UZERINE ETKILERI

TIPTA UZMANLIK TEZi

Hazirlayan

Dr. Emre OZENALP

Danisman

Prof. Dr. Atilla CORUH

Bu ¢calisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Birimi

tarafindan TSU-2018-7934 kodlu proje ile desteklenmistir.

KAYSERI - 2018



TESEKKUR

Tipta uzmanlik egitimim siiresince bilgi ve deneyimlerinden daima yararlandigim ve
cok sevdigim meslegimi kazanmamda emegini esirgemeyen tim saygideger

hocalarima,

Birlikte calismaktan biiyiik keyif aldigim ve tiirli zorluklara beraber gogiis

gerdigimiz sevgili asistan arkadaslarima,

Ameliyathane, plastik cerrahi servisi ve yanik {initesi yogun bakimda birlikte

calistigim hemsire, teknisyen ve yardimei saglik personeli arkadaslarima,
Bugiinlere gelmemde en biiyiik emek sahibi olan, hayatimin her asamasinda sevgisini
daima iizerimde hissettigim, hi¢bir fedakarliktan kaginmayan sevgili annem Kadriye

OZENALP, babam Rafet OZENALP, kardesim Emel OZENALP 'a,

Her zaman yanimda olan, sabri ve anlayisi ile zorlu asistanlik egitimini kolaylastiran,

sevgili esim Seyma OZENALP 'a,
Asistanligimin en biiyiik hediyesi biricik kizim Oykii OZENALP 'a
Sonsuz tesekkiirler...

Dr. Emre OZENALP



ICINDEKILER

TESEKKUR .....ouititiiieictee ettt se st s sttt ettt s s st esenseanaasans iii
ICINDEKILER ....o.oovieititeietcecete ettt sttt en s seantesans iv
KISALTMALAR .ottt e et e et e e et e e e eeeneee s vii
TABLO LISTES...cuiviiiiiieiesiecse st iX
SEKIL LISTESI...ocviviiieiictete ettt as st n s eneesns X
OZET ..ottt ettt ettt ettt ettt Xii
ABSTRACT .ot b e bbbttt bbb reenes Xiv
LI 128 A N N TR 16
2.GENEL BILGILER .....coetiiiiiiiiiiiiiniessie sttt 17
2.1 SOLUNUM SISTEMI FIZYOLOJISI VE ANATOMISI .....covvvvviririiiinene, 17
2.1.1 Solunum SiStemi ANALOMIST ........cciverierieiirie i 17
2.1.2 Solunum Sistemi FiZYOIOJiSi ....ccveiveiieiieii et 23

2.2 DUMAN INHALASYON HASARI......cccoiiiieeeeeee et 24
2.2.1 Inhale Edilen Dumanin Etki SEKilleri.......ceeeueuerereuerereeeeeeeieeeeeeeeeeeeenen, 27

2.2. 1.1 TerMal HaSAT .....ccueiieieieiieieeetes ettt 28
2.2.1.2 Lokal Toksinlerle Hasar OIUSUMU ..........ccovviiiiiiiiiiienie e 28

2.2.1.3 Sistemik Toksinlerle Hasar OluSumu. .........ccoooveiiinieiiniic e 29

2.2.2 Duman Inhalasyon Hasarin1 Etkileyen FaktSrler.........cooceviviiiirevininnnnne, 30

2.2.3 Duman Inhalasyonu Diisiiniilen Hastalarin Degerlendirilmesi ve Tedavisi

............................................................................................................................ 31
2.2.3.1 Hastalarin Degerlendirilmesi ........ccccceiiiieiiiiiie i 31
2.2.3.2TUAVI ..o 32

2.2.3.2. L HAVAYOIU ...t 32
2.2.3.2.2 Bronsiyal Hijyen Terapisi......c.cccoourverirrinieeniiine e 33
2.2.3.2.4 GOZUS FIZYOLEIaPIST ..cvevieniiitisiieiiisieeie sttt 33
2.2.3.2.5 Hava YOlIU ASPIFASYONU ......ccvieiieieieiinieeee e e eeee e seens 33
2.2.3.2.6 Terapotik BronkosKOPI ........ooerieiiiiiiiiiiiieicsee e 34
2.2.3.2.7 Erken AmbBUIaSYON.........cccoiieiii e 34



2.2.3.2.2 Ilave Farmakolojik Tedaviler...........ccceeeivevrreresrieieceeseeissesenseesensnans 34

2.2.3.2.2.1 BronKodilatOrler ..........ccoveiieeeiiii e siee e ee e 34
2.2.3.2.2.2 Kortikosteroidler ve AntibiyotiKIer..........c.cccovvviiieiiiiiiieiecieees 34
2.2.3.2.2.3 Rasemik EPINefrin.......c.cccciviiiiiiiii s 35
2.2.3.2.2.4 Inhaler N-aSELISISIEIN .......cccovveveiirereiieisiee s 35
2.2.3.2.2.5 Heparin/N-asetilsistein Kombinasyonu.............cccccovvvviiveivcieiennns 35
2.2.3.2.2.6 Mekanik Ventilasyon ... 35
2.2.3.2.2.7 S1V1 RESUSIEASYONU ...veuiieeisiieiie st eiie sttt st s 35

2.3 AKUT AKCIGER HASARI VE AKCIGER INFLAMASYONU .................. 36
2.4 KOK HUCRELER .....ceititititetetetetetete ettt sttt sttt sttt sesnas 36
2.4.1 Kok Hiicrelerin Siniflandirilmast.........ccveiiviiiiieniiieiiiie e 39
2.4.1.1 Embriyonik KOk HUCIEIET.........ccciiiiiiiiiie it 41
2.4.1.2 Eriskin KOK HUCICIET .....vvviiviiiiiii ettt s 42
2.4.1.3 Mezenkimal KOK HUCTEIET .........ccccvvieiiieiiiie e 43
2.4.1.3.1 Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklart ..........ccccooooeeviiiiiiiiiienicie 45
2.4.1.3.1.1 Kemik Tl cocvoveveeieieeieieicececeeee e 46
2.4.1.3.1.2 AMNIYOtIK SIVI..eiiiiiiiiiiiiiieii e 46
2.4.1.3.2.3 UmblIKal KOId .....ccooiviiiiiicieisi e 46
2.4.1.3.1.4 AdIPOZ DOKU ......cccviiiieiiiiiii ettt 46

2.4.1.3.2 Mezenkimal K&k Hiicrelerin Fenotipik OzelliKIeri ...........coevvvverrevninnn. 48
2.4.1.3.3 Mezenkimal Kok Hiicreler ve Rejeneratif T1p.......ccoovevviviieiinicnennnns 49
2.4.1.3.4 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Kullanimi ..........ccccovvviviiniiieennen. 50

2.4.2 Stromal Vaskiiler Fraksiyon Igerifi.........ccccoviveivirieiiiesiceiieieeseenn, 51
3. GEREC VE YONTEM ....cooiiiieicieicteteteete ettt s 54
3.1 DENEY PROTOKOLU ....ocootiiiiiiiieiniineieiseeseieissessesssssss s 54
B2 DENEKLER ...ttt 54
3.3 DENEY MODELI PLANLAMASI ......oooiiiitiseeeee e es s en s 55
3.4 DUMAN OLUSTURULMASI ...ooviiiiie ettt 56
3.5 DUMAN UYGULAMA MODELI......ccccoooiiiiiiiieecceeeee et 58
3.6 DENEYIN UYGULANISI .....oootiticiiee sttt 59
3.7 CERRAHI ISLEMLER ........c.cooiiiiititeeeeee e 60
3.8 ORNEKLERIN DEGERLENDIRILMEST .....c.ooiieiiiiinincinenesiscneieeens 62

\Y



3.8.1 Biyokimyasal YONTEM ......ccceriuiiiiiiiieiiie i 62

3.8.2 Histolojik YONteML.....ccuiiiiiiiiiiiiiieci e 63
3.8.3 Islak/Kuru Agirlik Degerlendirilmesi........ccoovvviiieiiiiiiiiciiiicncccss 63

3.9 STROMAL VASKULER FRAKSIYONUN HAZIRLANMASI .......cccrvvnn. 64
3.10 YAG DOKU HAVUZU OLUSTURULMAST ......cocoovviieirereieeereeseneninae 65
3.11 ISTATISTIKSEL YONTEM ....cocoooiiiitiiiicieie ettt 71
4. BULGULAR ..ottt ne e 72
4.1 ISLAK/KURU ORANLARI ..ottt 73
4.2 BIYOKIMYASAL PARAMETRELER .......cccotviiniiiiiiiininiieeesissinsieneenens 75
4.2.1 Myeloperoksidaz DUZEYIETT.......cccouviiieeiiiiiieiiieiie e 75
4.2.2 TNF-0 DUZEYIETT.....veeiiiiiiesie et 77
4.2.3 1L-1 DUZEYIRIT. ..t 80
B.2.4 1L-6 DUZEYICTT. ccuvi et 82

4.3 ISIK MIKROSKOBIK INCELEME ..........ccccoeossiivieeieeeseeeseeisesenenseee e, 84
4.3.1 Intra-alveolar S1vi BiriKimi.......ccccociveiiiieiiie e 88
4.3.2 Inter-alveolar Septal KONJESYON .........ccccoiiiiiiiiiiiiieicese e 90
4.3.3 Intra-alveolar HemOraji.........ccoerueiiieiiiiiiiceieesee e 92
4.3.4 NOtrofil YOZUNIUGU ..c.vvovviiiiiiei s 93
4.3.5 MaKrofa] SAYISI......ccciiiiiiiiiiiiiii i 95
4.3.6 Solunum Epiteli DOKUGIMESI........ccoiiiiiiiiiiieiie 96

5. TARTISMA ..ottt ettt s et e s e e s s s s s e s es e s et et ene e eseanaeeed 98
6. SONUC ...ovoeeeveeeeeeeeeeeeeee s s s s et es e et s eeseees e s ee e s s eeseres s 101
KAYNAKLAR .ottt ettt be e e 102

Vi



ADSCs
ALS
ARDS
ARK
BALT
CFU-S
COHb
DK
DMEM
ELISA
EPH
FBS
FiO,
GVHD
HE
HGF-1
HKH
HLA
IGF-1
IL-1
IL-6
LTB4
MHK
MPO
MS
NOS
PaCoO,
PAF
PaO,
PBS
SatO,
SVF

KISALTMALAR

Yag doku kokenli kok hiicre
Amyotrofik lateral skleroz
Akut respiratuar distress sendromu
Arkadaslari

Bronchus-associated lymphoid tissue
Colony Forming Unit- Spleen
Karboksihemoglobin

Dakika
Dulbecco’s modified eagle medium
Enzyme- Linked Immunosorbent Assay
Endotelyal prekiirsor hiicre
Fetal buzagi serumu

Fraction of Inspired Oxygen
Graft Versus Host Hastalig1
Hematoksilen eozin
Hepatosit biiylime faktorii 1
Hematopoetik kok hiicre

Human Leukocyte Antigen
Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii 1
Interlokin-1

Interlkin-6
LokotrienB4

Mezenkimal kok hiicreler
Myeloperoksidaz
Multiple Skleroz
Nitrik oksit sentaz
Parsiyel Karbondioksit Basinci

Platelet aktive edici faktor
Parsiyel Oksijen Basinct
Phosphate-buffered saline
Oksijen satiirasyonu

Stromal vaskiiler fraksiyon

vii



TNF-a Timor nekroz faktor alfa
VEGF Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

viii



TABLO LISTESI

Tablo 1: Inhalasyon hasarinda tarihsel Snemli olaylar............cccoovevevrirerericeerrneennnn. 24
Tablo 2: Yanmaya bagli dumanda sik goriilen toksik elementler.........ccccccevvvnnnen. 26
Tablo 3: inhalasyon hasari tedavi algOTitmast ...........cevevevrvrvevieireeerseerseeseeesesesesesens 32
Tablo 4: Kok hiicrelerin farklilasma yeteneklerine gére siniflandirilmasi................ 40
Tablo 5: Kok hiicre kaynaklari ve olusturduklari hiicreler..........ccocevviiviiiiciinnnnn. 43
Tablo 6: Yetiskinde mezenkimal kok hiicre kaynaklaria drnekler...............coc........ 45
Tablo 7: Adipoz kokenli kok hiicrelerin yiizey belirtegleri ve gorevleri................... 48
Tablo 8: Anestezi ve cerrahide kullanilan farmakolojik maddeler ............c.cccooueennen. 55
Tablo 9: SVF eldesi sirasinda kullanilan kimyasal maddeler ............cc.ccoovviiiennnen, 55
Tablo 10: Inhalasyon hasar modeli STIEIETi ........covvevevveceeeeeeiececeeeesee e, 56
Tablo 11: DENEY GrUPIATT ..c.evueiveiviiieieiiiieiieie ettt sttt 59
Tablo 12:Islak/kuru agirlik Oranlart ..........ccocevererinineniisieeee e, 73
Tablo 13: Tiim gruplara ait akciger dokusu 1slak/kuru agirlik oranlar1 tanimlayici

VEITIEIT 1.t 74
Tablo 14: Deney gruplarinin MPO dUZeyIeri.........cooevvvirieiieiiiiieisciceisc e 75
Tablo 15: Tiim gruplara MPO Glgiimlerine ait tanimlayict veriler..............ccoevnee. 76
Tablo 16: Deney gruplarinin TNF-o dUzeyleri........cccovivrreeiiieiieiiesieneeie e 77
Tablo 17: Tiim gruplara TNF-o 6lglimlerine ait tanimlayict veriler ..........ccoccvveenen. 79
Tablo 18: Deney gruplarinin IL-1 dUGZEYIEri ......cccovrveviiriiieiieee e 80
Tablo 19: Tiim gruplara IL-1 dlgiimlerine ait tanimlayict veriler...........cccocevennnne. 81
Tablo 20: Deney gruplarinin IL-6 dGZEYIEri ......ccovevverrieiieee e 82
Tablo 21: Tiim gruplara IL-6 6l¢iimlerine ait tanimlayict veriler..........cccovervreennen. 83
Tablo 22: Gruplardaki intra-alveolar sivi birikim oranlari............c.ccceevereriverenieennnn. 89
Tablo 23: Gruplardaki inter-alveolar septal konjesyon oranlart............c.ccccoerennnnne. 90
Tablo 24: Gruplardaki intra-alveolar hemoraji oranlart ..........c.cccoeeviiiniincncnnnnn 92
Tablo 25: Gruplardaki notrofil artts 0ranlart...........coceeeveveerieeriesieseere e 93
Tablo 26: Gruplardaki makrofaj say1 oranlart...........ccoceeeeeieiiieninencneseeeee, 95
Tablo 27: Gruplardaki solunum epitelinde dokiilme oranlari............cc.coecvvvennnee, 96



SEKIL LISTESI

Sekil 1: Ust ve alt SOIUNUM YOIIATT.......c.vecviveiveiiecreiieeiesceeisee e 18
Sekil 2: Trakeobrongiyal Q8ac ........cceeiviiiiiiiiieiie e 19
Sekil 3: Tletici ve SOIUNUMSAl BOIGE ......vcveveveveveeereieieieieie e, 20
Sekil 4: Proksimal ve distal hava yollart .........ccccocviiiiiiiiinni e 21
Sekil 5: Distal hava yollart ve alveol ..........ccccoviiiiiiiiiiiic 21
Sekil 6: Akciger parankimi ve hlICTEIETT ......oocvviviiiiiiiiiiecc e 22
Sekil 7: Inhalasyon hasart patofiZyolojiSi.......ceceererererererereieeiereee e, 27
Sekil 8: Akciger inflamasyonunda mezenkimal kok hiicrelerin etki mekanizmasi... 36
Sekil 9: Mezenkimal kok hiicrelerin etki mekanizmalart..........ccccooiiiiiiiicniennee, 38
Sekil 10: Kemik iligi kok hiicrelerinin farklilasma Girtinleri.........cccooeeevieiiecniennnnne 39
Sekil 11: Kok hiicrelerin farklilasma 6zelliklerine gore siniflandirilmasi................. 40
Sekil 12: Embriyonik kok hiicrenin diger hiicre tiplerine farklilagsmasi.................... 41

Sekil 13:
Sekil 14:

Mezenkimal diferanSiaSyon ..........ccooveerenininenieeeeee s 44

Mezenkimal kok hiicrelerin akciger dokusundaki anti-inflamatuar etkileri

.................................................................................................................................... 51
Sekil 15: Inhalasyon hasar dZENEFi.........cc.ccvevevereererreieiiiieeeeeses e 57
Sekil 16: inahalasyon hasar diizenegi sematik hali ..........c.ccccvveieriiereriiiiceinns 57
Sekil 17: Gaz analiz CINAZI..........coiiiiiiiiie e 58
Sekil 18: Torakotomi yapilmadan trakeanin klemplenmesi ............cccccevvveiiiiiiinnnn, 61
Sekil 19: Sham grubu (A), Kontrol Grubu Akcigerleri (B) .......cccccovviiiiiiiciiiine 61
Sekil 20: Islak-kuru agirlik degerlendirilmesi ..........coocvvviiiiiicnencee 64
Sekil 21: Islak/kuru agirlik degerlendirilmesi i¢in numaralandirilmig akcigerlerin oda
sicakliginda 24 saat bekletilmesi..........ccoovviiiiiiii 64
Sekil 22: Siganlarin inguinal bolgelerinden yag dokusu eksizyonu ............cccccoeeenen. 65
Sekil 23: Yag doKusu havuzu ..........cooiiiiiiiiiiii 66
Sekil 24: Yag dokunun 22 numaral bistiiri ile par¢alanmasi...........c.ccceevvveeriieennnnn. 66
Sekil 25: Mikser yardimi ile kimyasal par¢alanma............ccccoooveiiiniiinciiicnce 67
Sekil 26: Kollejenazla 60 dakika ¢alkalanan yag doku ...........cccoceniiviiiiiiiiiiiicnnn, 67
Sekil 27: Phosphate-buffered saline eklenerek kollejenazin aktivitesinin azaltilmasi

Sekil 28

: Phosphate Buffered Saline eklenmesi sonrasi santrifiij islemi, altta kalan

koyu renkli K1S1m SVE ..o 69


file:///C:/Users/pc/Desktop/Emre%20Tez%20En%20Son%20DUMAN%20İNHALASYON%20HASARI%20OLUŞTURULMUŞ%20RATLARDA%20STROMAL%20VASKÜLER%20FRAKSİYONUN%20İNFLAMASYON%20ÜZERİNE%20ETKİLERİ.docx%23_Toc531725923

Sekil 29: Thoma laminda hiicre SAYIMI ......cecviiiiiiiiiiiic e 70

Sekil 30: Kuyruk veninden SVF VErIMESi .........ccccooiiiiiiiiiie e 71
Sekil 31: Duman odasindaki CO deZiSImi .......cccovvveriiiiiiiiiiniieeiiee e 72
Sekil 32: Duman odasindaki sicaklik degisimi.........cccccvvvvivieiiiiiiiiininiie e 72

Sekil 33: Tiim gruplara ait akciger dokusu 1slak/kuru agirlik oranlar1 tanimlayici veri
grafigi ve istatistiksel anlamliliKlart.........ccoccooveiiiiiiii s 74
Sekil 34: Tiim gruplara MPO (ng/ml) dl¢iimlerine ait tanimlayici veri grafigi ve
istatistiksel anlamliliKIart ..........ooooveiiiiiii 77
Sekil 35: Tiim gruplara TNF-o (ng/ml) 6l¢iimlerine ait tanimlayici veri grafigi ve
istatistiksel anlamIlIKIars .........coocooiiiiiiii e 79

Sekil 36: Tiim gruplara IL-1(ng/ml) dl¢limlerine ait tanimlayici veri grafigi ve

istatistiksel anlamliliKIars ........c.oooeeiii i 82
Sekil 37: Tiim gruplara IL-6 (ng/ml) 6l¢timlerine ait tanimlayici veri grafigi .......... 84

Sekil 38: Sham grubuna ait normal akcigerin 151k mikroskobik goriiniimleri , A

HEX4, B HEXT0 ..ottt 85
Sekil 39: Kontrol grubunun 151k mikroskobik gériiniimii, A: Yaygin hiicresel
inflamasyon HEx4, B: Yaygin intra-alveolar hemoraji HEX40 ............cccccoevirnnnne 86
Sekil 40: SF grubundaki intra-alveolar sivi birikimi HEX10..........c.cccoevviiviiiiinnen. 87
Sekil 41: Kontrol grubundaki yaygin makrofajlar ve ok ile isaretli bolgedeki
hemosiderin yiiklii makrofaj HEX10........cccocoiiiiiiiiiiiii 87
Sekil 42: A: Kontrol grubundaki yaygin nétrofil artist HEx40, B: Solunum epiteli
dOkilmesi HEX40 Bi.......ooiiii e 88
Sekil 43: Tiim gruplara ait intra-alveolar siv1 birikimi oranlart ...........c.ccoevviiiinnnnn. 89
Sekil 44: Tiim gruplara ait inter-alveolar septal konjesyon oranlart ...........ccccoeenee. 91
Sekil 45: Tiim gruplara ait intra-alveolar hemoraji oranlari............cccccevvviiiiiiiinnnnn. 92
Sekil 46: Tiim gruplara ait notrofil yogunlugu oranlart...........ccccccvviiiiiiiicninninene 94
Sekil 47: Tiim gruplara ait makrofaj say1 oranlart..........ccccoooviiiiiiii e 95
Sekil 48: Tiim gruplara ait solunum epitelinde dokiilme oranlari...............coc...... 97

Xi



DUMAN INHALASYON HASARI OLUSTURULMUS SICANLARDA
STROMAL VASKULER FRAKSIiYONUN INFLAMASYON UZERINE
ETKILERI

OZET

Inhalasyon hasari, solunan dumanin toksin ve kimyasal gazlarmn larinks, proksimal
ve distal hava yollar ile akciger parankiminde olusturdugu akut akciger hasarini
tanimlar. Yanik hastalarinda inhalasyon hasari olusma sikligini Tredget %7.3,
Barrow ise %28.1 olarak bildirmistir. Inhalasyon hasari, yam@in mortalite ve
morbiditesini 6nemli 6l¢iide artirir. Akut donemde mukozanin dogrudan irritasyonu
ile sekresyon artis1 ve bronkokonstriiksiyon gozlenirken, zamanla bolgesel olarak
artan inflamasyona bagli olarak havayolu 6demi gelisir.

Stromal Vaskiiler Fraksiyon (SVF), yag doku kokenli kok hiicre (ADSCs),
preadipositler, endotelyal hiicreler, perisitler, hematopoetik hiicre oOnciilleri ve
fibroblastlar gibi heterojenik hiicre topluluklarindan olusur.  Stromal vaskiiler
fraksiyonun biiyiime faktor salinimi, ¢ok sayida hiicre serisine farklilagsma kapasitesi,
immiin supresyon ve hasarli bolgeye yerlesme gibi 6zellikleri vardir.

Literatiirde akut akciger hasarinda kiiltiire kok hiicre kullanimi igeren ¢ok sayida
calisma mevcuttur. Sistemik olarak verilen kok hiicrelerin biiyiik bir kisminin
akcigerde tuzaklandigir gosterilmistir. Stromal Vaskiiler Fraksiyon igerigindeki kok
hiicreler, teropatik etkilerini farklilasarak, trofik faktorler salgilayarak, anjiojenezi
uyararak ve anti-inflamatuar ozellikleriyle yapmaktadirlar. Calismamizda duman
inhalasyonuyla akut akciger hasari olusturulan sicanlarda sistemik olarak verilen
SVF'nin akciger dokusu inflamasyonu ile ilgili etkileri aragtirilmistir.

Altmig adet Wistar Albino sigan, her grupta 10 hayvan olacak sekilde alti gruba
ayrildi. Sham Grubu; inhalasyon hasar1 olusturulmadi ve tedavi verilmedi ve bu grup,
temel degerlerin ol¢iilmesi igin kullanildi.

Kontrol grubu; inhalasyon hasar1 olusturuldu ve tedavi verilmedi. Inhalasyon
hasarindan 24. saatte denekler sakrifiye edildi. Sag akcigerden histopatolojik
degerlendirme igin Ornekler alindi, sol akcigerden 1slak/kuru orani bakild.
Intrakardiyak alman kan, biyokimyasal caligmalar icin kullanilds.

Serum Fzyolojik Grubu; inhalasyon hasar1 olusturuldu. Kuyruk veninden sistemik

olarak %0,9 NaCl verildi. Inhalasyon hasarindan 24. saatte Stenazi uygulandi. Sag
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akcigerden histopatolojik 6rnekler alindi, sol akcigerden de islak/kuru orani tespiti
yapildi. Intrakardiyak alinan kan, biyokimyasal ¢alismalar igin kullanild

Donér-SVF Grubu; inhalasyon hasari olusturuldu, siganlarin inguinal bélgelerindeki
yag dokudan SVF elde edildi, daha sonra kuyruk veninden sistemik olarak SVF
verildi. Inhalasyon hasarindan 24. saatte Otenazi uygulandi. Sag akcigerden
histopatoloji, sol akcigerden 1slak/kuru orani bakildi. Intrakardiyak alinan kandan,
biyokimyasal parametrelere bakildi.

Donor olmayan-SVF Grubu; inhalasyon hasar1 olusturuldu, altinct gruptaki
siganlardan (sadece yag doku elde etmek i¢in kullanilan donér grubundan) SVF elde
edildi. Daha sonra kuyruk veninden sistemik olarak SVF verildi. Inhalasyon
hasarindan sonra 24. saatte Otenazi uygulandi. Sag akcigerden histopatoloji, sol
akcigerden 1slak/kuru oram bakildi. Intrakardiyak alman kandan biyokimyasal
parametreler bakildi.

Altinct grup olan dondr grubundan, inhalasyon hasari olusturulmadan, inguinal yag
dokusu alindi. Bu yag dokudan elde edilen SVF'ler dondr olmayan-SVF grubuna
kuyruk veininden sistemik olarak verildi.

Sicanlarin akcigerlerinden bakilan islak/kuru agirlik orani, SVF tedavisi verilen
Dono6r-SVF ve Donor omayan SVF grubunda Kontrol grubuna gore diisiik bulundu.
Histolojik olarak akciger dokusunda bakilan intra-alveolar septal konjesyon, intra-
alveolar hemoraji, intra-alveolar siv1 birikimi, 16kosit ve makrofaj sayisi Donor-SVF
ve Dondr olmayan SVF gruplarinda, Kontrol grubuna gore diisiik bulundu. Serumda
bakilan biyokimyasal parametreler MPO, IL-1, TNF-a SVF tedavi gruplarinda
Kontrol grubuna gore diisiik bulundu.

Deney modelimizle duman inhalasyonuna maruz kalma sonucu akciger
parankiminde ciddi hasar olustugunu histopatolojik bulgular, serumdan bakilan
biyokimsal belirteclerle gosterilmistir. Calismamizda Sistemik olarak verilen
SVF’nin, duman inhalasyonu ile olusturulan akut akciger hasari nedeniyle olusan
inflamasyonu, azalttig1 gorsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: inhalasyon hasari, stromal vaskiiler fraksiyon, yag doku kokenli
kok hiicre, duman zechirlenmesi, akut akciger hasari, akut respiratuar distres

sendromu
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THE EFFECTS OF STROMAL VASCULAR FRACTION ON THE
INFLAMMATION OF SMOKE INHALATION INJURY CREATED RATS

ABSTRACT

Inhalation injury describes the acute lung injury that occurs in the larynx, proximal
and distal airways and lung parenchyma by respiratory smoke, toxins, and chemical
gases. The incidence of inhalation injury in burn patients was reported by Tredget
7.3% and Barrow 28.1%. Inhalation damage significantly effects the mortality and
morbidity of the burn. Increased secretion and bronchoconstriction can be observed
with direct irritation of the mucosa in the acute phase, whereas airway edema
develops due to locally increased inflammation over time.

Stromal Vascular Fraction (SVF) is composed of heterogeneous cell populations
such as ADSCs (Adipose Derived Stem Cells), preadipocytes, endothelial cells,
pericytes, hematopoietic cell precursors and fibroblasts. Stromal Vascular Fraction
has features; such as growth factor release, differentiation capacity to a large number
of cell lines, immunosuppression and settling to the damaged site.

There are many studies in the literature which the cultured stem cells were used in
acute lung injury. It has been shown that most of the stem cells given systemically
were trapped in the lungs. The stem cells in the SVF show their therapeutic effects
by differentiating, secreting trophic factors, stimulating angiogenesis and inhibition
of inflammation. In our study, the effects of systemically given SVF on lung tissue
inflammation with acute lung injury by smoke inhalation were investigated in rats.
Sixty Wistar-Albino groups were divided into six groups of 10 rats each.

Sham Group; no smoke inhalation damage was created and no treatment was given
in order to measure the baseline values.

Control Group; inhalation damage was created and no treatment was performed.
Twenty four hours after inhalation, rats were sacrificed. Samples were taken for
histopathological evaluation from the right lung, and wet to dry weight ratio from the
left lung was evaluated. Intracardiac blood was taken for biochemical parameters.
Serum Physiological group; inhalation damage was created and then systemically
0.9% NaCl was administered via the rat tail vein. Twenty four hours after inhalation,
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rats were sacrificed. Histopathology from a right lung, wet to dry weight ratio from
the left lung was evaluated. Intracardiac blood was taken for biochemical parameters.
Donor-SVF Group; inhalation damage was created and the SVF was obtained from
the adipos tissue from the inguinal region of the rats. Stromal Vascular Fraction was
administered systemically via the rat tail vein. Twenty four hours after inhalation,
rats were sacrificed. Histopathology from a right lung, wet to dry weight ratio from
the left lung was evaluated. Biochemical parameters were taken from the intracardiac
blood.

Nondonor-SVF Group; inhalation damage was created from the sixth group (the
donor group was used to obtain adipose tissue). Stromal Vascular Fraction was
administered systemically from the tail vein. Twenty four hours after the inhalation,
the rats were sacrificed. For histopathological interpretation tissue samples were
taken from the right lung and for wet to dry weight ratio from the left lung was
evaluated. Biochemical parameters were taken from the intracardiac blood.

Adipose Tissue Donor Group; no inhalation damage was created. Only, inguinal fat
tissue was taken. Stromal Vascular Fraction was prepared from this adipose tissue
and was donated to the nondonor-SVF group.

Wet to dry weight ratio of the lungs of the donor and non-donor SVF groups were
lower than the rats of the Control group. Histologically, intra-alveolar septal
congestion, intra-alveolar hemorrhage, intra-alveolar fluid accumulation, leukocyte
and macrophage density were lower in donor-SVF and non-donor SVF groups
compared to the Control Group. Serum biochemical pro-inflammatory parameters
were also lower in MPO, IL-1, TNF-a in the Stromal Vascular Fraction treatment

groups compared to the Control Group.

In our experimental model, serious damage of the lung parenchyma was
demonstrated as a result of smoke inhalation. We showed that the Stromal Vascular
Fraction systemically decreased the inflammation caused by smoke inhalation.

Keywords: inhalation injury, stromal vascular fraction, adipose derived stem cell,

smoke injury, acute lung injury, acute respiratory distress syndrome.
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1. GIRIS VE AMAC

Inhalasyon hasari, solunan dumanin, toksin ve kimyasal gazlarin larinks, proksimal
ve distal hava yollan ile akciger parankiminde olusturdugu akut akciger hasarmi
(ALI-Acute Lung Injury) tanimlar. Inhalasyon hasari, iist solunum yollarin
ilgilendiren termal hasar, alt solunum yollarinin kimyasal irritasyonu ve zehirli
gazlarin inhalasyonuna bagli sistemik zehirlenme olmak iizere ii¢ bilesenden olugur
(1). Dumana maruz kalma sekline ve siiresine gore, bu olumsuz etkiler, solunum
sisteminin ¢esitli yerlerinde, farkli siddetlerde hasar olusturur. Duman inhalasyonu,
yanik yaralanmasina eslik edebilecegi gibi deride yanik olmadan da ortaya ¢ikabilir.
Yanik hastalarinda inhalasyon hasari olugsma sikligin1 Tredget Ark. (2) %7,3, Barrow
Ark. (3) ise %28,1 olarak bildirmistir. Inhalasyon hasari, yanigin mortalite ve
morbiditesini 6nemli derecede artirir.

Solunan havadaki kimyasal irritanlar ile ndronal hiicrelerden néropeptid ve ndronal
Nitrik Oksit Sentaz (NOS) salinimu tetiklenir. Artan 1s1 solunum epiteli hiicrelerini
tahrip ederek proteinlerin  denatiirasyonuna ve kompleman kaskadinin
aktivasyonuna neden olur. Bu durum pro-inflamatuar sitokinlerin ve vaskiiler
permeabilitenin artmasina yol acar (4). Akciger 6demi, duman inhalasyonundan
kaynaklanan akut akciger yaralanmasinin mortalite ve patofizyolojisinin temel
belirleyicilerindendir (5).

Stromal vaskiiler fraksiyon (SVF), yag dokunun enzimatik veya mekanik olarak
pargalanmasiyla yag doku kokenli kok hiicre (ADSCs), preadipositler, endotelyal
hiicreler, perisitler, hematopoetik hiicre onciilleri ve fibroblastlar gibi heterojenik
hiicre topluluklarindan olusur. Stromal vaskiiler fraksiyondaki hiicrelerin birgok
biiylime faktorii salgiladigi, yeni damar olusumunu arttirdigi, anti-apopitotik ve
antioksidan etkilerinin oldugu, yara iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi, anti-
inflamatuar etkilerinin oldugu, fibroblastlarda kollajen sentezini arttirdigi ve kok
hiicre kaynagi oldugu gosterilmistir (6).

Bir¢ok tedavi alternatifinin denendigi inhalasyon hasarinda etkinligi kesin olarak
gdsterilmis olan bir tedavi secenegi bulunmamaktadir. Inhalasyon hasar1 ve diger
nedenlerle olusan akut akciger hasarinin tedavisi i¢in kiiltiire kok hiicre kullanilan
cok sayida calisma mevcuttur. Bu ¢aligmalarda sistemik olarak verilen kok hiicrelerin
biiylik kismmin akcigerde tuzaklandigi gosterilmistir (7). Kiiltiire kok hiicrelerin
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maliyet ve zaman dezavantajlar1 nedeni ile onlara alternatif olarak, elde edilmesi ve
uygulanmast kolay SVF 'nin inhalasyon hasarinda yeni bir tedavi secenegi
olabilecegi hipotezi ile bu ¢alisma yapilmis, SVF’in, inhalasyon hasar1 olusturulmus

siganlarda akut akciger hasari lizerine olan etkileri arastirilmistir.

2. GENEL BILGILER

2.1 SOLUNUM SISTEMI FiZYOLOJIiSi VE ANATOMISI

2.1.1 Solunum Sistemi Anatomisi

Solunum sistemi, solunum yoluyla dig ortamdan alinan oksijenin metabolizma
sonucu olusan karbondioksit ile degisimini saglar. Solunum sistemi st ve alt
solunum bélgesi olarak iki boliimde incelenebilir. Ust solunum bdlgesi; nazal ve oral
kaviteler, farinks, larinks ve trakeanin baslangi¢ boliimiinden olusmustur. Bu
diizensiz anatomik sistemin baslica gorevleri: akcigerlere giren havanin 1s1 ve
neminin ayarlanmasi, partikiillerden temizlenmesi, alt ve st solunum yolu
sekresyonlarinin mukosiliyer transportun saglanmasidir. Alt solunum bolgesi;
trakeanin alt boliimi, iki ana brong ve akcigerleri barindirir. Alt solunum bdolgesine
ait yapilar toraks ig¢inde yer alir. Fonksiyonel yonden burun boslugundan baglayan
hava iletimi trakeo-bronsiyal aga¢ yoluyla gaz aligverisinin yapildigi solunum
bolgesine kadar uzanir. Gaz aligverisinin yapildigi solunum boélgesi ise akciger i¢inde

yer alan ug¢ havayollarini ve alveol sistemini igerir (Sekil 1).
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Ust
Solunum
Bolgesi

Alt
Solunum
Bolgesi

Nazal bosluk

Nazofarinks

Epiglot

Larinks —_—
Ozofagus

Trakea
Terminal bronsiyol
Bronsiyol - .
p N
Sag ana brons y V
Lober brons ;
Segmenter brons

Alveol kanallan

Alveol kesesi

Alveol Karina

Sekil 1: Ust ve alt solunum yollart

Akcigerler mediasten ad1 verilen anatomik boslugun iki yaninda yer alir. Hiluslar ile

mediastinal yapilara baglanmiglardir. Hiluslarda brons, arter, ven, sinir pleksuslari,

lenf damarlari, lenf bezleri ve pulmoner ligament yer alir. Hiluslar disinda

akcigerlerin tiim yilizeyleri viseral plevra ile kaplanmis olarak serbest halde bulunur.

Akciger loblar

brons dallanmasina uygun olarak segmentlere ayrilmistir.

Segmentler; kendilerine ait bronsu, arteri ve veni bulunan, fonksiyonel olarak

bagimsiz akciger Uniteleridir. Bunlar tepesi hilusa, tabani perifere dogru yonelik

piramit bi¢ciminde yapilardir. Segmentler, en kiiciik anatomik birim olan ve ince bir

bag dokusu septasiyla birbirlerinden kismen ayrilabilen 1-2 cm ¢apli lobiillerden
olugmuslardir (Sekil 2).
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Sekil 2: Trakeobronsiyal agag

Solunan hava trakea ve brons agacindan olusan alt solunum yollar1 ile alveol
yiizeyine kadar iletilir. Fonksiyonel agidan bakildiginda havayollarinin akciger
parankimi ile birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir. Trakeobronsiyal agac
fonksiyonel agidan iletici bolge ve solunumsal bolge olarak ikiye ayrilabilir (Sekil 2).
Alt solunum yollarinin terminal bronsiyolleri de igine alan bélimii, solunum
havasmin iletilmesini saglar ve bu nedenle “iletici bolge” adini alir. Bu saha
"anatomik 6lii bosluk™ olarak da tanimlanir. Terminal bronsiyollerin distalinde yer
alan respiratuvar bronsiyoller, alveol kanallari ve alveol keseleri havayi hem iletirler,
hem de duvarlarinda yer alan alveol yapisi ile gaz degisimini saglarlar. Bu nedenle
terminal brongiyollerin distalindeki havayollarma “solunumsal bolge” adi verilir
(Sekil 3).
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Sekil 3: Iletici ve solunumsal bolge

fletici havayollar trakea, brons ve bronsiyollerden olusur. Trakea ikiye ayrilarak sag
ve sol ana bronsglar1 olusturur. Trakea mobildir ve derin inspiryum sirasinda boyu
hizla degisebilir. Bronkoskopik incelemede trakea bufirkasyonunda her iki ana
bronsu birbirinden ayiran ve karsidan bakildiginda trakea i¢inde yukar1 dogru bigak
sirt1 seklinde uzanan ¢ikintiya karina adi verilir. Fibromiiskiiler bir tiip seklinde olan
trakeanin on ve yan duvari; 16-20 adet, aciklig1 arkaya dogru bakan 'C' seklinde
kikirdak ile desteklenmistir. Sag ana brons iist lob bronsunu verdikten sonra
intermedier (ara) brons adin alarak asagiya dogru ilerler. Brons agaci trakeadan
itibaren “dikotom” tarzinda ikiye ayrilarak ortalama 23 dallanma yapar. Lob ve
segment bronglarin yapisi trakeaya benzer. Trakeadan itibaren 10-12. dallanma
diizeyinde bronsiyoller, 12-15. dallanma arasinda preterminal bronsgiyoller bulunur.
Bu bronsiyoller “sekonder lobiil ” ad1 verilen, fibroz septalarla birbirinden ayrilan,
kendilerine ait arter, ven ve bronsiyolleri bulunan en kiigiik akciger birimlerini

havalandirirlar. Her sekonder lobiilde 3-5 terminal bronsiyol bulunur (Sekil 4).

20



Goblet hiicresi

Titrek tiiyldi

D R0 TN, AR sencrcepe
i [5os) hiicresi

LI T Kiibik epitel
I . @ @ T e hiicresi
: B P - d AR
s 3 rL_ 7\” (o % ‘;?k_", - —_-_L. ¥
s -__v-é ;..DX:‘PQ @G @)  &S7
a ﬂz: /”" - - . = "v '. i
c—— .—;ﬁ:ﬂ::”y 7 S )
o Yassi epitel hiicresi
‘ [~ Diiz kas
-~ 274 hicresi
Submukozal
gland
Kikirdak
& yapi
BRONS BRONSIYOL ALVEOL

Sekil 4: Proksimal ve distal hava yollari

Terminal Bronsiyol

bronsiyol

Respiratuvar - : g
bronsiyol o 9 f"'"'“' Septum

Alveoler kese

Alveol Parenkim

Sekil 5: Distal hava yollar ve alveol

Terminal brongiyoller iletici hava yollar1 ile solunumsal hava yollari arasinda sinir
olustururlar. Her bir terminal bronsiyoliin distalinde asiniis adi verilen terminal
solunum tniteleri yer alir. Asinus ardisik ¢ dallanma goOsteren respiratuar
bronsiyolleri, alveol kanallarin1 (ductus alveolaris) ve alveol keselerini igerir (Sekil
5). Alveol kanallar1 duvarlarinda diiz kas bulunan en ug hava yollaridir. Respiratuar
brongiyollerden itibaren hava yolu duvarlarinda bulunan alveollerin sayis1 giderek
artar, alveol kanallarinin yiizeyleri tamamen alveollerle kaplanmistir. Alveoler

kanallar iki veya ti¢ alveol kesesine agilirlar. Dogum sirasinda 50 milyon civarinda
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olan alveol sayisi, eriskinde her bir akciger igin yaklasik 300 milyona ulasir. Alveol
biiytikliikleri, yer ¢ekimine bagli olarak iist akciger bolgelerinde alt bolgelere gore
daha fazladir. Biylime gelisme sirasinda alveollerin sayisindaki artma yaninda,
toplam alveol yiizeyinde de genisleme olur. Eriskinde 80 m? civarinda olan bu yiizey,
insan ylizeyinin yaklasik 40 katidir. Kapiller yiizeyi ise toplam 70 m? kadar olup,
alveol yiizeyinin %85-95’ini kaplamaktadir. Alveol yiizeyinin yaklagik %90-95’1
bazal membran iizerinde Ortiicii Ozellikteki Tip-l1 yass1 epitel hiicreleri ile
kaplanmustir (Sekil 6). Alveol yiizeyinin genisligi ve alveoler kapiller membranin 0,4
u kalinliginda olusu gaz difiizyonuna kolayca olanak saglar. Alveol koselerinde yer
alan Tip-1l epitel hiicreleri daha biiyiik olup, siirfaktan sentezleyen fosfolipidden

zengin graniiller igerirler.

Tip | alveol hiicresi

Interstisyel alan

_— Kapiller

Kohn delikleri W/

Bazal Tipll
membran alveol hiicresi

Kapiller endoteli

Sekil 6: Akciger parankimi ve hiicreleri

Tip-1l hiicreler alveol alaninin %35-10’unu kaplamalarina karsilik, pnomositlerin
sayica %60’ m1 olustururlar. Birbirine komsu alveollere ait epitel tabakalar1 arasinda
kalan bolime, “alveoller arasi septum® adi verilir. Bu septum “interstisyum “ adi
verilen potansiyel bir araligi barmdirir. interstisyel aralikta kapiller ag1 disinda
elastik ve kollajen lifler, perisitler, fibroblastlar, monositler, makrofajlar ve bazen de
lenfositler bulunur. Siirfaktan alveol epitelyum yiizeyinde bulunur ve alveol
sondiikce yiizey gerilimini azaltarak, kiigiik captaki alveollerin atelektaziye
ugramalarini Onlerler. Siirfaktanin ayrica interstisyumdan alveollere sivi sizmast igin
gerekli basinct yiikselttikleri, alveollere sivi sizmast durumunda ise sivinin
interstisyuma geri déonmesini kolaylastirdiklar1 saptanmistir. Bu etki alveoler 6dem
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gelisimini zorlastirir. Alveollerde epitelyum hiicreleri disinda fagositer makrofajlar
ve ¢esitli mediyatorler salgilayan mast hiicreleri bulunur. Alveoler makrofajlar alveol
icine ulasmis toz partikiillerin ve enfeksiyon etkenlerinin fagositozu yaninda,
dejenere siirfaktanin alveollerden uzaklastirilmasini saglarlar. Alveoler hemoraji
durumunda asirt eritrosit fagositozu ve hemoglobin yikimi nedeniyle asirt miktarda
hemosiderin igerirler.

Alveollerin ventilasyonu bronsiyoller disinda kollateral yollarla da saglanabilir.
Birbirine komsu alveoller arasinda gaz gecisi, alveoler septalarda bulunan 2-13pu
capmndaki Kohn delikleri (alveoler pore) ile saglanir. Inspiryumda caplar1 genisler.
Kohn delikleri komsu alveoller arasindaki basincin dengelenmesinde rol oynadiklari
gibi, pnomoni sirasinda bakteriyel gecis nedeniyle enfeksiyonun yayilmasini da
kolaylastirirlar (8-10).

2.1.2 Solunum Sistemi Fizyolojisi

Solunumun amaci, dokulara oksijen saglamak ve dokularda metabolizma sonucu
ortaya ¢ikan karbondioksiti uzaklastirmaktir. Bu islev, akcigerlere hava giris ¢ikigini
tanimlayan ventilasyon, alveol ve kapiller damarlar arasinda oksijen ve karbondiosit
gazlariin degisimi olan diffiizyondan olusur.

Solunum fizyolojisinin temelleri akciger ve gogiis duvari mekanik o6zelliklerine
baglidir. Akcigerler ve gogiis duvari farkl elastik 6zellige sahip olup, istirahat ve
egzersizde bu elastik 6zellikler degiskenlik gostermektedir. Akcigerlerin elastik geri
kagma oOzelligi ice dogru, gogiis duvarinin elastik geri kagma ozelligi ise disa
dogrudur. Akciger ve gogiis duvarinda olusan basing degisiklikleri sonucunda
akciger hacim degisiklikleri gerceklesmektedir. Istirahat halindeki akciger ve gogiis
duvari hacimleri i¢ ve dis ortam basinglarinda olusacak degisikliklere bagli olarak
degisiklige ugrar. Akcigerler gdgiis boslugundan cikarildiginda sonme (kollabe
olma) egilimindedir ve gdgiis boslugundaki hacmin ¢ok altina iner. Istirahatta, gogiis
boslugunda akcigerlerin sénmemesi burada var olan pozitif transpulmoner basing ile
gerceklesir. Transpulmoner basing alveol basinci ile plevra i¢i basing arasindaki farki
tanimlar. Buna gore, akcigerlerin kapanma yoniindeki elastik geri kagma kuvvetine
karsin agik kalabilmesi i¢in plevra igi basincin alveol basincina gore diisiik kalmasi

ile gerceklesir. Transpulmoner basing artisina bagli akciger hacmindeki artis
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dogrusal degildir. Yani akcigerde hacim artis1 belli bir diizeyden sonra durur ve egri
plato ¢izer. Transpulmoner basingtaki her 1cm H, O artisa karsi, akcigerlerin hacim
olarak genisleme diizeyi akciger kompliyansi olarak tanimlanir. Eriskin bir insanin

akcigerlerinde 1cm H, O basing artisinda 200 ml genisleme gergeklesir (8-10).

2.2 DUMAN INHALASYON HASARI

Inhalasyon hasar1, termal ve/veya kimyasal zarar veren maddelerin inhalasyonu
sonucu st solunum yollarini ilgilendiren termal hasar, alt solunum yollarinin
kimyasal irritasyonu ve zehirli gazlarin inhalasyonuna bagli sistemik zehirlenmeden
olusur. Genel olarak, tarihteki yanik trajedileri, bu yaralanma hakkindaki bilgimizi
onemli 6l¢iide artirmistir (11) (Tablo 1).

Tablo 1: inhalasyon hasarinda tarihsel dnemli olaylar

Zehirli gazlarin kullanimi ve akcigerler
1.Diinya Savasi ) o
iizerindeki etkisi

Rontgen filminin dumaninin solunmasinin
Cleveland Klinik Yangini, 1929 o
zararh etkisi

Dumandaki ugucu tiriinlerin erken ve gec
Coconut Grove Yangini, 1942 . ] .
respiratuar distrese neden olan etkisi

Kan gaz takibi ve yogun bakimin
1940'larin ortalar1 II. Diinya Savasi o )
gelistirilmesi

Alveoler kapiler membran hasarinin neden
Wietnam Savasi, 1960’lar oldugu yetiskin solunum distress

sendromunun tanimlanmasi

1980'ler-1990'lar Las Vegas'taki Otel )
_ ) Duman inhalasyon yaralanmasinda hava
Yangini ve Kings Cross Yeralt1 Istasyonu . o
yolu inflamasyonunun etkisinin rolii
Yangini

. _ Havayolu epitelinde duman maruziyetinin
Diinya Ticaret Merkezi Saldirisi, 2001
uzun siireli etkileri

Rhode Island Gece Kuliibii Yangini, 2003 | Tedavi secenekleri ve gelistirilmis ventilator

stratejileri

Duman inhalasyonu, ortaya c¢ikan siddetli akciger hasari ve sistemik toksisite
nedeniyle, alevin neden oldugu termal yaralanmalarda sik mortalite nedenidir (12).

Inhalasyon hasar1 olusma sikligin1 Tredget %7,3 (2), Barrow (3) ise %28,1 olarak
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bildirmistir. Duman inhalasyonu sonucu ortaya ¢ikan hasar solunulan havanin
direkt termal etkisine, hipoksik gaz inhalasyonuna, inhale edilen dumanin
icerigindeki toksik maddelerin lokal etkisine ve inhale edilen toksik maddelerin
sistemik etkilerine bagli olarak ortaya ¢ikar (13, 14).

Hasarin artmasina katkida bulunan diger patofizyolojik degisiklikler sdyle 6zetlenebilir;
solunan havadaki kimyasal irritanlar ile noronal hiicrelerden néropeptid ve ndronal
Nitrik Oksit Sentaz (NOS) salinimi tetiklenir. Artan 1s1 solunum epiteli hiicrelerini
tahrip ederek proteinlerin  denatiirasyonuna ve kompleman kaskadinin
aktivasyonuna neden olur. Bu durum pro-inflamatuar sitokinlerin ve vaskiiler
permeabilitenin artmasina yol agar (4). Pulmoner kompliyansta %50’lere ulasabilen
onemli azalma, ilk 24 saatte ekstravaskiiler akciger sivisi ve pulmoner lenf akiminda
artma ile iligkilidir. Strfaktanin inaktivasyonu ile ventilasyon perfiizyon
uyumsuzluguna neden olan akut mikro-atelektaziler olusur (15). Siliyali epitelin
destriiksiyonu ve duman inhalasyonu ile siliyer transport fonksiyonu hasarlanir;
dokiilmiis bronsiyal epitel hiicreleri, mukus, fibrin ve nétrofillerin olusturdugu debris
daha hizli birikir (16). Mikrovaskiiler sizint1 ile artan havayolu kan akimi, bronsiyal
sirkiilasyondan kapiller filtrati arttirabilir ve inhalasyon injurisinin pulmoner
O0demine katkida bulunabilir (17). Genel olarak 6nemsiz olan bronsiyal ve pulmoner
dolagimlar arasindaki anastomozlar, duman inhalasyon hasarindan sonra
belirginlesir. Duman inhalasyonundan 3 saat sonra kan akimi, trakeada 10 kat, sol
ana bronsta 15 kat ve sag ana bronsta 20 kat artar. Distal hava yollarinda kan akisi,
sag akcigerde yaklasik 4 kez ve sol akcigerde 6 kez artmistir (18, 19) . Artan hava
yolu kan akisi, hava yolunda mukozal 6deme, protein agisindan zengin sivinin hava
yoluna eksiidasyonuna, notrofil ve inflamatuar mediatorlerin artmasina neden olur.
Bu yanitlar artmis hava yolu direnci, alveollere hava akisinin kisitlanmasi, fibrin
pihtt ve dokiintii olusumu, solunum yollarinda sivi birikmesi, parankimal 6dem ve
parankimal inflamasyon ve hasarin alevlenmesi ile sonuglanir. Obstriiktif hava yolu
dokiintiileri, pul pul yayilmis hava yolu epitel hiicreleri, inflamatuar hiicreler, mukus
ve protein agisindan zengin plazma eksiidatlarindan olusur. Yogun duman inhalasyon
hasar1 olan preklinik bir modelde, brons epitel hiicrelerinin yaklasik %100
maruziyetten 24 saat sonra pul pul dokilmistiir (20). Hava yolu biitiinliigliniin
bozulmasi, solunum sistemini enfeksiyona karsi savunmasiz hale getirir ve plazma

sizintisint ve inflamatuar hiicrelerin hava yollarina transendotelyal gogiinii artirir.
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Yapilan ¢alismalar, notrofillerin brongiyal mukus bezlerinden solunum yollarina gog
ettigini 6ne siirmektedir (21). Duman inhalasyonundan sonra hava yoluna sizan
protein ac¢isindan zengin plazma, hava yolunda fibrin olusumunu destekleyen,
dokiilmiis substratlar1 katilastiran ve ¢ikarilmasini zorlastiran prokoagiilan faktorler
icerir. Duman inhalasyonu sonrasi alveoler makrofajlarin kemotaktik ve fagositik
fonksiyonlarinda bozulma, akut olaydan sonraki birkag¢ giinde pulmoner enfeksiyon
riskini arttirir (16). Inhalasyon hasarindan, siklikla ev yapim malzemeleri ve evde sik
kullanilan nesnelerin yanmasi ile meydana gelen gesitli toksik kimyasallar
sorumludur (Tablo 2). Yangindan Olenlerin kaninda elliden fazla kimyasal
gosterilmistir. Yanmaya bagli polivinil kloriir (PVC), hidroklorik asit (HCL) ve
karbonmonoksiti (CO) igeren en az 75 potansiyel toksik bilesik tariflenmistir (15).

Tablo 2: Yanmaya bagli dumanda sik goriilen toksik elementler

Kaynak Toksin
Karbonmonoksit
Herhangi bir organik madde Karbondioksit
Azotdioksit
Agag, duvar kagidi Aldehitler
Naylon Amonyak
Benzen

Petrol Plastikleri

Hidrojen kloriir

Polivinil Kloriir Karbonil kloriir

Dumana maruz kalma sekline ve siiresine gore, bu olumsuz etkiler hem {ist, hem
de alt solunum yollarinda farkli siddetlerde hasar olusturur (14). Duman
inhalasyonundan sonra larinks 6demi ilk 2-8 saatte ortaya c¢ikar. Alt solunum
yollarinda ise, derin parankimal hasar 12-96 saat sonra belirginlesir. Olusan ilerleyici
trakeobronsiyal ve pulmoner 6dem, vaskiiler permeabilite artisinin bir sonucudur
(22). Akut Respiratuar Distress Sendromu (ARDS) termal yaralanmalarin en 6nemli
komplikasyonlarindan biri olup, siddetli akciger yaralanmasi ile ortaya ¢ikan akut bir
Klinik tablodur. Kardiyojenik olmayan akciger 6demi, siddetli hipoksi ve akciger
kompliyansinda azalma ile karakterizedir (23). Birgok faktdr pulmoner fonksiyonu

etkiler. Toplam viicut alanimin %30’undan fazlasim1 etkileyen yamik durumunda
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artmis kapiller permeabilite sadece yanan bolgede degil, akcigerler de dahil tiim
viicutta sistemik olarak ortaya ¢ikar. Vaskiiler permeabilite artig1 ile dolagimdan
hiicreler arasi alana biiyiik miktarlarda plazma geg¢isi olur. Bu da termal yaralanma
ile birlikte olan inhalasyon hasarini artirir (24, 25). Dumanin igerisinde degisik
miktarlarda bulunan toksik maddeler, havayollarina yaptiklar1 etki ile
polimorfoniikleer 16kositleri aktive ederek akut inflamatuar siireci baslatir (26).
Aktive olmus lokositler, duman inhalasyonu patofizyolojisinde énemli rol oynarlar

(27) (Sekil 7).

Sekil 7: inhalasyon hasar1 patofizyolojisi

Duman inhalasyonu

Serbest sinir uclarinin uyarimasi

v

Noropeptidlerin salinimi

v v v v v

Koagulopati | |Br0nkospazm | Mukus sekresyonu ‘ |Ha\/ayulu epiteli dokilmesi Havayolu kan akimi artigi
]
Notrofillerin havayoluna Prokoagulanlarin solunum Pulmoner dolagima drenajin
migrasyonu yoluna ekstdasyonu artmasi
; Havayolunda fibrin ‘J
Cast formasyonu ' olusumu Havayolu demi Cesitli inflamatuar mediatorlerin
olusumu pulmoner dolagima katiimasi
¢ Endotel hiicrelerinde adezyon
Havayolu molekllerinin upregilasyonu
obstriksiyonu

” Notrofillerin endotele yapismasi | 4
Havayolu limeninin yanist INOS
daralmasi —— Pulmoner transvaskiiler ¢

Pulmoner sivi akigl artigl
mikrotrombusler

Superoksit Nitrik oksit
Havayolu
ventilasyonunun
engellenmesi —— Pulmoner vaskiler hiper

permeabilte DNA kiriimalari

Peroksinitrit

—» Bozulmus pulmoner
gaz degisimi NF-kB <«— PARP aktivasyonu —» NF-kB —
— Pulmoner 6dem

Hucresel disfonksiyon 44— ATP azalmas|

Pulmoner disfonksiyon 44— sant fraksiyonu 44— hipoksik 4——

vazokonstriksiyon kaybi

2.2.1 inhale Edilen Dumanin Etki Sekilleri

Inhale edilen duman 4 yolla hasar olusturabilir (14).
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2.2.1.1 Termal Hasar

Dumanin 1s1 tasima kapasitesi diisiik oldugu i¢in hasar genellikle iist hava
yollarinda gézlenir. Larinks alti anatomik yapilarda nadiren termal hasar olusur.
Ancak, uzun siire ve yiikksek akimli dumana maruz kalinirsa, larinks alti
dokularda da hasar olusabilir. Dumana gore 1s1 tasima kapasitesi ¢ok yiiksek olan
su buharina maruziyetle alt hava yolllarinda da hasar olusturabilir.

Larinks yukarisi anatomik bolge mukozasinin, 6nemli Olgiide Su i¢ermesi
nedeniyle, bu bolge 1s1 kontrolii agisindan biiyiik bir kapasiteye sahiptir. Direk
termal etki ile su iceren mukoza su kaybina ugrar ve 1s1 kontroliine etkisi ortadan
kalkar. Ust solunum yollarinda ortaya ¢ikan hasar mukozada eritem, 6dem ve
tilserasyonla karakterizedir. Ayrica etkilenen alanlarda kanama ve obstriiksiyon

riski de vardir (14, 16).

2.2.1.2 Lokal Toksinlerle Hasar Olusumu

Duman igerisindeki toksinler ve serbest oksijen radikalleri, damar endotel
hiicrelerinden pro-inflamatuar olarak adlandirilan, histamin, platelet aktive edici
faktor (PAF) ve lokotrienB4 (LTB4) gibi kemotaktik ajanlarin salinimina yol
acarlar (28). Gaz degisiminin gercgeklestigi akciger parankimindeki kapiller
damar endoteli de duman inhalasyonundan etkilenir (14). Bu ajanlar ortama
polimorfoniikleer 16kositlerin gelmesine ve akut inflamatuar tabloya yol agarlar.
Sonugta mukoza hasari, bronsiyal daralma, kapiller permeabilite artis1, lenfatik
akim ve mukosilier aktivitede degisiklikler, siirfaktan salgilayan Tip2 pnomosit
hasari, havayolu tikanmasi ve atelektaziler meydana gelir. Bu olaylar zinciri,
birbirleri ile iliskili olup, akut solunum yetmezligine giden tabloyu hazirlar.
Semptomlar 24. saate ortaya c¢ikar ve ARDS tablosu gelisebilir. Daha ge¢
dénemde sekonder akciger enfeksiyonu da klinik tabloya eklenebilir (5). Ozet
olarak, akut solunum yetmezliginin gelisimine neden olan, hava yolu tikanmasi,
atelektazi ve pulmoner 6demin asil nedeni, duman iginde bulunan toksik

kimyasal ajanlardir (26).
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2.2.1.3 Sistemik Toksinlerle Hasar Olusumu

Yanma olay1 gerceklesirken havadaki oksijen miktar1 giderek azalir. Inhale
edilen havada oksijenin azalmasi, karbondioksitin artmasi hipoksi ile sonuglanir
ve akut donemde mortaliteyi 6nemli 6lgiide artirir (26). Solunan havadaki oksijen
oran1 (FiO, ) yanan madde ve ortama gore %13-15 oranina kadar diisebilir ve
%10’un altina inerse dumana maruz kalan kisilerde, dispne ve sersemlik meydana
getirir. %°5in altina inerse; mental konfiizyon, uykuya meyil, koma ve hatta
6liim meydana gelebilir (14).

Sistemik toksisite yoniinden iki gaz ¢ok Onemlidir; bunlar inkomplet yanmanin
tirtinleri olan karbonmonoksit (CO) ve siyanid (CN)’tir. Her iki maddenin
inhalasyonu da yiiksek mortalite ve morbidite riski tasir. Yanan binalarda her
yerde bulunan, goriinmeyen ve kokusuz bir gaz olan CO’nun, hemoglobine olan
afinitesi oksijene gore 200 kat fazladir. Karbonmonoksit maruziyeti sonrasi, CO
derhal hemoglobine baglanarak O, tasima kapasitesinde ileri derecede azalmaya,
oksihemoglobin disosiyasyon egrisinin es zamanli sola dogru kaymasina ve dolayisi
ile siddetli doku hipoksisine neden olur (15). Karboksihemoglobin (COHDb) seviyesi
%?20'yi gegince semptomlar ortaya ¢ikmaya baslar, %60'1 gecince de hayati risk
olusturur. Diisiik veya normal CO seviyesi, inhalasyon hasarmin varhigin1 ekarte
ettirmez. Hastalar, COHb seviyesi %0 olana kadar %100, O, almalidirlar (29).
Siyanid toksisitesi, hiicre i¢i solunumu bozar; siyanid sitokrom oksidaz enzimini
geri donlisimlii olarak inhibe eder ve doku anoksisine neden olur. Aerobik
glikolitik yol inhibisyonu sonucu metabolizma alternatif anaerobik yollara
yonlendirilir ve sonugta asit igerikli {riinler ortaya ¢ikar (30). Siyanid
intoksikasyonunda, hasar1 simirlamak i¢in bazi antidotlar kullanilabilir. Nitratlar
hemoglobin oksidasyonunu artirir ve methemoglobine ¢evirir, olusan
methemoglobin sitokrom oksidazla birlesirek siyanidin bu enzimi inhibe
etmesini onler. Sodyum tiyosiilfat, mitokondrial enzim rodenaz varliginda,
siyanidesiilfiir grubu tasiyarak tiyosiyanat olusturur ve tiyosiyanat idrarla atilir.
Diger yandan bir selat olan hidroksikobalamin siyanidle reaksiyona girip
siyanokobalamin olusturarak siyanidin toksik etkisini 6nler (31).

Sistemik toksinlerden etkilendigi diisiiniilen hastalarin degerlendirilmesinde

arteriyel kan gazi takibi 6nemlidir. Kan gazi 6rneklerinde parsiyel oksijen basincinda
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(PaO, ) disme ve metabolik asidoz oOnemli kriterlerdir. Karbonmonoksit
intoksikasyonunda rutin arteriyel kan gazi analizinde PaO, , oksijen satiirasyonu
(SatO, ) ve parsiyel karbondioksit basing (PaCO, ) seviyesi normal, hatta O,
uygulamasi yapilmis hastalarda PaO, seviyesi yiiksek bulunabilir. Bu nedenle
yaralanmadan hemen sonra Olgiillen kan COHb diizeyi, CO intoksikasyonunun
degerlendirilmesinde 6nemlidir. Yaralanmadan sonra tespit edilen COHb degerinin
%15’in tizerinde olmasi CO intoksikasyonu tanisini1 koydurur. Oda havasinda CO’in
yartlanma Omrii, 240-250 dakika iken, %100 O, tedavisi ile bu siire 40-60
dakikaya dustiriilebilir. Ayrica hiperbarik oksijen tedavisi ile ndrolojik hasarin
azaldig1 gosterilmistir (32). Karbonmonoksit eliminasyonunun diger bir yolu da
entiibe hastalara mekanik hiperventilasyon yaptirilarak respiratuar alkaloz
olusturmaktir. Hiperventilasyon, COHb yarilanma siiresini de kisaltarak

intoksikasyonun zararli etkilerini azaltir (33, 34).

2.2.2 Duman inhalasyon Hasarim Etkileyen Faktorler

Duman inhalasyonu sonrasi solunum sisteminde ortaya ¢ikan hasarin siddeti, dumana
ve hasara ugrayan organizmaya ait bazi faktorlere gore degisir. Bunlar:

1) Duman igerigi

Gaz: Karbonmonoksit, siyanit, asit ve aldehitleri igerir. Oksidanlar da gaz fazinda
bulunur. Siyanit ve CO sistemik toksisite yaparken; asit, aldehit ve oksidanlar daha
cok lokal hava yolu hasar1 meydana getirir.

Partikiil: Dumanin igerdigi partikiillerin olusturdugu hasar, partikiil biiytikliigline ve
hastanin nefes alma O6zelligine baglidir. Yanan materyalin tiirline gore partikiil
biyiikligi 0,1-15um arasinda degismekle birlikte ortalama 3—5um’dir. Bes um’nin
tizerindeki partikiiller nazofarenkste tutulur ve distale gegisleri onlenir. Daha kiigiik
partikiiller ise alveollere kadar ulasabilir.

2) Dumana maruziyet siiresi ve solunan duman miktari

3) Akcigerlerin hasar 6ncesi durumu

Baslangigtaki ve ge¢ donemdeki hasarin derecesi ¢ogunlukla akcigerin hasar
oncesi durumu ile iliskilidir. Akcigerde kronik degisiklikleri olanlar (sigara
igicileri, kronik obstriiktif akciger hastaligi olanlarvb.), saglikli akcigeri olanlara

oranla duman hasarina daha duyarlidir.
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2.2.3 Duman inhalasyonu Diisiiniilen Hastalarin Degerlendirilmesi ve Tedavisi

2.2.3.1 Hastalarin Degerlendirilmesi

Tim kapali ortam yanikli hastalarda duman inhalasyon hasarindan
siiphelenilmelidir. Yiiz yamigi, oral mukoza ve burun killarinin yanmis olmasi,
kurumlu balgam, wheezing ve oskiiltasyonda ral alinmasi, inhalasyon hasarii
digiindiiren ilk bulgulardir. Yine kapali ortam yanigi olan bir hastada biling
bulanikliginin olmasi karbonmonoksit intoksikasyonunu akla getirmelidir ve aksi
ispatlanana kadar duman inhalasyon hasarimin varligi kabul edilmelidir. Birgok
tan1 yontemi inhalasyon hasarmin degerlendirilmesineé yardimci olmaktadir.
Akciger grafisi duman inhalasyonu siiphesi olan hastalarin degerlendirilmesinde
erken donemde tani i¢in degil, takip i¢in degerli bir tetkiktir. Erken donemde,
hatta yedinci giine kadar, duman inhalasyon hasar1 olsa dahi akciger grafileri
normal olabilir. Normal akciger grafisi akut inhalasyon yaralanmasi olmadigin
gostermez; ancak erken donemde infiltrasyonlarin goriilmesi siddetli inhalasyon
hasarinin kanitidir ve prognozun daha koétii olacaginin isareti kabul edilebilir.
Akciger grafisi subakut ve kronik donemde ortaya ¢ikan infiltrasyonlarin ve
sekonder akciger enfeksiyonlarinin degerlendirilmesinde ve takibinde yararlidir
14).

Ust solunum yollarinin degerlendirilmesinde fiberoptik bronkoskopi standart bir
yontem olarak kabul edilmektedir. Siipheli inhalasyon yaralanmasi sonrasinda ilk
18-24 saatte yapilan bronkoskopik degerlendirmede trakeobronsiyal sistemde
eritem, hiperemi, 6dem, mukoza nekrozu, kurumlu balgam gibi bulgularin
saptanmasi inhalasyon yaralanmasi tanisi lehinedir.

Alt hava yollarinin degerlendirilebilmesi amaci ile Xel33 akciger ventilasyon
sintigrafisi  ve solunum fonksiyon testleri kullanilabilir.  Sintigrafide
havalanmayan akciger alanlari tespit edilebilir. Solunum fonksiyon testinde zorlu
vital kapasitenin diismesi, alt havayollar1 hasarinin degerlendirilmesinde
onemlidir (27). Bu bulgularin goriilmesinden saatler sonra pulmoner 6dem ortaya
¢ikar (9).

Solunum fonksiyon testleri meydana gelen hasarin fizyopatolojisini ortaya
koymas1 yoniinden yararli olabilir. Tekrarlanan testler akciger kapasitesindeki

azalmay1 ve havayollarindaki obstriiksiyonu ortaya koyar. Ancak agri, zayif
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hasta kooperasyonu, kas gii¢siizliigii, hastaya uygulanan sedatif ilaglar gibi
birgok faktor bu testlerin uygulanmasini giiglestirir (5).

2.2.3.2 Tedavi

Tedavi algoritmasi tabloda goriilmektedir (Tablo 3).

Tablo 3: inhalasyon hasar1 tedavi algoritmasi

Problem Tedavi

Hipoksi O, destegi

Solunum fizyoterapisi, nazotrakeal
Bronkore, bol sekresyon

aspirasyon
Yogun sekresyon Humidifikasyon, nazotrakeal aspirasyon
Wheezing Tanisal bronkoskopi
Bronkospazm Nebiilize beta-agonist

2.2.3.2.1 Havayolu

Inhalasyon hasar1 yonetiminde ilk 6nce daima havayolu agikligi ve ventilasyon
yeterliligi degerlendirilir. Kaza yerinde entiibasyon gerekebilir. Oksijen erken
tedavinin 6nemli bir bilesenidir. Karbonmonoksitin hemoglobine yiiksek afinitesi
nedeni ile yiiksek PO, degerleri, COHb yar1 6mriinii kisaltarak oksijenasyonu artirir
(15).

Akut st hava yolu obstriiksiyonu, hastaneye yatirilan inhalasyon hasarli yanik
magdurlarinin yaklasik 1/5 ile 1/3%iin de olusur. Hafif farengeal 6demden asfiksi ile
tam st hava yolu obstriiksiyonuna hizla ilerleme olasiligi nedeni ile ciddi bir
tehlikedir. Ust havayolu obstriiksiyonundan siiphelenildiginde, endotrakeal
entiibasyon yapmalidir (15).

CO zehirlenmesi varsa, tedavi i¢in ilk olarak, yiiksek konsantrasyonda

nemlendirilmis O, ile CO’nun elimine edilmesine odaklaniimalidir. Alveoler

hipoventilasyon varsa mekanik ventilator gereklidir. Kii¢iik hava yollarmin
premature kapanmasiyla olusan bronsiyolit ve alveolitten kaynaklanan hipoksemi

nedeni ile de O, uygulanmasi 6nemlidir (16).
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2.2.3.2.2 Bronsiyal Hijyen Terapisi

Hava yolunu temizleme yontemleri, duman inhalasyonlu hastalarin solunumsal
yonetiminin temel bir komponentidir. Bronsiyal hijyen terapisi bu amaci
gerceklestirmek amaciyla tanimlanan bir¢ok modalite i¢in kullanilan bir terimdir.
Terapotik Okstiriik, gogiis fizyoterapisi, erken ambulasyon, havayolu aspirasyonu,
terapotik bronkoskopi ve farmakolojik ajanlar, retansiyone sekresyonlarin c¢ikar-

tilmasinda etkilidir (35).

2.2.3.2.3. Terapotik Oksiiriik

Oksiiriik reflex veya istemli olarak yapilabilir. Oksiiriik mekanizmalariin yetmezligi,
agr1, ilaglar veya artifisyel hava yolu nedeni ile olabilir. Bu olustugunda, istemli
oksiirtigli iyilestirme ve havayolu temizligine yardimci olmada kullanilabilecek
tekniklerin uygulanmasi siklikla zorunludur. Oksiirme ve derin soluma,

sekresyonlarin ¢ikartilmasina yardim i¢in her 1-2 saatte bir tesvik edilir (15).

2.2.3.2.4 Gogiis Fizyoterapisi

Gogiis perkiisyon ve vibrasyonuyla ve yergekimi yardimiyla brongiyal drenajin
saglanmasidir. Calismalar, tekniklerin kombinasyonunun sekresyon cikartilmasinda
etkili oldugunu gostermistir. Entiibe hastalarda, postiiral drenajla hafif endotrakeal
aspirasyon, pulmoner temizligi kolaylastirmak i¢in yapilmalidir. Ancak
Trendelenburg pozisyonu verilmesi ve diger cesitli pozisyonlar akut olarak
hipoksemiyi arttirabilir. Yogun bakim iinitelerinde, sekresyonlarin mobilize edilmesi
icin her 2 saatte bir hastalarin sag yan ve sol yan pozisyona getirilmesi ayn1 amaci

saglar (15, 16).

2.2.3.2.5 Hava Yolu Aspirasyonu

Trakeobrongiyal aspirasyon, hava yolunu temizlemenin bir diger metodudur.
Nazotrakeal aspirasyon, hastanin spontan oksiirligii veya daha az invaziv islemlerle
cikarilamayan, trakeada biriken sekresyonlar ve diger yabanci materyallerin ¢ikar-
tilmasim1  igerir. Hasta re-oksijene edilmeden, 15 saniyeden fazla aspire
edilmemelidir. Aspirasyon potansiyel olarak tehlikesiz degildir. Komplikasyonlar,

kanama ile nazotrakeal mukozanin irritasyonu, PO,’de ani diisme, vagal stimiilasyon

ve bradikardiyi igerir (15).
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2.2.3.2.6 Terapotik Bronkoskopi

Tiim diger teknikler sekresyonlarin ¢ikartilmasinda yetersiz kaldigi zaman, fiberoptik
bronkoskopinin  yararli oldugu gosterilmistir. Taniya yonelik fonksiyonlarina
ilaveten, bronkoskopi 6nemli bir terapdtik uygulamadir. Daha konservatif metotlar
basarisiz kaldiginda inhalasyon hasarli hastalarda karsilagilan bol sekresyon,
tekrarlanan bronkoskopik islemleri gerektirebilir (15).

2.2.3.2.7 Erken Ambulasyon

Erken ambulasyon, solunumsal komplikasyonlar1 Onlemenin bir diger etKili
yontemini olusturur. Analjeziklerin uygun kullanimi ile ventilatér destegi devam
eden hastalar yatak disina bile alinabilir ve sandalyeye yerlestirilebilir. Oturma
pozisyonu birgok faydaya sahiptir; hasta normal olarak hiperventile olan akciger
bolgeleri ile soluyabilir, kas gerginligi ve toniisii korunur, kontraksiyonlar korunur ve

egzersiz toleransi devam eder (15).

2.2.3.2.2 Tlave Farmakolojik Tedaviler

2.2.3.2.2.1 Bronkodilatorler

Baz1 olgularda faydalidir. Hava yollarinin inhalasyon hasarinda, “wheezing” ve
bronkospazm yapan kimyasallar, trakeobronsit olusturabilirler. Bu, o6zellikle eslik
eden reaktif hava yolu hastaligi olanlarda (astim, kistik fibrozis, sigara i¢imi gibi)
daha dikkat ¢ekici olabilir. Bronkospazmin tedavisinde kullanilan ¢ogu ilacin,
bronsiyal kas toniisiinii kontrol eden biyokimyasal mekanizmalar1 aktive ettigine
inanilir. Aerosolize sempatomimetikler iki yolla etkilidir; bronsiyal kas gevsemesini
saglarlar ve mukosiliyer temizlenmeyi uyarirlar. Daha yeni bronkodilatorler, daha
etkilidir ve eski jenerasyon ilaglardan daha az yan etkiye sahiptirler (15, 16).
Albuteroliin devamli nebiilizasyonu, kombine yanik ve duman inhalasyon hasari
modelinde, hava yolu temizligini saglayarak ve sivi degisimini azaltarak pulmoner
fonksiyonlart iyilestirir (36).

2.2.3.2.2.2 Kortikosteroidler ve Antibiyotikler

Kortikosteroidler ve antibiyotikler, duman inhalasyonunu takiben akciger ile iligkili
morbidite ve mortaliteyi degistirmez. Yanik magdurlarinda uzun sure kullanimi
enfeksiyona yatkinligi arttirir. Ayrica giincel bilgiler, profilaktik antibiyotik

kullanimimi desteklememektedir ve sadece direngli organizmalarla enfeksiyona
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predispozisyon olusturabilirler. Steroidler, yalnizca refrakter bronkospazm veya
sekresyonlar bulundugunda endike olabilir.

2.2.3.2.2.3 Rasemik Epinefrin

Aerosol yontemi ile topikal vazokonstriiktor, bronkodilatér ve mukolitik olarak
kullanilir. Kalpatimi agir1 artmadikga her 2-4 saatte bir uygulanir (15).

2.2.3.2.2.4 inhaler N-asetilsistein

Kuvvetli bir mukolitik ajandir. Ayn1 zamanda solunum yolu igin bir irritandir.
Mukozal degisikliklere neden olabilir. Bu nedenle, hastalar bronkospazm bulgulari
icin degerlendirilir ve gerekliyse bir bronkodilator ilave edilebilir (15).

2.2.3.2.2.5 Heparin/N-asetilsistein Kombinasyonu

Dumandaki kimyasallarla direkt olarak veya arasidonik kaskaddaki iirtinlerin biri
veya birkaciyla alveoler makrofajlar aktive oldugu zaman iiretilen serbest oksijen
radikallerinin temizlenmesinde yararlidir. Desai ve ark.nin retrospektif ¢alismasinda,
inhalasyon hasarli ¢ocuk hastalarda heparin/N-asetilsistein kullaniminin, atelektazi
insidansi, reentiibasyon ve mortalite oranlarin1 azalttigi gosterilmistir (37). Bobrek
yetmezligi veya hipovolemik soka bagli 6liimler bile goriilebilir (38, 39).

2.2.3.2.2.6 Mekanik Ventilasyon

Inhalasyon hasar1 yonetiminde Kkonservatif yaklasimlar, entiibasyon ve pozitif
basingli ventilasyondan kaginma da Onemlidir. Ventilatdr destegi zorunluysa
kontrollii hiperkapni ve sinirda yeterli oksijen diizeyi ile baro ve voliim travmadan
korunma tercih edilebilir.

Gegen 40 yilda, 6zellikle son 10 yil boyunca, duman inhalasyonlu hastalarin tedavisi
icin alternatif olarak bulunan yeni ventilator modlarinda artis vardir. Maalesef,
klinisyenler i¢in mevcut seceneklerin sayisi artiyor gibi goriinse de, her bir
ventilasyon modunun spesifik roliinii tanimlayan yeterli kontrollii ¢alismalar ve
ventilasyon modlarinin karsilagtirmali ¢alismalar1 heniiz mevcut degildir. Prensip

olarak kabul edilebilir bir oksijen satiirasyonu hedeflenmelidir.

2.2.3.2.2.7 Siv1 Resiisitasyonu
Inhalasyon hasarmin ydnetiminde, eriskinlerde 30-50 mL/saat, 30kg ve daha diisiik
agirlikli cocuklarda saatte 0,5-1,0 mL/kg idrar ¢ikisi, hastaya uygulanan uygun sivi

resiisitasyonunun en iyi gostergesidir(40).
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2.3 AKUT AKCIGER HASARI VE AKCIGER INFLAMASYONU

Akut akciger hasari, hipoksemiye, kompliyans kaybina ve pulmoner 6deme neden
olan siddetli bir hasar olarak tanimlanir. Bazi durumlarda ARDS'ye ve ¢oklu organ
yetmezligine ilerler ve hastalarin % 30 45'inde 6limle sonuglanir (41). Pnémoni,
major cerrahi, sistemik enfeksiyon ve inhalasyon hasar gibi ¢esitli nedenlere bagli
olarak akut akciger hasar1 gelisebilir. Nedeni ne olursa olsun patofizyolojik
mekanizma benzerdir. Siddetli akciger inflamasyonu, nétrofil ve makrofajlarin
alveolar alana yayilmasina neden olur, bu da IL-6, IL-1p, IL-8 ve TNF-o gibi pro-
inflamatuar sitokinlerin tiretimi ile birlikte, endotelyal ve epitelyal akciger
tabakalarina zarar verir (42). Bu inflamatuar ortam reaktif oksijen radikallerinin
iretimini arttirir, akcigerin bariyer fonksiyonu bozar, vaskiiler gegirgenlik ve 6dem

artar. Bu durum uzarsa pulmoner fibrozis ile sonuglanabilir (Sekil 8).

Sekil 8: Akciger inflamasyonunda mezenkimal kok hiicrelerin etki mekanizmasi

2.4 KOK HUCRELER

Kok hiicre, bir canlinin viicudunda boliinmeye devam ederek kendini yenileyebilen

ve bu sayede farklilasmis hiicreler olusturabilen hiicrelerdir. ilk kok hiicre izolasyonu
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Evans ve ark. tarafindan 1981 yilinda gergeklestrildi (43). Kendi kendini
yenileyebilen hiicrelerin varhigr ilk kez 1950°1i yillarin baslarinda gosterilmis
olmakla beraber kok hiicre tanimi bugiinkii anlayisimiza 1961 yilinda Till ve ark’in
irradiye edilmis farelere sinjeneik tiirden kemik iligi verdigi zaman fare dalaklar
iizerinde olusan kolonileri tanimlamalar1 ile gelmistir. Irradiye edildikten sonra
sinjeneik kemik iligi nakli yapilan farelerin dalaklarinda mikroskobik olarak
belirlenmis eritroid, miyeloid ve megakaryositik serilere farklilasabilen kolonilerin
varliginin gosterilmesi, bu kolonilerin multipotansiyel kok hiicreyi ifade edebilecegi
goriisiinden hareketle bu kolonilere Colony-Forming-UnitSpleen (CFU-S) adi
verilerek multipotansiyel kok hiicrenin tanimi yapilmistir (44). Viicutta yenilenmesi
gereken dokulardan aldiklar1 sinyallere gore genler ve dis uyarilar araciligiyla farklh
hiicre tiplerine doniisebilirler (45). Viicudumuzdaki herhangi bir hiicre grubunda
olim ya da hasar meydana gelince kok hiicreler hangi hiicreye ihtiyag varsa o
hiicreye dontisiirler. Kok hiicrelerin bu yetenekleri hiicre hasarlarina bagli gelisen
Alzheimer, Tip 1 Diabetes Mellitus, Multiple Skleroz (MS), Amyotrofik Lateral
Skleroz (ALS) gibi hastaliklarin tedavileri konusunda umut verici olmus ve kok
hiicre tedavileri konusundaki ilgiyi arttirmistir. Kok hiicreler, mezenkimal ve
embriyonel olarak 2 gruba ayrilir. Mezenkimal kok hiicreler (MKH), eriskin kok
hiicre tipidir. Stromal kokenli olmalart nedeni ile genel anlamda “destek hiicresi”
ozelligi tasimalari, MKH’lerin tibbin bir¢ok alaninda kullanim potansiyeli
tasimasinin temelini olusturmaktadir. Bircok dokudan elde edilebilen, sayica
cogaltilmaya elverigli dayanikli hiicrelerdir. Salgiladiklar1 ¢oziiniir faktorler, hiicreler
arast veya hiicre dis1 matriks ile yakin iligki halinde bulunmalar1 nedeni ile i¢inde
bulunduklar1 dokuya 6zel hiicrelerin fonksiyonlarina 6nemli katki saglarlar (6) (Sekil
9).
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1. Sinyal faktorlerinin salgilanmasi

Hedef hiicreler

3.Hiicresel baglanti
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4. Eksozomlar / U
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edef hiicre Q) Konneksin-43

Alveoli f} Mitokondri

Sekil 9: Mezenkimal kok hiicrelerin etki mekanizmalari(MKH: mezenkimal kok

hiicre, ECM: ektraselliiler matriks)

Mezenkimal kok hiicrelerin temel kaynaklari kemik iligi ve adipoz dokulardir.
Yapilan son calismalarda kemik iliginden elde edilen kok hiicreler ile yag
dokusundan elde edilen kok hiicrelerin farklilagma kapasitelerinde fark olmadigi
gosterilmistir (46-48).

Dokuya 0Ozgiin kok hiicrelerin, kaynak dokudan daha farkli bir hiicre tipine
farklilagabilme yetenegine ‘“eriskin kok hiicre plastisitesi” denilmektedir. 1983
yilinda Sale ve ark tarafindan allojenik hematopoetik kok hiicre nakli sonrasi, yaygin
akciger ossifikasyonlarin bagli olarak solunum yetmezliginin tespiti iizerine invivo
plastisite kavraminin ilk diisiinceleri dogmustur (49). Sonraki yillarda, basta kemik
iliginde bulunan kok hiicrelerin in vitro ve in vivo kosullarda yalnizca
kaynaklandiklari doku ve organlarin hiicrelerini degil viicudun diger islevsel
hiicrelerine de doniisebildiklerini (plastisite) gosteren raporlar yaymlanmistir (50-52)
(Sekil 10).
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Sekil 10: Kemik iligi kok hiicrelerinin farklilagsma {irtinleri

Bjornson ve ark. beyin kok hiicrelerinin kan hiicreleri ve iskelet kas hiicrelerine

doniisebildigini gostermistir (52).

2.4.1 Kok Hiicrelerin Siniflandirilmasi

Kok hiicreler bulunduklar1 dokuya goére embriyonik kok hiicreler ve eriskin kok
hiicreler olmak tizere iki gruba ayrilirlar. Farklanma potansiyellerine goére kok
hiicreler totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent kok hiicreler olarak

siiflandirilirlar. Bu siniflandirma kok hiicrelerin farklilasma yeteneklerine goredir
(Tablo 4) (53).
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Tablo 4: Kok hiicrelerin farklilagsma yeteneklerine gore siniflandirilmasi

] Tek basina tiim organizmay1 meydana getirebilecek genetik bilgiye ve

Totipotent _ )
yetenege sahip hiicrelerdir.

) Blastokist agamasini takiben ¢ok genis hiicre gruplarini olusturabilen

Pluripotent
hiicrelerdir.

] Farkli organ sistemlerinde, farkli doku tiplerine doniisebilme yetenegi

Multipotent
olan hiicrelerdir.

Totipotent Hiicre: Sperm ile yumurta birlestiginde olusan hiicre (zigot) tek basina
tiim organizmaylr meydana getirebilecek genetik bilgiye ve gilice sahiptir. Bu
hiicrelere her seye doniisebilen anlamina gelen totipotent hiicre denir. Dollenmeden
sonraki ilk 4 giin iginde olusan hiicrelerin her biri totipotent hiicredir ve her bir hiicre
ayr1 bir organizmay1 olusturabilir.

Pluripotent Hiicre: Doéllenmeden sonraki 5. gilinden itibaren meydana gelen
hiicreler blastokist adi verilen kiiresel bir sekil alir. Bu kiirenin i¢indeki hiicreler
viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilecek potansiyele sahip olmalarina ragmen, artik tek
baslarina tiim organizmayi olusturacak giice sahip degillerdir. Iste bu tiir hiicrelere
pluripotent hiicre denir.

Multipotent Hiicre: Birbirine yakin hiicre gruplarini olusturabilen kok hiicrelerdir.
Kan kok hiicreleri, kemik iliginde bulunur ve gerektiginde beyaz kan hiicrelerine,

kirmizi kan hiicrelerine ve trombositlere doniisebilir (53) (Sekil 11)

Déllenmi
Totipotent kisk hiicre O ; ¥

Yumurta

/—‘ o Embriyonik
Embriyonik o / l Kok Hiicre

Pluripotent kik hiicre

Kok Hiicre

Hematopoietik kik hiicre /ﬂ _
Hematopoetik
@ - @ Kok Hiicre
Hematopoetik

Kok Hiicre / \

Olgun kan ve immiin
....... hucreleri

Kan Hiicresi Immiin Slstem Hiicresi

RN

T-Hiicresi B-Hiicresi

¢ —

Kirmiz: Kiire

Sekil 11: Kok hiicrelerin farklilasma 6zelliklerine gore siniflandirilmast
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2.4.1.1 Embriyonik Kok Hiicreler

Viicuttaki tim hiicrelere dontisebilecek potansiyele sahip ilk embriyonel hiicre
“totipotent” 6zelliktedir. Bu hiicreler smirsiz farklilasma yetenegine sahip olan kok
hiicrelerdir. Erken embriyonel donemde 4 hiicreden 8 hiicreye kadar olan tiim
blastomerler totipotenttir. Fertilizasyonun yaklagik 5. giinlinde bu hiicreler
“blastokist” denilen i¢i bosluklu hiicre topluluklarina doniisiirler. Blastokistin i¢
hiicre kitlesindeki  hiicrelerin  (embriyoblastlar), endoderm, ektoderm ve
mezodermden koken alan yaklasik 250 hiicre tipine farklilasabildikleri gosterilmistir.
Pluripotent 6zellikteki insan embriyonel kok hiicreleri blastokistin i¢ hiicre
kitlesinden elde edilirler. Embriyonel kok hiicreler yiiksek seviyede telomeraz
aktivitesine sahiptirler ve hiicre replikasyonu ile aktivasyonda azalma gostermezler,
bu nedenle sinirsiz proliferasyon kapasitesine sahiptirler. Kok hiicreler embriyonun
govdesi disina ¢ikarildiklarinda deneysel yolla farklhilagmalart ve dokulardaki
hiicrelere benzer hiicrelere doniisebildikleri gosterilmistir (Sekil 12). Ancak yiiksek
telomeraz enzimi etkinligi sonucunda kontrolsiiz ¢ogalma ile tiimor hiicresine

doniisme olasilig1 da yiiksektir.

_ Pluripotent Kok Hiicreler

(_ Totipotent

invivo dollenmis
yumuria

8 hiscreli embriyo .

. 174
Kittiire edilmis // Pruripshnt Blostokist
ayrismamis 1
kok huareler | @9‘ ‘
Sy
\? A:‘ﬂ\
| i { ' «,'w A
Va %
G Kan Hijcreleri

Sinir Hicreleri

Kalp Kost Hiicreleri

Sekil 12: Embriyonik kok hiicrenin diger hiicre tiplerine farklilasmasi
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Fetal hayatin ilerleyen donemlerinde hiicreler daha 6zel gorevlere sahip olup eriskin
tip kok hiicrelere doniisiirler. Bu eriskin kok hiicreleri tipik olarak yer aldiklari
dokunun hiicre tiplerini iiretirler. Insan embriyonik kok hiicreleri ilk defa 1998
yilinda James Thompson ve ark tarafindan tretilmistir (54). Doku tamiri ve
Parkinson, Alzheimer, kalp yetmezligi gibi bircok hastaligin tedavilerinde etkili
olabilecek embriyonel kok hiicre kullanimi beraberinde etik ve medikolegal

tartigmalar getirmistir.

2.4.1.2 Eriskin Kok Hiicreler

Eriskin kok hiicreler, kemik iligi veya beyin gibi differansiye olmus dokulardaki
farklilasmamis kok hiicrelerdir. Organizmanin hayati boyunca, kendilerini
yenileyebilir, kopyalayabilir ve ilgili dokuya ait bir hiicreye doniisebilirler. Eriskin
kok hiicreler embriyonik kok hiicreler kadar farklilagsma kapasitesine sahip olmasalar
da pluripotent Ozelliktedirler. Bu hiicreler koken aldiklart dokulardan bagimsiz
olarak mezodermal, ektodermal ve endodermal farklilasma gosterebilmektedirler
(55).

Yetigkinde kok hiicreler kemik iligi, yag doku, beyin, bagirsak gibi ¢esitli organ ve
dokularda bulunurlar (Tablo 5)(55). Kok hiicrelerde bulunmasi gereken iki temel
ozellik vardir. Birincisi simetrik boliinme ile kendisini yenileyebilmeli, ikincisi ise
gerektiginde baska hiicreye/hiicrelere doniisebilmelidir. Boylece kok hiicre eksik
dokuyu tamamlar iken bir yandan da kendi yedegini de meydana getirir. Cesitli
sinyallerle 6zellesen kok hiicreler farkli bir hiicreye doniistiiginde pluripotentlik

ozelligini kaybeder.
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Tablo 5: Kok hiicre kaynaklari ve olusturduklari hiicreler

K&k Hiicre Kaynak Uretilen

Hematopoetik Kemik iligi Kan, endotel, hepatosit, kas hiicreleri

. Noronlar, astrositler,
Noral Beyin . . .
oligodendrositler, kanhiicreleri

Epitelyal Bagirsak, epidermis Epitelyal katlardaki tiim hiicreler

Kemik, kikirdak, tendon, kas, ilik
Kemik iligi, yag,

Mezenkimal stromasi, noral hiicreler, endotelyal
kikirdak
hiicreler

Primordial germ
Embriyonik hiicreleri, blastokist Biitiin hiicreler

hiicreleri

Eriskin kok hiicreler ile ilgili ilk ¢alismalar hematopoetik kok hiicreler ile
yaptlmistir. Ernest A. McCulloch ve James E. Tillilkkez 1960’larda kemik iligi
hiicrelerinin klonal 6zelligini ortaya ¢ikarmiglardir (56). Friedenstein ve ark. 1976
yilinda, MKH’lerin kendini yenileyebildigini, degisik bag doku elemanlarina
farklilagabilecegini ve fibroblastlara benzer yapilart oldugunu gostermislerdir (57).
Malign ve malign olmayan hastaliklarin tedavilerinde 1976 yilindan giiniimiize kok

hiicre naklinde erigkin tiirde hematopoetik kok hiicreler kullanilmaktadir.

2.4.1.3 Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler, eriskin tip kok hiicre grubuna dahildir. Stromal kokenli
olmalar1 nedeni ile genel anlamda “destek hiicresi” ozelligi tasirlar. Bu sebepten
MKH’ler tibbin birgok alaninda kullanim potansiyeli bulunmaktadir. Kemik iligi,
yag dokusu ve kikirdak gibi bir cok dokudan elde edilebilen, sayica ¢ogaltilmaya
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elverisli dayanikli hiicrelerdir. Salgiladiklar1 ¢oziinilir faktorler, hiicrelerarasi veya
hiicre dis1 matriks ile yakin iligki halinde bulunmalar1 nedeni ile iginde bulunduklari
dokuya 6zel hiicrelerin fonksiyonlarini diizenleyici etkilere sahiptirler (58).

Multipotent 6zellikleri MKH’ler ile yag, kemik, kikirdak, kas, tendon, ligament
hiicrelerine farklilasabilirler (Sekil 13). Kemik iliginden elde edilen stromal
hiicrelerin kiiltiir kabina yapigsma 6zelliklerine gére hematopoetik hiicrelerden ayrimi
ile 1960’11 yillarda MKH dénemi baslamistir (59). Friedenstein, fetal buzagi serumu
iceren kemik iligi kiiltiirliniin ortama yayilmasi sonrasinda, 1982 yilinda MKH’lerin
kemik hiicreleri, adipositler ve fibroblastlara benzeyen yapiskan hiicre kolonilerine

doniistiiglinii gostermistir (60).

MEZENGENIK SUREC
’
Gj Mezenkimal Kok Hiicre (MKH)
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Sekil 13: Mezenkimal diferansiasvon

Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Birligi (The International Society for Cellular
Therapy; ISCT) yayimnladigi kilavuzda, MKH’lerin tanimlanmasi igin 3
kriter 6nermistir;
1) Plastik hiicre kiiltiir kabina yapisabilme 6zelligi,
2) In vitro kosullarda adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasabilme,
3) CD 73, CD90 ve CD105 belirteglerini %95in iizerinde ve CD14, CD34,
CD45 ve HLA-DR belirteglerini %2’den az oranda eksprese etmeleri.

Mezenkimal kok hiicrelerin hayvanlarda ve insanlarda lenfositlerin ¢ogalmasini
engelleyerek bagisiklik yanitlarii diizenleyici etkileri oldugu bildirilmistir. Human
Leukocyte Antigen (HLA) o6zdes hematopoetik kok hiicrelerle birlikte
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nakledildiklerinde akut ve kronik Graft Versus Host Disease'in (GVHD) azalmasina
neden olmuslardir. Son yillarda, otolog olarak farkli kaynaklardan elde edilen
MKH’ler kullanilarak kemik, kikirdak ve kornea gibi ti¢ boyutlu doku
pargaciklarinin iretilmesi gergeklestirilmis ve bu iretilen doku pargaciklarinin
(6zellikle kemik ve kikirdak) klinik denemeler kapsaminda insanlarda

uygulanmasina baglanmistir (61,62).

2.4.1.3.1 Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklari

Kok hiicre elde edilmesi icin ana kaynak sayilan kemik iligi gliniimiizde yerini
adipoz dokuya birakmaktadir. insanda ilk kez 2001 yilinda Zuk ve ark. tarafindan
ayrigtirilarak tanimlanan adiposit kokenli kok hiicre (AKKH), diger yetiskin kok
hiicre kaynaklariyla karsilastirildiginda diistik verici morbiditesi ve yiiksek oranda
elde edilebilme &zellikleri nedeni ile doku miihendisligi uygulamalart i¢in uygun
hiicre kaynagi olarak goriilmektedir (63).

Kemik iligi ve adipoz doku disinda bir¢ok dokudan da MKH izole edilebilmektedir
(63). Kemik/periost, kas dokusu, dis pulpasi ve maksillofasial dokular, karaciger,
lipoaspirasyon materyalleri, kordon kani, kordon stromasi, plasenta, amniyon sivisi,
sinovial sivi, hatta periferik kandan da adezyon o6zellikleri nedeni ile ayristirilarak

cogaltilabilmeleri miimkiindiir (Tablo 6).

Tablo 6: Yetiskinde mezenkimal kok hiicre kaynaklarina drnekler

o Adiposit, astrosit, ndron, kardiyomiyosit, kondrosit,osteoblast,kas,
Kemik iligi ) ) o
hepatosit, endotel hiicresi, stroma hiicresi (fibroblast)
Kas dokusu Adiposit, endotel hiicresi, néron, kondrosit, 0steosit
Spongioz kemik Adiposit, kondrosit, osteoblast
Dermis Adiposit, kondrosit, kas, osteoblast
) Kondrosit, kas, osteoblast, stroma hiicresi (fibroblast), endotel
Adipoz doku )
hiicresi
Periosteum Kondrosit, osteoblast
Perisit Kondrosit, osteoblast
Periferik kan Adiposit, fibroblast, osteoblast, osteoklast
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Mezenkimal kok hiicrelerin, fibroblastoid morfoloji  gdsterme, ¢ok yonlii
farklilasabilme ve bazi ylizey isaretleri tasimalar1 gibi 6zellikleri biiyiik Olgiide
benzerlik gosterir. Ancak farklilasma kapasitesi ve fonksiyonel 6zelliklerinde, koken
alman doku tipine gore bazi degisiklikler olabildigi de gosterilmistir. Bulunduklar
mikro cevreye ve organizmada ihtiyag duyulmasi haline bagli olarak, MKH’lerin
biyolojik ozellikleri ve fonksiyonlarinda ©Onemli degisiklikler oldugu da
gosterilmistir. Bununla iligkili olarak da spesifik bir dokunun onarimi ig¢in, o
bolgeden elde edilen kok hiicrelerin kullaniminin avantajlari olacagi giindeme

gelmistir (59).

2.4.1.3.1.1 Kemik iligi

Kemik iliginde hematopoetik kok hiicrelerden farkli olarak stromada multipotent
MKH bulunur (64). ilk kez 1966 yilinda Friedenstein tarafindan fibroblastlara
benzemelerinden dolayr fibroblast kolonize olusturucu iinite (CFU-F) olarak
tanimlanmis, mezenkimal kok hiicre ismini daha sonra almiglardir (65)

2.4.1.3.1.2 Amniyotik Sivi

Ekstraembriyonik kaynaklar i¢erisinde dogum o6ncesi kok hiicre elde edilebilen tek
kaynak amniyon sivisidir. Amniyon sivisi igerisinde fetal deri, gastrointestinal trakt
epiteli ve solunum yolu hiicreleri bulunmaktadir. Gebeligin ilerleyen haftalarina gore
stvinin hiicre kompozisyonunda degisiklikler olmaktadir (66). Amniyotik sividan kok
hiicre izolasyonu 2003 yilinda Anker ve ark. tarafindan tanimlanmistir (67).
2.4.1.3.1.3 Umblikal Kord

Umblikal kord konusunda yapilan kok hiicre ¢aligmalarinda ilk bulunan hiicreler
hematopoetik kok hiicrelerdir. Yapisal olarak embriyonik kok hiicre ile erigkin kok
hiicre arasinda bulunmaktadirlar. 2000 yilinda Erices A ve ark. tarafinca yapilan
caligmada umblikal kordun MKH agisindan zengin oldugu gosterilmistir (68). Kok
hiicre eldesi i¢in umblikal kordun kanindan faydalanildigi gibi Wharton jelinden de
kok hiicre elde etmek miimkiindiir (69).

2.4.1.3.1.4 Adipoz Doku

Adipoz doku ya da yag dokusu, adipositlerden olusmus olan gevsek bag dokusudur.
Adipoz dokunun yag formunda enerji depolama, viicudun destek ve izolasyonunu

saglama gibi gorevleri vardir. Erkeklerde viicut agirliginin %15-20’sini, kadinlarda
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ise viicut agirhiginin %20-25’ini yag dokusu olustumaktadir. Mezoderm kokenli olan
yag dokusunun bulundugu konum ve fonksiyonlarina gore birkag tipi bulunmaktadir.
Bunlar; beyaz, kahverengi, mekanik, kemik iligi ve meme yag dokusudur. Beyaz yag
dokusu hiicreleri, sitoplazmalarinin ortasinda tek bir yag damlacigi igerir. Viicuda
enerji kaynagi saglarlar ve leptin, adiponektin, lipokalin gibi adipokin faktorler
salgilayarak endokrin organ gorevi yaparlar. Adipositlerden ve adipoz stromal
hiicrelerden agiga ¢ikan proteinlerin otokrin, parakrin ve endokrin etkileri ile hem
lokal hem de sistemik etkileri oldugu gdsterilmistir. Adipositlerden sentezlenen
sitokinlerin  homeostaziste, immun cevapta, vazoregiilasyonda ve steroid
metabolizmasinda rol oynadigi bilinmektedir. Multilokiiler yag dokusu (kahverengi
yag dokusu) hiicrelerinin sitoplazmalarinda ise ¢ok sayida lipid damlacigi ve
kahverengi mitokondriyumlar mevcuttur (70). Kahverengi yag dokusu icerdigi
organelleri sayesinde termoregiilasyonu saglar. Beyaz adipoz doku yag: depolarken
kahverengi adipoz doku yag: yakar (71). Mekanik adipoz doku avug i¢i, goz ¢evresi
gibi Ozellesmis bolgelerde destek gorevi saglar. Memedeki adipoz doku laktasyon
sonrasinda meme glandlarina destek ve enerji saglarken kemik iligindeki adipoz
doku ise hematopoetik kok hiicre ve progenitdr hiicreler igin diizenleyici sinyaller
saglamaktadir. Zuk ve ark. tarafindan yapilan caligmada adipoz dokunun MKH
'lerden olduk¢a zengin oldugu gosterilmistir (63). Poznanski ve ark. tarafindan
yapilan ¢aligmada yag dokusunun kok hiicre bakimindan oldukga zengin bir doku
oldugu gosterilmistir (72). Ayrica adipoz doku santimetre kiip basina kemik iligine
gore 100 ile 1000 kat daha fazla pluripotent hiicre igermektedir (73-75).

Adipoz dokunun elde edilmesi cerrahi eksizyon veya liposuction ile yapilabilir.
Kullanilan liposuction teknigine bagl olarak alinan SVF’nin i¢inde %2-10 arasinda
adipoz kokenli kok hiicre bulunmaktadir. Toplanan dokulardan kok hiicreleri
ayristirmak i¢in tamimlanmis protokoller mevcuttur. Bu yontemlerde ortak olarak
kollajenaz veya tripsin gibi enzimler ile hiicreler arasi baglarin koparilmasi ve
santrifiij yontemi ile hiicreleri yogunluklarina gore ayirma hedeflenmektedir (76).
Adipoz kokenli kok hiicreler dogal siirecte olgun adipositlere donlisme
egilimindedirler, ancak dis etkenlerin degismesi durumunda farkli dokulara
dontigebilirler. Bu doniisim AKKH’lerin ylizey belirteclerinin aktivasyonu ile
gerceklesmektedir (77) (Tablo 7).
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Tablo 7: Adipoz kokenli kok hiicrelerin yiizey belirtecleri ve gorevleri

Yiizey Belirteci Gorevi

CD29 (beta-1-integrin) Anjiogenezis

Interseliiler adezyon molekiilii-1 (ICAM-1:CD54) Immunglobulin siiper gen ailesi

CD44 (Hyaluronatreseptdrii) Ekstraseliiler maktriks gelisimi

Immiin modiilasyon, azalmis
HLDR-, MHC class1+

rejeksiyon
CD105, CD73, CD90 pozitifligi CD45, CD34 ve Mezenkimal stromal
CD14 veya CD11b, CD79a veya CD19 negatifligi hiicrekriterleri

Multipotent yapidaki AKKH’ler askorbat, betagliserofosfat, deksametazon ve
vitamin D3 etkisinde osteojenik farklilasmaya ugramaktadir (78). Hepatosit biiyiime
faktorti ve fibroblast biiylime faktori ile uyarilmasi1 durumunda AKKH hepatositlere
dontisim gergeklesmekte ve kok hiicrelerin albumin ve diger fraksiyonlarda protein
tirettikleri gozlenmektedir (79). Huang ve ark. tarafindan 2004 yilinda yapilan
calismada TGFbl, askorbik asit ve insiilin ile kondrojenik farklilasma

olusturulmustur (80).

2.4.1.3.2 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Fenotipik Ozellikleri

Mezenkimal kok hiicreleri diger dokulardaki hiicrelerden ayiran karakteristik
ozellikleri bulunmaktadir. Plastik ve cam gibi yiizeylere kolayca tutunabilmeleri
MKH’lerin kiiltiir petri kaplarina yapismalarini kolaylastirmaktadir. Bu nedenle in
vitro kiiltirlerde izolasyonlari kolaylasmaktadir. Diigiikk yogunluktaki kemik iligi
mononiikleer hiicreleri ‘‘basalmedia’’olarak %10’luk fetal bovin serumunda(FBS)
2-3 giin bekletildiklerinde petri kabinin yiizeyinde kok hiicreler goriilmeye baslar.
Petri kabina tutunmamis olan hiicreler bu asamada uzaklastirilir ve hiicreler birlesip
bir tabaka olusturana kadar FBS eklenmeye devam edilir. Mezenkimal kok hiicreler
tripsin ile muamele edilip, daha ileri pasajlarla sayilart ¢ogaltildiktan sonra da
toplanabilirler.

Kemik iligindeki 1 milyon mononiikleer hiicreden 2-5 tanesi MKH’dir. Adipoz
dokuda ise cm?® basma kemik iligine gore 100 ile 1000 kat daha fazla pluripotent
hiicre bulunmaktadir (73-75). Mezenkimal kok hiicrelerin toplaminin yaklasik %10
kadar1 hiicre dongiisiiniin S, G2, M fazlarinda prolifere olurken, %90’1 GO/G1

fazinda beklerler. Yapilacak olan indiiksiyon ile daha fazla kok hiicrenin aktivasyonu
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miimkiin olabilmektedir. Aktive olan MKH’ler sitokin sentezleme o&zelligine
sahiptirler. Mikroskopik incelemede MKH’ler fibroblastoid, ¢ubuk seklinde
gozlenmektedir. Hiicreler, diisiik yogunluklarda kiiltiir ortaminda koloni olusturmaya
egilim gosterirler. Yiiksek hiicre yogunlugunda ise koloni olusturmak yerine yan

yana dizilmis hiicre gruplari halinde ¢ogalmaktadirlar (81).

2.4.1.3.3 Mezenkimal Kok Hiicreler ve Rejeneratif Tip

Rejeneratif tip, teknolojik gelismeler ile birlikte hizla 6nem kazanarak bir¢ok
arastirmaci Ve bilim adamu i¢in ilgi odagi haline gelmistir. Giinimiizde rejeneratif tip
alaninda hastalikli ve hasarli organlar yenileyici, kanser tedavisi hatta dliimsiizliik de
dahil olmak iizere bir¢ok konuda ¢alismalar yapilmaktadir. Rejeneratif tip temelinde
kok hiicre, bitylime faktorleri, hasar gormiis ve yaslanmis hiicrelerin onarilip yerine
yenilerinin  koyularak veya mevcut dokunun rejenerasyonunu saglayarak
fonksiyonlarimi iyilestirmeyi hedeflemektedir. Mezenkimal kok hiicrelerin 6zellikle
rejeneratif tip uygulamalari igin en ¢ok ilgi ¢eken 6zelligi bu hiicrelerin uygun mikro
cevre kosullarinda basta destek (bag dokusu) doku olmak {izere ¢ok cesitli hiicre
tiplerine farklilagabilme potansiyelinin gosterilmis olmasidir. Cesitli arastirmalar bu
hiicrelerin in vitro kosullarda uygun uyaranlar ile osteojenik, adipojenik,
kondrojenik, miyojenik farklilasma kapasitelerinin oldugunu ve hematopoetik stroma
olusturabildiklerini gostermistir (82). Mezenkimal kok hiicreler, in vitro ortamda
kolaylikla  farklilasmaya  yonlendirilebilmektedir.  Adipojenik,  osteojenik,
kondrojenik farklilasma 6zelliklerinin in vitro ortamda gosterilmesinin MKH
tanimlamasi igin sart oldugu bildirilmistir. Cesitli konsantrasyonlarda benzer veya
farkli uyaranlara maruz birakilarak giinler igerisinde ¢ok sayida hiicrenin farkl: tipte
hiicreye doniisiim gosterdigi ¢alismalarda gosterilmistir (72, 73).

Mezenkimal kok hiicrelerin karakter kazanabilmesi i¢in kok hiicrenin kaynaklandig:
dokudan uzaklastirilmasi, hazirlanmasi ve elde edilmesini takiben uygun sartlarda
kiltiire edilerek istenilen hiicre tiirtine farklilastirilmasi ve sadece farklilastiklar
tirdeki  hiicrelerin  ¢ogaltilmas1  gerekmektedir. Farklilagma ¢alismalarinda,
MKH’lerin hedeflenen farklilasmis hiicrelere doniistimiiniin ~ gergeklestigini
gostermek icin histokimyasal, immiinohistokimyasal veya immiinfloresan yontemler
kullanilir. Mezenkimal kok hiicrelerin, kendi dizinleri disindaki farkli hiicre
dizilerine de farklilagabilme niteligi, 6zellikle rejeneratif tip ile ilgili alanlarda ¢ok
ilgi uyandirmis, bu konuda ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Kok hiicre plastisitesi, bir
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hiicrenin koken aldiklar1 dokulardan farkli dokulara doniisebilme 6zelligini

tanimlamaktadir (83).

2.4.1.3.4 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Kullanimi

Kok hiicreler ile ilgili son yillarda ¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Hiicrelerin
yiiksek sayida ve kolay eclde edilebilmesi ve uygun in Vitro ve in vivo sartlarda
istenilen hiicre ve doku yapisina kolayca ve yiiksek oranda doniisebilmeleri
nedeniyle doku miihendisliginde sik¢a kullanilmaktadir. Son zamanlarda problemli
bolgelerde yeni damar oliusumunu arttirmak icin kok hiicre nakilleri
uygulanmaktadir (84). Endotelyal progenitoér hiicreler sisteme enjekte edildikten
sonra segici bir sekilde iskemik dokulara yerlesir, béylece bu hiicreler iskemik
flepleri kurtarmada oOnemli rol oynayabilir. Terapétik anjiyogenezin flep
yasayabilirligini arttirma, yara iyilesmesini gelistirme, doku ¢ogalmasini hizlandirma
potansiyeli olup tek basina biiyiime faktorlerinden ¢ok, hasarli hiicreleri yenileyerek
faydali olmaktadir.

Kemik iligi kokenli MKH’lerinin de novo miyokard dokusu olusturdugu
gosterilmistir.  Yapilan ¢aligmalarda miyokard enfarktiisii ve koroner arter
hastaliklarinda intra koroner kok hiicre inflizyonunun, kalp kasi rejenerasyonunda
oldukga etkili oldugu gosterilmistir (85). Oftalmolojide de arastirmacilar hasar
gormiis goze korneal kok hiicre naklederek tekrar gérmeyi saglamislardir (86). Ayni
hiicrelerin bagka uyaranlarla noral hiicre serisine de doniisebildikleri gozlenmis ve
ALS gibi hastaliklarda omurilikte hasarli bolgeye verilen kok hiicrelerin ablatif sinir
hiicrelerini rejenere ettigi ve sonucta lokomotor fonksiyonun geri kazanildigi
gosterilmistir (87).

Osteopeni ve osteoporoz gibi bir¢ok insani etkileyen hastaliklari tedavi etmek igin
caligmalar yapilmaktadir. Bu konuda kemik onarimina yonelik farmakolojik, genetik
ve hiicresel tedaviler denenmektedir. Osteoblast farklilagsmasi iskelet dokusunun
olusmasive kemik sekillenmesinde Onemli bir asamadir (88). Mezenkimal kok
hiicrelerin in vitro osteojenik potansiyelinin gosterilmesini takiben MKH’lerin
skafold (cati;iskele) ve biyomateryellere eklenmesi ile defektlerin onarimina yonelik
Oonemli calismalar yapilmistir. Kemik defekti onarimina yonelik bir calismada
AKKH ile kalvarial kemik defekti onarimi arastirilmistir. Siganda deneysel yarik
damak modelinde poliaktik asit skafolda AKKH emdirilerek defekte uygulanmis ve
defekt kapatilmistir. Kok hiicre uygulanmayan skafoldda defekt agik kalmistir (89).
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Mezenkimal kok hiicrelerin anti-inflamatuar etkileri iizerinde ¢ok fazla
calisma yapilmistir (90-92). Bu hiicrelerin terapotik etkisi iki farkli mekanizmadan
kaynaklanir. Bunlar dogrudan hiicresel etkilesim ve hiicre disina eksozomlar gibi
farkli ¢dziiniir {iriinlerin parakrin salinmasidir (93). Ozellikle akciger dokusundaki
anti-inflamatuar etkilerini, trofik faktorler salgilayarak yaptiklari 6ngoriilmiistiir. Bu
etkileri 'bystander effect' olarak tanimlanmistir (6) (Sekil 14).

Epitel hiicreleri
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Sekil 14: Mezenkimal kok hiicrelerin akciger dokusundaki anti-inflamatuar etkileri

2.4.2 Stromal Vaskiiler Fraksiyon Icerigi

Rodbell 1966 yilinda adipoz dokuda, adipositler progenitor hiicreler, fibroblastlar,
kan ve endotel hiicrelerinden olusan heterojen stromal vaskiiler fraksiyonu
tanimlamustir (94). Stromal vaskiiler fraksiyon, igerdigi kok hiicre disinda gesitli
biiylime faktorleri sentezleme yetenegi olan preadiposit, adipoblast ve endotelyal
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hiicreler de icermektedir. Ailhaud ve ark. yaptiklari bir ¢alismada taze yag
dokunun santrifiijiinden; trigliserid, olgun yag hiicreleri ve stromal vaskiiler
fraksiyon (preadipositler, fibroblastlar, endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri,
perisitler, kok hiicreler) elde edilebildigini gostermislerdir (95). Ayrica SVF, yag
dokuyu besleyen kapillerlerden de hiicreler (eritrositler, B ve T lenfositler,
monosit ve makrofajlar, mast hiicreleri, natural killer hiicreler ve hematopoetik
kok hiicreler) icermektedir (96). Stromal vaskiiler fraksiyon, yag dokudan elde
edilen multipotent diferansiyasyon kapasitesine sahip (osteojenik, adipojenik,
endotelyal, kondrojenik, keratinosit, myosit, noral) heterojen hiicre
popiilasyonunu igerir (97).

a) Mezenkimal Kok Hiicreler: Stromal vaskiiler fraksiyon yogun sekilde MKH
benzeri hiicre igerir (74, 75, 77). In vitro olarak yag dokusu olusturabilen mitotik
aktivitesi bulunan adipozit Onciilii (preadipozit) hiicrelere doniisebilen
hiicrelerdir. Morfolojik olarak fibroblastlara benzerler. Ozel besi yerlerinde
adipoz dis1 dokulara da diferansiye olabilirler.

b) Endotelyal Progenitor Hiicreler: Stromal vaskiiler fraksiyonda MKH
igerigine ek olarak endotelyal prekiisor hiicreler (EPH) de bulunmaktadir. Hasar
gormiis damarlarin endotel hiicreleri dolasimda bulunan kemik iligi kokenli EPH
ile yenilenir. Yaslanma, damar endoteli ve onu onaran EPH disfonksiyonuyla
iligkilendirilmistir. Endotel disfonksiyonu ateroskleroza ve kardiyovaskiiler
hastaliklara sebep olur. Endotel hiicresinin yaslanmasi kronojik bir hadise
olmayip bolinme yetenegindeki yavaglamadir. Eendotelyal Prekiisér Hiicre
uygulanmasi1 damarda endotel, kalpte kardiyomyosit apopitozisini engelleyerek
kardiyovaskiiler remodellingi saglayabilir (98). Damar yaralanmasi olusturulan
hayvanlarda yapilan deneysel ¢alismalarda ekzojen uygulanan EPH’in
ateroskleroz ve yeniden tikanmayi azalttigi gosterilmistir (99). Derialtt ve
visseral yag dokularindan elde edilen SVF hiicreleri i¢inde CD34, CD133 pozitif
ylizey belirtecleri tasiyan hiicre gruplar1 gdsterilmistir. Ozellikle CD34 pozitif
ve CD31 negatif kiimeler yiiksek anjiojenik 6zellik gostermektedir. Bu etkKiyi,
direk anjiogenezi uyararak ya da IGF-1, HGF-1 ve VEGF gibi biiyiime
hormonlariin salintmini arttirarak gosterirler (50, 100)

¢) immiin Diizenleyici Monosit ve Makrofajlar: Stromal vaskiiler fraksiyonda

kok ve progenitor hiicrelere ek olarak monosit ve makrofajlar da mevcuttur.
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Periferik kandan elde edilen monositlerin yetiskin kok hiicre 6zelligi gostererek
hepatositlere, pankreatik-3 benzeri hiicrelere ve insiilin sekrete edebilen neoislet
hiicrelere  dontsebildigi  gosterilmistir (100, 101). Yag doku kokenli
makrofajlarda (M2 fenotipi gosterenler) yapilan bir diger calismada ise IL-10
(Interkokin-10) ve IL-1 (interlokin-1) reseptdr antagonisti etkileri nedeniyle anti-
inflamatuar etki gosterdikleri bildirilmistir (102).

d) Preadipozit Hiicreler: Preadipozitler, adipojenik progenitor, yani olgun yag
hiicresi haline gelebilme 6zelligi tasiyan Onciill hiicrelerdir. Olgun yag
hiicrelerinden farkli olarak kii¢iik hacime sahip olduklarindan ve sitoplazma igi
yag damlaciklari olmadigindan mekanik travma ve iskemiye olan toleranslari
daha fazladir. Charriere ve ark. yaptiklar1 ¢alismada adipoz dokudan elde edilen
SVF hiicrelerini isaretleyerek fare peritonal kavitesine enjekte etmisler ve
preadipozitlerin fenotipik degisikliklerini incelemisler. Preadipozitlerin hizla
yuksek fagositik Ozellik kazandigi, preadipozitlerin %60-70’inin makrofaja
spesifik bes antijeni (F4/80, Mac-1, CD80, CD86, ve CD45) ekspresse ettigini
gostermislerdir. Invitro yapilan c¢alismalarda da benzer sonuclar elde edilmis
olup preadipositlerin plastisite yetenekleri ile adipoz hiicre kadar etkin sekilde
hiicresel immiinitede etkin olan makrofajlara da doniisebildigi gosterilmistir
(103).

e) Perisitler: Rouget hiicreler veya adventisyal hiicreler olarak da bilinirler ve
mezenkimal orjinlidirler. Kapiller bazal membraninda, endotel hiicrelerini (EH)
dis ylizeyden cevrelerler. Endotel hiicreler ile birbirlerini tamamlayacak sekilde
(anahtar- kilit modeli) hiicre-hiicre baglantilar1 vardir. Endotel hiicreler ile
aralarindaki mesafe 20nm’den azdir. Uzun, ayaksi uzantilar1 olan polimorfik
hiicrelerdir. Perisitler; vimentin, desmin, aktin-miyozin, siklik GMP-protein
kinaz ve tropomiyozin sekrete edebilirler. Mezenkimal kok hiicre ve perisitlerden
eksprese edilen ortak sitokin ve hormonlarla mikrodolasimi diizenlerler; ayrica
immiiniteden doku rejenerasyona kadar degisen bir¢cok gorevleri vardir.
Perisitlerin baz1 6zellikleri; matriks protein sentezi, kontraktilite, permeabilitenin
diizenlenmesi, endotel hiicrelerin yenilenmesi, olup ayrica adipositlere,
kondroblastlara, osteoblastlara, fibroblastalara, makrofajlara ve damar diiz kas

hiicrelerine doniisebilen mezenkimal potansiyelleri de mevcuttur (104).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 DENEY PROTOKOLU

Arastirma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan TSU-
2018 7934 kodlu proje ile desteklendi. Hayvan calismasi Erciyes Universitesi Deney
Hayvanlart Etik Kurul Baskanlhiginin 15.03.2017 tarih ve 19/025 sayili izni ile

Erciyes Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nde yapild.

3.2 DENEKLER

Calismada agirliklar1 297-394 gr aras1 60 adet Wistar—Albino tipi sigan kullanild.
Hayvanlar pleksiglas kafeslerde muhafaza edildi ve her kafese en fazla 4 hayvan
konularak bakimlar1 yapildi. Hayvanlar penceresiz odalarda sicaklik (22 + 2°C) ve
151k (07.00-21.00 arasinda 14 saat aydinlik ve 21.00-07.00 arasinda 10 saat karanlik
periyodu) ortaminda takibi yapilarak tutuldu. Tiim siganlar deney oncesi ve deney
stiresince standart laboratuar yemi ile beslendiler.

Sicanlar rastgele segilerek sham (n:10), kontrol (n:10), SF (n:10), donér SVF (n:10)
donor olmayan SVF (n:10) ve yag donérii (n:10) gruplart olusturuldu.

Tim siganlarin gruplari kafeslerine yazilarak numaralandirildi. Siganlar kafeslere
dorderli dagitildilar. Calisma sonunda tiim sicanlar, periton i¢ine 150 mg/kg ketamin
hidroklériir (Ketalar, Pfizer” ,USA) enjekte edilerek sakrifiye edildi.

Kullanilan alet, malzeme, farmakolojik ve kimyasal ajanlar, Tablo 8 ve Tablo 9°da

gosterilmistir.
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Tablo 8: Anestezi ve cerrahide kullanilan farmakolojik maddeler

Kullanilan Farmakolojik
Uygulama Yolu Uygulama Dozu-Amaci
Maddeler
Ketamin hidrokloriir (Ketalar o )
e Periton i¢i 40mg/kg-Anestezi
Pfizer”, USA)
Ksilazin hidrokloriir ]
® Periton i¢i 5mg/kg-Anestezi
(Rompun”, Bayer,Germany)
Povidon-iodiir (%10) Antisepsi

Tablo 9: SVF eldesi sirasinda kullanilan kimyasal maddeler

SVF elde edilmesinde gerekli kimyasallar Uygulama amact
Fetal buzagi serumu (PBS) Kok hiicre eldesi
Fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS) Yikama, pH dengeleme
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Kok hiicre eldesi
(DMEM)
Kollajenez, Tip | Hiicrelerin birbirinden ayristirilmasi

3.3 DENEY MODELI PLANLAMASI

Inhalasyon yaralanmasinda hasarin derecesi, duman maruziyet siiresine ve
dumanmn bilesimine baglidir (105). Ust hava yolu, asir1 1s1 transferiyle iliskili
dogrudan termal yaniklara maruz kalsa da, bu tiir yaralanmalar nadirdir. En ¢ok
hasar, biiyiik 6l¢lide duman partikiillerinin i¢inde bulunan zehirli organik ajanlarin
kimyasal hasarina atfedilebilir ve bunlar biiyiikliiklerine gore distal hava yollarina
cokerler (106). Bu nedenle ¢alismamizda inhalasyon hasart modeli olarak partikiilli
gaz inhalasyonuna dayanan Zhu ve ark.’larmin g¢alismasimi kullandik (107). Bu
modelde demir plakali elektrikli ocak iizerine konulan siganin agirligina gore
120gr/kg odun talasi konularak duman {iretilmis, iiretilen bu duman boru sistemi
yardimi ile siganlarin bulundugu duman odasina aktarilmigtir. Siganlar 3 tur ve her
turda 9 dakika dumana maruz birakilmis ve her tur arasinda 30 saniye normal oda
havasinda bekletilmistir. Olusturdugumuz diizenekte si¢anlarin duman odasinda
hareket edebilmesi i¢in ayni anda 4 sicana duman uygulanmistir. Yapilan pilot

calismada si¢anlarin 6lmesi {izerine mevcut sistemi giincelledik. Tek seferde konulan
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talas miktarin1 50gr/kg disiirdiik. Dumana maruziyet siiresini 5 dakikaya indirip,
oda havasinda kalma siiresini 1 dakikaya ¢ikarinca siganlarin en az 24 saat
yasabildigini gozlemledik ve patoloji tarafindan da onaylanan inhalasyon hasari
olusturabildik (Tablo 10).

Duman odasina ayni anda konulan 4 siganin ortalama agirligi 1250-1500gr
oldugu takdirde, tek seferde konulacak talas miktar1 62,5-75 gramdir. Ocak
kizdirildiktan sonra sigcanlar ve talag ayni anda sisteme konularak plastik kapak
kapatildi. 5 dakika boyunca siganlar dumana maruz birakildi. Sistemik toksisiteyi
azaltmak icin siganlar besinci dakika oda havasina alinarak burada bir dakika
bekletildi. Altinc1 dakika tekrar duman odasina konularak onbirinci dakikaya kadar
dumana maruz birakildi. Siganlar onbirinci dakika sistemik toksisiteden korunmak
icin tekrar oda havasina ¢ikarilarak bir dakika bekletildi. On ikinci dakikada tekrar

duman odasina yerlestirilek bes dakika boyunca dumana maruz birakildu.

Tablo 10: Inhalasyon hasar modeli siireleri

Siire Islem
0-5dk Dumana maruz birakilma
5-6 dk Normal oda havasinda bekletilme
6-11 dk Dumana maruz birakilma
11-12 Normal oda havasinda bekletilme
12-17 dk Dumana maruz birakilma

11-12 dakika Normal oda havasinda bekletilme

3.4 DUMAN OLUSTURULMASI

Inhalasyon hasar1 modeli Feng Zhu ve ark. calismasi 6rnek alinarak
tasarland1 (107). Deney modeli birbirine baglantili iki odadan olusmaktaydi;
yanma odast ve duman odasi. Yanma odasinda demir elektrikli 1siticida
(Kumtel®, Kayseri Tiirkiye) odun talas: yakilarak (50gr/kg) duman iiretildi ve bu
oda aliiminyum ile kaplanarak sicanlarin dumani soludugu odaya 1smin

yayilmasi onlendi. Bu sekilde termal hasar olusumu 6nlenmeye calisildi. Duman
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odas1 ve yanma odas1 arasina dumanin gecebilecegi bir tiinel olusturuldu. Duman
odas1 CO seviyesi ve oda sicakligini 6lgebilen baca gazi analizatorii (Testo® 327-1
Lenzkirch, Almanya) yerlestirildi. (Sekil 15-16)

Sekil 16: inahalasyon hasar diizenegi sematik hali
1: Yanma odas1
2: Duman odasi
3: Tiinel
4: Sicaklik dlger
5: Fan
6: Gli¢ kaynagi
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7: Elektrikli 1s1tict

8: Baca gazi analizatorii

3.5 DUMAN UYGULAMA MODELIi

Sham grubundaki si¢anlar duman ve oksijen uygulanmaksizin duman odasinda
tutuldu. Diger 4 grupdaki sicanlara ise; Feng Zhu ve ark. deney protokiilii
uygulandi. Elektrikli 1sitict 1sindiktan sonra 50gr/kg talas demir plakanin {izerine
yerlestirildi. Calisma sirasinda, duman odasindaki gaz profili oranlar1 ve 1s1
degisimleri monitorize edildi. Gaz profili ve sicaklik Ol¢limleri, baca gazi

analizatorii ( Testo™ 327-1, Lenzkirch, Almanya) ile yapildi (Sekil 17).

Sekil 17: Gaz analiz cihazi

58



3.6 DENEYIN UYGULANISI

Tablo 11: Deney gruplari

Grup Inhalasyon Hasar1 Tedavi Yag Doku Donérit
Sham - - -
Kontrol + - -
SF + %0.9 NaCl -
Donér SVF + SVF +

Donor olmayan
SVF

+ SVF -

Yag dondrii - - +

Sham grubunda, inhalasyon hasar1 olusturulmad: ve tedavi verilmedi,
intrakardiyak kan ve akciger parankiminden histolojik ornekler alindi. Baz degerlerin
Olctilmesi i¢in kullanildi.

Kontrol grubunda, inhalasyon hasar1 olusturuldu ve tedavi verilmedi.
Inhalasyon hasari olusturulduktan 24 saat sonra intrakardiyak kan almarak siganlar
sakrifiye edildi. Sag akcigerden histopatolojik degerlendirme i¢in 6rnekler alindi, sol
akcigerden 1slak/kuru orani bakildi.

Serum Fizyolojik (SF) grubunda inhalasyon hasar1 olusturuldu. Hasar
olusturulduktan 3 saat sonra sistemik olarak, kuyruk veninden 0,2 ml %0.9 NaCl
verildi. Inhalasyon hasari olusturulduktan 24 saat sonra intrakardiyak kan almarak
siganlar sakrifiye edildi. Sag akcigerden histopatoloji, kars1 akcigerden de 1slak/kuru
orant tespiti yapildi. Bu grup hem kuyruk veninden uygulnan islemin etkisini
degerlendirmek i¢in olusturuldu.

59



Donér SVF grubunda, inhalasyon hasari olusturuldu, hasar olusturulduktan
hemen sonra siganlarin kendi inguinal yag dokusundan SVF elde edildi. Hasar
olusturulduktan 3 saat (yag dokudan SVF elde etme siiresi) sonra sistemik olarak,
kuyruk veninden 0,2 ml SVF iceren ¢ozelti verildi, 24. saat intrakardiyak kan
alinarak siganlar sakrifiye edildi. Sag akcigerden histopatoloji, karsi akcigerden
1slak/kuru oran1 bakildi.

Donér olmayan SVF grubunda, inhalasyon hasar1 olusturuldu, yag donéru
olarak, duman inhalasyonuna maruz kalmamuis (altinc1 grup) donér grubu kullanildi.
Hasar olusturulduktan 3 saat (yag dokudan SVF elde etme siiresi) sonra sistemik
olarak, kuyruk veninden 0,2 ml SVF igeren ¢ozelti verildi, 24. saat intrakardiyak kan
alinarak siganlar sakrifiye edildi. Sag akcigerden histopatoloji, sol akcigerden
1slak/kuru orani bakildi. Bu grup SVF etkisinin, yag doku eksizyonu cerrahisi ile
degisebilecegi diisiincesi ile olusturuldu.

Altinct grup yalniz yag dokusu donorii olarak kullanildi. Bunun disinda herhangi bir
isleme maruz birakilmadi (Tablo 11).
Deney sonrasi, denekler duman odasindan g¢ikarilarak normal oda 1sis1 ve

atmosferine birakildi.

3.7 CERRAHI ISLEMLER

Inhalasyon hasar1 sonras1 akciger inflamasyonunun erken saatlerde basladigy, ilk 24
saatte maksimum degerine ¢iktig1 ¢esitli caligmalarda gosterilmistir. Her bir sitokinin
ve 1slak/kuru oranin ilk 24 saatte tepe yaptigi zaman farklidir (90). Calismamizda tek
bir zaman diliminde degerlendirme yapildig1 i¢in tiim parametlerin yliksek ve

anlamli oldugu hasar sonrasi 24. saat secildi.

Inhalasyon hasari olusturulduktan 24 saat sonra, kan ve doku ornekleri almak
i¢in deneklere, 40mg/kg (periton i¢i) ketamin, 5mg/kg ksilazin (periton igi) ile
anestezi verildi. Intrakardiyak kan &rnekleri alindi. Sonra toraks orta hat
insizyonu yapildi. Orta hattan sternum agilarak torakotomi yapildi (Sekil 18).
Trakea klemplenmeden hemen Once, servikal dislokasyon ile siganlar sakrifiye
edildi. Akciger trakea ile birlikte enblok olarak ¢ikarildi (Sekil 19). Deneklerin
sag akcigerleri 1slak/kuru oran bakilmak i¢in kullanildi. Sol akcigerden patoloji

i¢in ornekler alindi.
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Sekil 18: Torakotomi yapilmadan trakeanin Klemplenmesi

Sekil 19: Sham grubu (A), Kontrol Grubu Akcigerleri (B)
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3.8 ORNEKLERIN DEGERLENDIRILMESI

3.8.1 Biyokimyasal Yontem

Deneysel modellerde inhalasyon hasar1 takibinde, inflamasyonun
biyokimsayasal belirtegleri olarak parankimde ya da serumda IL-1, IL-6,1L-8, TNF-a
ve MPO kullanilmistir (13, 107-110). Bu nedenle biz de intrakardiyak alinan
orneklerden serumda MPO, TNF-q, IL-1 ve IL-6 baktik. Ol¢iimler MPO, TNF-a,
IL-1 ve IL-6 sican Kkitleri (ABCAM®, Cambridge, ABD.) ile yapildi. Siganlar
inhlasyon hasari sonrasi inflamasyonun en yogun oldugu 24. saatte sakrifiye
edilerek, serumlarinda 6l¢tim yapildi. (22, 108).

Kan o6rnekleri, 4000 devir/dk hizinda, 10 dakika santrifiij edilerek serumu
ayrildi. Serum ornekleri analiz giiniine kadar (yaklasik 10-90 giin arasi1) -20°C’de
saklandi. Serumda degerlendirme yapilabilmesi i¢in, kati sandvi¢ metoduyla
ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay) yontemi kullanildi. Ticari olarak
temin edilen sigan kitleri MPO, TNF-a, IL-1 ve IL-6 konsantrasyon analizi i¢in
kullanildi.

ELISA kiti tabakasinin (ELISA kit plate) tizerindeki kuyucuklar, spesifik
antikorlarla kaplidir. Siganin serumu, kuyucuklara eklenir, bdylece ortamda
bulunan MPO, TNF-a, IL-1 ve IL-6 molekiilleri, kuyucuk duvarlarina yapisik
antikorlarca tutulur. Ortama, bakilan sitokinlere karsi bir antikor olan biyotinle
isaretlenmis konjugat eklenir ve 1 saat inkiibasyona birakilir. Biyotin, dolayisiyla
konjugat, sitokinlere baglanir ve sandvi¢ yapisimi olusturur. Avidinle isaretli
peroksidaz enzimi ortama eklenir ve 45 dakika inkiibasyona birakilir.
Peroksidaz, konjugata yani sitokin sandvigine baglanir.

Peroksidazin substrati olan 3,3°, 5,5 Tetrametilbenzidin’in (TMB) eklenmesiyle
reaksiyon olusur ve kuyucuklarda, ornek icindeki sitokin konsantrasyonu ile
dogru orantili yogunlukta mavi renk meydana getirir. Otuz dakikalik bekleme
siiresinin ardindan, son basamakta kuyucuklara eklenen “stop ¢ozeltisi” ortam
pH’sin1 diigiirerek peroksidazin katalizledigi reaksiyonu durdurur. Ayni zamanda
kuyucuk igindeki ¢Ozeltinin rengini de maviden sariya doniistiiriir. Olusan bu
rengin yogunlugu, tabaka okuyucu (plate reader) ile 450nm’de 6Slgiiliir. Mevcut

olan MPO, TNF-a, IL-1 ve IL-6 diizeyi pg/ml cinsinden belirlenir.
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3.8.2 Histolojik Yontem

Duman inhalasyonu ile akcigerlerde olusan hasarin histolojik olarak
degerlendirildigi birgok calisma yapilmistir. Bu c¢alismalarda akcigerlerde;
bronsit, inter-alveoler septal konjesyon, intraalveoler hemoraji, atelektazi, intra-
alveolar sivi birikimi, 16kosit infiltrasyonu, makrofaj yogunlugu ve solunum
epitelinde dokiilme gibi degisiklikler gozlemlenmistir (13, 111-114).
Calismamizda inter-alveoler septal konjesyon, intra-alveoler hemoraji, intra-
alveolar sivi birikimi, 16kosit yogunlugu, makrofaj yogunlugu ve solunum
epitelinde dokiilme bakildi.

Isik mikroskobisi i¢in tiim siganlardan, sol akcigerlerin ayni anatomik
bolgelerden kesitler alindi. Deney hayvanlarindan alinan akciger ornekleri 151k
mikroskobi incelemesi i¢in %10 formalinde 24 saat tespit edildi. Dokular parafin
bloklara gomiilerek bloklandi. Parafine gomiilen bloklardan S5pum kalinliginda
kesitler alindi ve preperat haline getirilen Ornekler histolojik inceleme igin
Hemotoksilen-Eosin (HE) boyasi ile boyandi. Aynmi patolog tarafindan tiim
preparatlar semi-kantitatif olarak degerlendirildi. Sonuglar ¢ok, orta, az ve yok
olmak {izere degerlendirildi. Isik mikroskopu (Olympus BH-2) ile
degerlendirmeleri yapilan preperatlarin Canon EOS 300D digital kamera ile

fotograflar1 ¢ekildi.

3.8.3 Islak/Kuru Agirlik Degerlendirilmesi

Islak/kuru agirlik orani akciger 6demi belirteci olarak kullanildi. Zhu ve
ark.’larin ¢aligmasinda inhalasyon sonrasi 1slak/kuru oraninin en yiiksek 24 saat
olmasi nedeni ile siganlar 24. saatte sakrifiye edilip 6rnekler alindi (107, 113).
Sicanlar sakrifiye edildikten sonra sag akciger 1sitk mikroskopik degerlendirmeler
icin kullanild1. Sol akciger 1slak/kuru agirlik tespiti ig¢in kullanildi. Bu nedenle
sicanlar sakrifiye edilir edilmez sol akcigeri numaralandirilip hassas terazi ile
tartilarak not edildi (Sekil 20). Her bir akciger oda 1sinda 24 saat kaldiktan sonra
agirliklan tekrar 6l¢iildii. Numaralandirilmis her bir akcigerin 1slak agirliklart kuru

agirliklarina boliinerek 1slak/kuru oranlar tespit edildi (115, 116) (Sekil 21).
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Sekil 20: Islak-kuru agirlik degerlendirilmesi

Sekil 21: Islak/kuru agirlik degerlendirilmesi i¢in numaralandirilmis akcigerlerin oda

sicakliginda 24 saat bekletilmesi

3.9 STROMAL VASKULER FRAKSIYONUN HAZIRLANMASI

Anestezi altindaki si¢anlarin inguinal bolgeleri traslandi, steril %10 povidon
iyot (Isosol®, Merkez Laboratuar, Istanbul, Tiirkiye) ile temizlendi. Her iki inguinal

ligamente paralel olarak yapilan insizyon ile girilerek inguinal yag yastik¢iklarindan
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2 adet (1cm?) biiyiikliigiinde yag dokusu eksize edildi (Sekil 22). Insizyon alanlari
3/0 atravmatik ipek basit dikis (Dogsan®™, Trabzon, Tiirkiye) ile dikildi

Sekil 22: Siganlarin inguinal bolgelerinden yag dokusu eksizyonu

3.10 YAG DOKU HAVUZU OLUSTURULMASI

Her bir sicantan elde edilen yag doku miktranin az olmasi ve ADSC'lerin
allojenik olmamalar1 nedeni ile bu sorun yag doku havuzlari olusturularak
coziimlendi (117). Stromal vaskiiler fraksiyon igerisindeki diger hiicrelerin allojenik
olabilegi gbz ardi edildi. Donér SVF ve dondr gruplarindaki tiim siganlardan alinan

yag dokularindan iki ayr1 havuz olusturuldu (Sekil 23).
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Sekil 23: Yag dokusu havuzu

Cikarilan yag dokular1 3 kez fosfat buffer soliisyonu ile yikandi. Once 22 numaral

bistiirii ile kii¢iik pargalara boliindii (Sekil 24).

Sekil 24: Yag dokunun 22 numarali bistiiri ile par¢alanmasi

Dokular 9%0,1 kollajenazla (Collagenase | Sigma Aldrich, Darmstadt, Almanya)
muamele edilerek mikserde 37°C de 60 dakika karistirildi (Sekil 25-26).
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Sekil 25: Mikser yardimi ile kimyasal pargalanma

Sekil 26: Kollejenazla 60 dakika ¢alkalanan yag doku
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Kollajenazin nétralizasyonu i¢in %10 Phosphate-buffered Saline (PBS) ve
Dulbecco’s Modified Eagle Medium’dan (DMEM) olusan kontrol medium eklendi
(Sekil 27). Hiicre siispansiyonu 1300 rpm (260G) de bes dakika santrifiij edildi.

Sekil 27: Phosphate-buffered saline eklenerek kollejenazin aktivitesinin azaltilmasi

En istte matiir adipositlerden olusan siipernatant kismi uzaklastirildi. Dibe
¢oken pellet kisim filtreden siiziilerek “Stromal Vaskiiler Fraksiyon” olarak
kullanildi (55, 118) (Sekil 28). Donér SVF ve Donér gruplarindan elde edilen SVF,
her bir grup i¢in 2 ml olacak sekilde serum fizyolojik ile seyreltildi. Bu sekilde

yogunlugu azalan SVF' nin kuyruk veninden daha kolay verilmesi planlandi.
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Sekil 28: Phosphate Buffered Saline eklenmesi sonrasi Santrifiij islemi, altta kalan
koyu renkli kissm SVF

Elde ettigimiz SVF'nin bir kismi, canli hiicre sayimi i¢in trypan blue ile boyandi.
Thoma lami diiz bir zemin lizerine kondu ve lamelin yapigsmasi gereken sayim alant
cercevesinin iizerine lamel kapatildi. Thoma laminin her iki yaninda bulunan
kanallarin ortasinda kalan sayim alaninda, lamelin lam ile birlestigi noktaya
hazirladigimiz  siispansiyondan 50ul pipetlendi. Daha sonra Thoma lami
mikroskobun tablasina yerlestirildi. Hiicreler tektek sayilarak not edildi (119).
Yaklasik olarak 4x10%/ml canli hiicre tespit edildi (Sekil 29).
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Donér ve donér omayan SVF grubuna 0,2 ml (igerisinde ortalama 800.000 hiicre
olacak sekilde) kuyruk veninden serum fizyolojik ile seyreltilmis SVF sistemik
olarak verildi (Sekil 30).
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Sekil 30: Kuyruk veninden SVF verilmesi

3.11 ISTATISTIKSEL YONTEM

Stirekli degiskenlerin normal dagilima uygunlugu grafiksel olarak ve Shapiro-
Wilk testi ile incelendi. Degiskenleri tanimlamak i¢in ortalama + standart sapma,
ortanca, minimum ve maksimum degerleri kullanildi.
Parametrik test varsayimlarini saglayan degiskenleri karsilastirmak igin tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) uygulandi. ANOVA sonucunda fark bulundugunda farkin
kaynag1 Bonferroni post-hoc testi ile arastirildi.

Nonparametrik verileri karsilastirmak i¢in Kruskal-Wallis testi uygulandi.
Fark bulundugunda farkli grubu belirleyebilmek i¢in Bonferroni diizeltmeli Mann-
Whitney testi ile post-hoc ikili karsilastiriimalari yapildi.
Istatistiksel analiz ve hesaplamalar IBM SPSS Statistics 21 (IBM Corp, NA, USA)
ile yapildi. Istatistiksel olarak, p<0,05 degeri anlamli farklihigin gdstergesi olarak
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Duman odasindaki CO miktari ve sicaklik Testo™ 327-1 baca gazi analizatorii ile
Olctildii. Deney sirasinda duman odasindaki CO seviyesi takip edilerek gruplar
arasinda homojenizasyon saglandi. Oda sicakliginin 35C° iizerine ¢ikmasi
engellenerek sicak havaya bagli inhalasyon hasar1 engellendi. Ornek gruptaki, CO ve

duman odas1 sicakliginin zamana bagli degisimi asagida gosterilmistir (Sekil 31-32).

CO(ppm)
A Duman odasindaki CO degisimi
1800
1760
1270
} Zaman(dk)
0 56 1112 17
Sekil 31: Duman odasindaki CO degisimi
sicaklik(C®)
A Duman odasindaki sicaklik degisimi

32

29 : ' -
23 , |

P Zaman(dk)
0 5 6 74 12 i7

Sekil 32: Duman odasindaki sicaklik degisimi
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4.1 ISLAK/KURU ORANLARI

Sakrifiye edilen siganlarin numaralandirilmis akcigerleri oda sicakliginda 24 saat
bekletildikten sonra hassas terazide tekrar Olgiilerek, 1slak agirlik oran1 kuru agirhik
oranina boliinerek asagidaki sonuglar elde edilmistir (Tablo 12).

Tablo 12:Islak/kuru agirlik oranlar

Donor
Sham Kontrol Donor SVF SF
olmayan SVF

2,03 4,15 3,22 421 3,85

2 4,05 4,02 2,26 4,32

2,02 4,61 3,53 4,03 4,10

3,05 4,94 3,74 2,48 4,46

2,37 3,78 3,95 3,63 3,98

Islak/kuru 2,62 4,35 2,18 2,88 4.41

agurlik 25 402 284 351 6.14
orani

2,26 4,85 2,84 1,85 3,37

1,55 4,43 2,43 2,54 3,43

2,43 2,88 1,70 2,65 5,04

Gruplardaki deneklere ait akciger 1slak/kuru agirlik oranlarina ait degerler
“Sham” grubunda 2,28+0,41; “Kontrol” grubunda 4,21+0,60; “SF” grubunda
4,31£0,81; “Dondr olan SVF” grubunda 3,04+0,79 ve “Donér olmayan SVF”
grubunda ise 3,00+0,79 olarak saptandi (Tablo 13, sekil 33). ANOVA testi sonucu
gruplar arasinda istatistiksel olarak Onemli anlamhilik vardi (p<0,001). Farkin
kaynag1 Bonferroni post-hoc testi ile arastirildi. “Sham” grubu ile “kontrol” grubu ve
“SF” grubu kiyaslandiginda, “Kontrol” ve “SF” gruplarindaki agirlik oran degerleri
“Sham” grubuna gore istatistiksel olarak onemli anlamli artis gdsterdi (sirasiyla,
p<0,001; p<0,001). “Sham” grubu ile “donér SVF” ve “dondr olmayan SVE”
gruplar ikili kiyaslandiginda, aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu
(swrastyla p=0.185; 0.251). “Kontrol” grubu ile “dondér SVF” ve “dondér olmayan
SVF” gruplan ikili kiyaslandiginda, “donor SVF” ve “donér olmayan SVF”
gruplarinin  agirhk oran degerleri istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi
(sirastyla, p=0,005; 0,004). “Kontrol” grubu ile “SF” grubu ikili kiyaslandiginda,
agirhik oran degerleri aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu

(p=1,000). “Dondr SVF” grubu ile “dondér olmayan SVF” grubu ikili
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kiyaslandiginda, aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=1,000).
“Donér SVF” grubu ile “SF” grubu ikili kiyaslandiginda ise, “donér SVF” grubunun
agirlik oran degerleri istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (p=0,002). “Donér
olmayan SVF” grubu ile “SF” grubu kiyaslandiginda da, “dondr olmayan SVF”
grubunun agirlik oran degerleri istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi
(p=0.001).

Tablo 13: Tiim gruplara ait akciger dokusu 1slak/kuru agirlik oranlari tanimlayici

verileri
Grup Ortalama | Standart Hata | Medyan Minimum Maximum
Sham 2,28 41 2,31 1,55 3,05
Kontrol 4,21 ,60 4,25 2,88 4,94
Donor SVF 3,04 79 3,03 1,70 4,02
Donor
3,00 79 2,77 1,85 421
olmayan SVF
SF 4,31 81 4,21 3,37 6,14
&
700 . E I
1
%
[ 1
e
6,00 l %
[ * 1
1
5,00
3
E
xl 4 00
]
3,00
2,007
1,00
T T T T T
sham kontrol domor non-cdonor SF

Sekil 33: Tiim gruplara ait akciger dokusu 1slak/kuru agirlik oranlar1 tanimlayict veri

grafigi ve istatistiksel anlamliliklar1 (*: p<0,05)
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4.2 BIYOKIMYASAL PARAMETRELER

4.2.1 Myeloperoksidaz Diizeyleri
Gruplara ait MPO diizeyleri tabloda gosterilmistir (Tablo 14).

Tablo 14: Deney gruplarinin MPO diizeyleri

Sham Kontrol Donor SVF Dondr SF
olmayan SVF
1,23 2,89 1,63 2,83 2,09
1,09 3,16 1,03 1,09 2,23
1,89 2,03 1,22 0,96 2,49
0,69 3,63 2,48 2,29 2,76
MPO 0,29 2,63 2,03 1,09 1,89
(ng/ml) 1,09 2,96 1,32 0,42 3,10
2,29 3,03 0,56 0,69 2,33
1,89 3,83 1,12 1,76 2,49
0,83 4,28 1,77 0,96 2,83
1,63 * 1,96 1,23 2,96

(* 1le 1saretli deger giivenilir veri olmadig: diistiniilerek degerlendirmeye alinmadi.)

Gruplardaki deneklere ait MPO degerleri “Sham” grubunda 1,29+0,62;
“Kontrol” grubunda 3,16+0,67; “SF” grubunda 2,52+0,39; “Dondér SVF” grubunda
1,51£0,57ve “Dondr olmayan SVF” grubunda ise 1,33+0,74 olarak bulundu (Tablo
15, sekil 34). ANOVA testi sonucu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik
vard1 (p<0,001). Farkin kaynagi Bonferroni post-hoc testi ile arastirildi.

“Sham” grubu ile “kontrol” grubu ve “SF” grubu kiyaslandiginda, “Kontrol” ve “SF”
gruplarindaki MPO degerleri “Sham” grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis
gosterdi (sirastyla, p<0,001; p=0,001).“Sham” grubu ile “Dondér SVF” ve “dondr
olmayan SVF” gruplart ikili kiyaslandiginda, aralarindaki fark istatistiksel olarak

anlamsiz bulundu (sirasiyla p=1,000; 1,000).
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“Kontrol” grubu ile “dondér SVF” ve “dondr olmayan SVF” gruplan ikili
kiyaslandiginda, “dondér SVF” ve “dondr olmayan SVF” gruplarinin MPO degerleri
istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (sirasiyla, p<0,001; <0,001). “Kontrol”
grubu ile “SF” grubu ikili kiyaslandiginda, aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz bulundu (p=0,268).

“Dondr SVF” grubu ile “dondr olmayan SVF” grubu ikili kiyaslandiginda,
“donér SVF” grubu MPO degeri gore daha diisiik olmasina ragmen aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=1,000). “Donér SVF” grubu ile “SF” grubu
ikili kiyaslandiginda ise, “donér SVF” grubunun MPO degerleri istatistiksel olarak
anlamli azalma gosterdi (p=0,006).

“Dondr olmayan SVF” grubu ile “SF” grubu kiyaslandiginda da, “donér olmayan

SVF” grubunun MPO degerleri istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi

(p=0,001).

Tablo 15: Tim gruplara MPO Glglimlerine ait tanimlayict veriler

Grup Ortalama | Standart Hata Medyan Minimum Maximum
Sham 1,29 0,62 1,16 0,29 2,29
Kontrol 3,16 0,67 3,03 2,03 4,28
Donér SVF 151 0,57 147 0,56 2,48
Dondr olmayan SVF 1,33 0,74 1,09 0,42 2,83
SF 2,52 0,39 2,49 1,89 3,10
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Sekil 34: Tiim gruplara MPO (ng/ml) 6l¢iimlerine ait tanimlayici veri grafigi ve
istatistiksel anlamliliklar1 (*: p<0,05)

4.2.2 TNF-a Diizeyleri
Tablo 16: Deney gruplarinin TNF-a diizeyleri

Sham Kontrol Donor SVF Donor SF
olmayan SVF
3365,13 4855,69 3709,44 4600,97 4346,25
3638,74 5454,72 2563,2 2817,92 4728,33
3426,84 6964,17 2690,56 3327,36 4327,36
3218,89 5964,17 2690,56 3709,44 4855,69
TNF-a 3473,61 5365,13 3582,08 4091,53 4817,92
(ng/ml) 3256,66 6709,44 3072,64 2945,28 4200
3415,50 6766,1 3327,36 3454,72 7148,18
3327,36 5072,64 3582,08 4365,13 4346,25
3327,36 5327,36 3454,72 3327,36 5874,58
4327,36 5857,25 3200 2945,28 7294,43
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Gruplara ait TNF-a diizeyleri tabloda gosterilmistir (Tablo 16). Gruplardaki
deneklere ait TNF-o degerleri “Sham” grubunda 3491,89+362,53; “Kontrol”
grubunda 5831,05+797,38; “SF” grubunda 5193,90+1171,09; “Donér SVF”
grubunda 3187,27+417,90 ve “Donér olmayan SVF” grubunda ise 3558,50+620,26
olarak saptandi (Tablo 17, Sekil 35). Kruskal-Wallis testi sonucu gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik vardi (p<0,001). Farkli gruplar belirleyebilmek igin,
Bonferroni  diizeltmeli Mann-Whitney testi ile gruplarin post-hoc ikili
karsilastirmalar1 yapildi.

“Sham” grubu ile “kontrol” grubu ve “SF” grubu kiyaslandiginda, “Kontrol” ve “SF”
gruplarindaki TNF-a degerleri “Sham” grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artig
gosterdi (sirastyla, p=0,003; p=0,040).“Sham” grubu ile “Dondér SVF” ve “dondr
olmayan SVF” gruplart ikili kiyaslandiginda, aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz bulundu (sirasiyla p=1,000; 1,000).

“Kontrol” grubu ile “dondér SVF” ve “dondr olmayan SVF” gruplan ikili
kiyaslandiginda, “dondér SVF” ve “donér olmayan SVF” gruplarinin TNFa degerleri
istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (sirasiyla, p<0,001; p=0,002). “Kontrol”
grubu ile “SF” grubu ikili kiyaslandiginda, aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz bulundu (p=1,000).

“Dondr SVF” grubu ile “dondér olmayan SVF” grubu ikili kiyaslandiginda, “Dondr
SVF” grubu TNF-a degeri gore daha diisiilk olmasina ragmen aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=1,000). “Dondr SVF” grubu ile “SF” grubu
ikili kiyaslandiginda ise, “dondr SVF” grubunun TNF-a degerleri istatistiksel olarak
anlaml1 azalma gosterdi (p=0,001).

“donér olmayan SVF” grubu ile “SF” grubu kiyaslandiginda da, “dondr olmayan
SVF” grubunun TNF-o degerleri istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi
(p=0,035).
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Tablo 17: Tim gruplara TNF-a 6lgiimlerine ait tanimlayici veriler

Grup Ortalama Standart Hata Medyan Minimum Maximum
Sham 3491,89 362,53 3346,25 3218,89 4327,36
Kontrol 5831,05 797,38 5454,72 4855,69 6964,17
Donér SVF 3187,27 417,90 3263,68 2563,20 3709,44
Donoér 3558,50 620,26 3391,04 2817,92 4600,97
olmayan
SVF
SF 5193,90 1171,09 4773,12 4200,00 7294,43
*
| 1
*
*
I 1
=
000,00~ ' s
I * 1
- 1
7000,00
000,004
L
Z5000,007
4000,004
3000,009
2000,004

sh:am lar;ml donor non-donor SF
Sekil 35: Tiim gruplara TNF-a (ng/ml) dl¢limlerine ait tanimlayici veri grafigi ve
istatistiksel anlamliliklar1 (*: p<0,05)
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4.2.3 IL-1 Diizeyleri

Tablo 18: Deney gruplarinin IL-1 diizeyleri

Donér
Sham Kontrol Donér olmayan SF
SVF

1198,51 886,45 184,32 1198,51 574,4
666,6 1886,45 1120,5 1120,5 1042,48

574,4 1198,51 174461 184,32 659,51

1120,5 1808,44 5744 1198,51 1666,6
IL-1 418,37 1808,44 1042,48 1432,55 2290,71
(ng/ml) 1198,51 1574,4 262,34 418,37 1042,48
914,82 574,4 1257,52 808,44 1276,52

1290,71 1574,4 808,44 964,47 886,45
320,5 1978,65 1900,64 1120,5 1198,51
1432,55 * 262,34 574,4 2368,72

(* ile 1saretli deger giivenilir veri olmadig1 diisiiniilerek degerlendirmeye alinmadi.)

Gruplarm IL-1 diizeyleri asagidaki tablodaki gibidir (Tablo 18). Gruplardaki
deneklere ait IL-1 degerleri “Sham” grubunda 673,55+185,14; “Kontrol” grubunda
1476+487,21; “SF” grubunda 1430+536,77; “Donér SVF” grubunda 726,66+221,53
ve “Dondr olmayan SVF” grubunda ise 712,06+248,23 olarak saptandi (Tablo 19,
Sekil 36). Kruskal-Wallis testi sonucu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik
vard1 (p<0,001). Farkl1 gruplar1 belirleyebilmek i¢in, Bonferroni diizeltmeli Mann-
Whitney testi ile gruplarin post-hoc ikili karsilagtirmalar1 yapilda.
“Sham” grubu ile “kontrol” grubu ve “SF” grubu kiyaslandiginda, “Kontrol” ve “SF”
gruplarindaki IL-1 degerleri “Sham” grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artig
gosterdi (sirasiyla, p=0,003; p=0,001). “Sham” grubu ile “Dondr SVF” ve “dondr
olmayan SVF” gruplart ikili kiyaslandiginda, aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz bulundu (sirasiyla p=1,000; 1,000).

“Kontrol” grubu ile “donér SVF” ve “dondr olmayan SVF” gruplan ikili

kiyaslandiginda, “donér SVF” ve “dondér olmayan SVF” gruplarinin IL-1 degerleri
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istatistiksel olarak anlamli azalma gdsterdi (sirasiyla, p=0,038; 0,030). “Kontrol”
grubu ile “SF” grubu ikili kiyaslandiginda, aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz bulundu (p=1,000).

“Dondr SVF” grubu ile “dondr olmayan SVF” grubu ikili kiyaslandiginda,
“Donér SVF” grubu IL-1 degerine gore daha diisiik olmasina ragmen aralarindaki
fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=1,000). “Donér SVF” grubu ile “SF”
grubu ikili kiyaslandiginda ise, “donér SVF” grubunun IL-1 degerleri istatistiksel
olarak anlamli azalma gosterdi (p=0,016).

“Donér olmayan SVF” grubu ile “SF” grubu kiyaslandiginda da, “dondr olmayan

SVF” grubunun IL-1 degerleri istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (p=0,013).

Tablo 19: Tim gruplara IL-1 6lglimlerine ait tanimlayici veriler

Grup Ortalama Standart Hata Medyan Minimum Maximum
sham 673,55 185,14 726,52 320,50 914,82
kontrol 1476,68 487,21 1574,40 574,40 1978,65
donor SVF 726,66 221,53 825,46 362,34 990,64
donor
olmayan 712,06 248,23 803,47 184,32 964,47
SVF
SF 1430,64 536,77 1237,52 886,45 2368,72
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Sekil

36: Tum

gruplara IL-1(ng/ml) Ol¢iimlerine ait tanimlayict veri grafigi ve istatistiksel

anlamliliklar1 (*: p<0,05)

4.2.4 I1L-6 Diizeyleri

Tablo 20: Deney gruplarinin IL-6 diizeyleri

Donor
Sham Kontrol Donor SVF olmayan SF
SVF
102,24 18,84 32,55 63,4 137,66
43,97 145,12 15,41 38,26 106,81
53,11 121,12 25,69 188,22 66,82
81,68 70,25 93,1 29,12 37,12
IL-6 43,97 181,07 38,26 97,67 18,84
(ng/ml) 31,41 48,54 105,67 105,67 35,98
93,1 223,41 133,09 35,98
16,55 127,98 25,69 38,26
162,79 164,54 41,69 22,26 91,96
48,54 * 29,12 23,41 32,55

(* 1le 1saretli deger giivenilir veri olmadig: diisiiniilerek degerlendirmeye alinmadi.)
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Gruplara ait IL-6 diizeyleri tabloda gosterilmistir (Tablo 20). Gruplardaki deneklere
ait IL-6 degerleri “Sham” grubunda 67,74443,10; “Kontrol” grubunda 120,10+65,49;
“SF” grubunda 103,47+38,00; “Dondér SVF” grubunda 94,03+44,09 ve “Dondr
olmayan SVF” grubunda ise 93,62+50,24 olarak saptandi (Tablo 21, Sekil 37).
ANOVA testi sonucu tiim gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,244). Gruplar aras1 farklilig1 ifade etmek iizere p degerleri Bonferroni post-hoc

testi ile belirlendi.

Tablo 21: Tiim gruplara IL-6 6l¢iimlerine ait tanimlayici veriler

Grup Ortalama Standart hata Medyan Minimum Maximum
Sham 67,74 43,10 50,83 16,55 162,79
Kontrol 120,10 65,49 125,12 18,84 223,41
Donor
SVE 94,03 44,09 110,54 25,69 138,26
Donér
olmayan 93,62 50,24 101,67 29,12 182,22
SVF
SF 103,47 38,00 112,82 32,55 137,66
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Sekil 37: Tiim gruplara IL-6 (ng/ml) 6l¢iimlerine ait tanimlayici veri grafigi

4.3 ISIK MiKROSKOBIK INCELEME

Akcigerlerin, 151k mikroskobu ile yapilan incelemesinde; inter-alveolar sivi birikimi,
intra-alveolar septal konjesyon, intra-alveolar hemoraji, notrofil ve makrofaj sayisi,
solunum epitelinde dokiilme bakildi. Sham grubu gore kontrol grubundaki

parankim yapisindaki hasar ve hiicre yogunlugu fotograflarda gdsterilmistir (Sekil

37-38).
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.

Sekil 38: Sham grubuna ait normal akcigerin 151k mikroskobik goriiniimleri , A

HEx4, B HEx10
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Sekil 39: Kontrol grubunun 1sik mikroskobik goriiniimii, A: Yaygin hiicresel

inflamasyon HE x4, B: Yaygin intra-alveolar hemoraji HEx40
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hemosiderin yiiklii makrofaj HEx10
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Sekil 42: A: Kontrol grubundaki yaygin nétrofil artist HEx40, B: Solunum epiteli
dokiilmesi HEx40 B
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4.3.1 Intra-alveolar Sivi Birikimi

Gruplardaki deneklere ait intra-alveoler siv1 birikimi tabloda gosterilmistir (Tablo 22,

Sekil 43).
Tablo 22: Gruplardaki intra-alveolar sivi birikim oranlari
Grup Yok Az Orta Cok
Sham N 10 0 0 0
% 100,0 0,0 0,0 0,0
Kontrol N 0 0 2 8
% 0,0 0,0 20,0 80,0
Donor N 7 3 0 0
SVF % 70,0 30,0 0,0 0,0
Donér N 6 4 0 0
olmayan
% 60,0 40,0 0,0 0,0
SVF
SF N 0 0 7 3
% 0,0 0,0 70,0 30,0
*
! * *
| 1 . |
1
|
100% p—
30% —— |
BO0%
70%
B0% cok
50 Eorta
4% = az
30% B yok
10% S = ===
0%
sham kontrol donor non-donor 5F
Sekil 43: Tiim gruplara ait intra-alveolar siv1 birikimi oranlari
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Ki-Kare testi sonucu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik vardi

(p<0,001). Farkli gruplari belirleyebilmek igin gruplarin ikili karsilagtirmalar
yapildi.
“Sham” grubu ile “kontrol” grubu ve “SF” grubu kiyaslandiginda, “Kontrol” ve “SF”
gruplarindaki intra-alveolar sivi birikim “Sham” grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli artig gosterdi (sirasiyla, p<0,001; p=0,001). “Sham” grubu ile “Donér SVF”
ve “dondr olmayan SVF” gruplar ikili kiyaslandiginda, aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamsiz bulundu (sirasiyla p=0,093; 0,370).

“Kontrol” grubu ile “dondr SVF” ve “dondr olmayan SVF” gruplan ikili
kiyaslandiginda, “donér SVF” ve “dondr olmayan SVF” gruplarindaki intra-alveolar
s1v1 birikim istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (sirasiyla, p<0,001; p<0,001).

“Dondr SVF” grubu ile “dondr olmayan SVF” grubu ikili kiyaslandiginda,
aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=0,170). “Dondér SVF”
grubu ve “dondr olmayan SVF” grubu “SF” grubu ile ikili kiyaslandiginda ise,
“dondr SVF” ve “dondr olmayan SVF” grubundaki intra-alveolar sivi birikim

istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (sirasiyla, p=0,004; p<0,001).

4.3.2 Inter-alveolar Septal Konjesyon
Gruplardaki deneklere ait inter-alveolar septal konjesyon tabloda gésterilmistir
(Tablo 23, Sekil 44).

Tablo 23: Gruplardaki inter-alveolar septal konjesyon oranlari

Grup Yok Az Orta Cok
N 7 3 0 0
Sham
% 70,0 30,0 0,0 0,0
N 0 0 0 10
Kontrol
% 0,0 0,0 0,0 100,0
Donoér N 3 4 3 0
SVF % 30,0 40,0 30,0 0,0
Donér N 4 6 0 0
olmayan
% 40,0 60,0 0,0 0,0
SVF
N 0 0 4 6
SF
% 0,0 0,0 40,0 60,0
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Sekil 44: Tiim gruplara ait inter-alveolar septal konjesyon oranlari
Ki-Kare testi sonucu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik vardi (p<0,001).
Farkl1 gruplar belirleyebilmek i¢in gruplarin ikili karsilagtirmalart yapilda.
“Sham” grubu ile “kontrol” grubu ve “SF” grubu kiyaslandiginda, “Kontrol” ve “SF”
gruplarindaki interalveolar septal konjesyon “Sham” grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli artig gosterdi (sirasiyla, p<0,001; p<0,001). “Sham” grubu ile “Donér SVF”
ve “dondr olmayan SVF” gruplar ikili kiyaslandiginda, aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamsiz bulundu (sirastyla p=0,211; 0,087).
“Kontrol” grubu ile “dondér SVF” ve “dondr olmayan SVF” gruplan ikili
kiyaslandiginda, “dondr SVF” ve “dondr olmayan SVF” gruplarindaki inter-alveolar
septal konjesyon istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (sirasiyla, p<0,001;
p<0,001). “Kontrol” grubu ile “SF” grubu ikili kiyaslandiginda, aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=0,070).
“Donér SVF” grubu ile “dondr olmayan SVF” grubu ikili kiyaslandiginda,
aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=1,000). “Dondr SVF”
grubu ve “dondr olmayan SVF” grubu “SF” grubu ile ikili kiyaslandiginda ise,
“donér SVF” ve “donér olmayan SVF” grubundaki interalveolar septal konjesyon

istatistiksel olarak anlamli azalma gésterdi (sirasiyla, p<0,001; p<0,001).
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4.3.3 Intra-alveolar Hemoraji
Gruplardaki deneklere ait intra-alveolar hemoraji degerleri tabloda gosterilmistir
(Tablo 24, Sekil 45).

Tablo 24: Gruplardaki intra-alveolar hemoraji oranlari

Grup Yok Az Orta Cok
N 10 0 0 0
Sham
% 100,0 0,0 0,0 0,0
N 0 0 3 7
Kontrol
% 0,0 0,0 30,0 70,0
Donoér N 6 4 0 0
SVF % 60,0 40,0 0,0 0,0
Donoér N 6 4 0 0
olmayan
% 60,0 40,0 0,0 0,0
SVF
N 0 0 8 2
SF
% 0,0 0,0 80,0 20,0
*
%*
i
1
|
100%
o0,
B0
0%
60% cok
S0 Eorta
A% Bz
3% B yok
20%
109

0

shiam

Sekil 45: Tiim gruplara ait intra-alveolar hemoraji oranlari

kortrol

donor
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Ki-Kare testi sonucu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik vard: (p<0,001).
Farkl1 gruplar belirleyebilmek i¢in gruplarin ikili karsilastirmalar1 yapilda.

“Sham” grubu ile “kontrol” grubu ve “SF” grubu kiyaslandiginda, “Kontrol” ve “SF”
gruplarindaki intra-alvolar hemoraji varligi “Sham” grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli artig gosterdi (sirasiyla, p<0,001; p<0,001). “Sham” grubu ile “Donér SVF”
ve “dondr olmayan SVF” gruplar ikili kiyaslandiginda, aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamsiz bulundu (sirasiyla p=0,087; 0,087).

“Kontrol” grubu ile “dondér SVF” ve “dondr olmayan SVF” gruplan ikili
kiyaslandiginda, “donér SVF” ve “donér olmayan SVF” gruplarindaki intra-alvoler
hemoraji varligi istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (sirasiyla, p<0,001;
p<0,001). “Kontrol” grubu ile “SF” grubu ikili kiyaslandiginda, aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=0,070).

“Dondr SVF” grubu ile “dondér olmayan SVF” grubu ikili kiyaslandiginda,
aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=1,000). “Dondr SVF”
grubu ve “dondr olmayan SVF” grubu “SF” grubu ile ikili kiyaslandiginda ise,
“dondr SVF” ve “dondr olmayan SVF” grubundaki intra-alvoler hemoraji varligi

istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (sirastyla, p<0,001; p<0,001).

4.3.4 Notrofil Yogunlugu
Gruplardaki deneklere ait notrofil degerleri tabloda gosterilmistir(Tablo 25, Sekil
46).

Tablo 25: Gruplardaki nétrofil artis oranlart

Grup Yok Az Orta Cok
N 9 1 0 0
Sham
% 90,0 10,0 0,0 0,0
N 0 0 3 7
Kontrol
% 0, 0,0 30,0 70,0
Donor N 4 5 1 0
SVF % 40,0 50,0 10,0 0,0
Donor N 5 5 0 0
olmayan
% 50,0 50,0 0,0 0,0
SVF
N 0 0 4 6
SF
% 0,0 0,0 40,0 60,0
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Sekil 46: Tiim gruplara ait notrofil yogunlugu oranlari
Ki-Kare testi sonucu tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik vardi
(p<0,001). Farkli gruplart belirleyebilmek icin gruplarin ikili karsilastirmalar
yapildu.
“Sham” grubu ile “kontrol” grubu ve “SF” grubu kiyaslandiginda, “Kontrol” ve “SF”
gruplarindaki nétrofil yogunlugu “Sham” grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
artis gosterdi (sirasiyla, p<0,001; p<0,001). “Sham” grubu ile “Dondr SVF” ve
“dondr olmayan SVF” gruplar ikili kiyaslandiginda, aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamsiz bulundu (sirastyla p=0,061; 0,141).
“Kontrol” grubu ile “dondér SVF” ve “dondr olmayan SVF” gruplan ikili
kiyaslandiginda, “dondr SVF” ve “dondr olmayan SVF” gruplarindaki nétrofil artigi
istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (sirasiyla, p=0,001; p<0,001). “Kontrol”
grubu ile “SF” grubu ikili kiyaslandiginda, aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz bulundu (p=1,000).
“Dondr SVF” grubu ile “dondér olmayan SVF” grubu ikili kiyaslandiginda,
aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=0,574). “Dondér SVF”
grubu ve “dondr olmayan SVF” grubu “SF” grubu ile ikili kiyaslandiginda ise,
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“dondr SVF” ve “dondr olmayan SVF” grubundaki nétrofil yogunlugu istatistiksel
olarak anlamli azalma gosterdi (sirasiyla, p=0,001; p<0,001).

4.3.5 Makrofaj Sayis1
Gruplardaki deneklere ait makrofaj degerleri tabloda gosterilmistir (Tablo 26, Sekil
47).

Tablo 26: Gruplardaki makrofaj say1 oranlari

Grup Yok Az Orta Cok
N 9 1 0 0
Sham
% 90,0 10,0 0,0 0,0
0 0 4 6
Kontrol
% 0,0 0,0 40,0 60,0
Donoér N 5 5 0 0
SVF % 50,0 50,0 0,0 0,0
Donor N 6 4 0 0
olmayan
% 60,0 40,0 0,0 0,0
SVF
N 0 1 9 0
SF
% 0,0 10,0 90,0 0,0
%*
I
*
[ 0 |
[ %
|
#*
1
0% I
T —— |
70%
60% cok
50%% B orta
40% =ar
0% B yok
20%
10%

0%

sham

Sekil 47: Tiim gruplara ait makrofaj say1 oranlari
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Ki-Kare testi sonucu tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik vardi
(p<0,001). Farkli gruplar1 belirleyebilmek i¢in gruplarin ikili karsilastirmalar
yapildi.

“Sham” grubu ile “kontrol” grubu ve “SF” grubu kiyaslandiginda, “Kontrol” ve “SF”
gruplarindaki makrofaj yogunlugu “Sham” grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
artis gosterdi (sirasiyla, p<0,001; p<0,001). “Sham” grubu ile “Dondr SVF” ve
“donér olmayan SVF” gruplan ikili kiyaslandiginda, aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamsiz bulundu (sirasiyla p=0.141; 0.303).

“Kontrol” grubu ile “donor SVF” ve “dondr olmayan SVF” gruplan ikili
kiyaslandiginda, “dondr SVF” ve “dondr olmayan SVF” gruplarindaki makrofaj
sayist istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (sirasiyla, p<0,001; p<0,001).
“Kontrol” grubu ile “SF” grubu ikili kiyaslandiginda, aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamsiz bulundu (p=0,102).

“Dondr SVF” grubu ile “dondér olmayan SVF” grubu ikili kiyaslandiginda,
aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=1,000). “Donér SVF”
grubu ve “dondr olmayan SVF” grubu “SF” grubu ile ikili kiyaslandiginda ise,
“dondr SVF” ve “dondr olmayan SVF” grubundaki makrofaj varligr istatistiksel

olarak anlamli azalma gosterdi (sirasiyla, p<0,001; p<0,001).

4.3.6 Solunum Epitelinde Dokiilme
Hasar sonrasi solunum epitelinin bazal membrandan ayrilmasini tarifleyen solunum
epitelinde dokiilme degerleri tabloda gosterilmistir(Tablo 27, Sekil 48).

Tablo 27: Gruplardaki solunum epitelinde dokiilme oranlari

Grup Yok Var
N 10 0
Sham
% 100,0 0,0
N 0 10
Kontrol
% 0, 100,0
N 7 3
Doné6r SVF
% 70 30,0
Dondér N 7 3
olmayan SVF % 70,0 30,0
N 0 10
SF
% 0,0 100,0
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Sekil 48: Tiim gruplara ait solunum epitelinde dokiilme oranlari

Ki-Kare testi sonucu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik vardi (p<0,001).
Farkli gruplar1 belirleyebilmek icin gruplarin ikili karsilastirmalar1 yapildi.“Sham”
grubu ile “kontrol” grubu ve “SF” grubu kiyaslandiginda, “Kontrol” ve “SF”
gruplarindaki solunum epitelinde dokiilme “Sham” grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli artig gosterdi (sirasiyla, p<0,001; p<0,001). “Sham” grubu ile “Donoér SVF”
ve “dondr olmayan SVF” gruplar ikili kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli
artig gosterdi.

Tiim diger gruplar sham grubuna gore daha fazla solunum epitelindeki dokiilme

gosterirken, kendi aralarinda fark yoktur.
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5. TARTISMA

Duman inhalasyonu sonucu meydana gelen akut akciger hasari, yanik
hastalarinda morbidite ve mortalitenin baslica nedenidir (120). Akut akciger hasari
nedeniyle gelisen ARDS' den sagkalim, akciger koruyucu ventilasyon ve konservatif
siv1 tedavileri gibi yogun destekleyici tedavi yontemleri ile artmis olmakla birlikte,
ARDS hastalarinin morbiditesi ve mortalitesi halen ¢ok yiiksektir. Bu kadar morbid
ve mortal olmasma ragmen ARDS’de tani, prognoz ve tedavisine yonelik mevcut
literatiirde hentliz kesin bir fikir birligi ve yaklasim yoktur. Tedaviye yonelik
yaklasimlar, lilkeye ve yanik tedavi birimlerine bagl olarak oldukc¢a degiskendir.
Calismanin bu konuda kurulmasinin nedeni, duman inhalasyon hasarinda mortalite,
morbitide, tedavi gereksinimi ve hastanede kalis siiresini azaltabilecek genel kabul
gormiis uygun bir tedavi segeneginin olmamasidir (24, 121).

Ust hava yolu, asir1 1s1 transferiyle iligkili dogrudan termal yaniklara maruz
kalsa da, bu tiir yaralanmalar nadirdir. Havanin 6zgiil 1sis1 oldukg¢a diisiiktiir ve tist
hava yolu 1s1y1 dengeye getirmek ve termal hasari en aza indirmek i¢in nispeten genis
bir yiizey alanina, yiiksek laminer akisa sahiptir. Bu nedenle, en ¢ok hasar biiyiik
Olglide duman partikiillerinin iginde bulunan zehirli organik ajanlarin kimyasal
hasarina atfedilebilir ki bunlar biiyiikliiklerine gore distal hava yollarina ¢okerler
(106). Bu nedenle biz de ¢alismamizda, Zhu ve ark.'n partikiillii gaz inhalasyonuna
dayanan modelini kullandik (107). Islak/kuru agirlik orani, birgok modelde duman
inhalasyonundan sonra artmistir (122). Modelimizde inhalasyon hasari ile 1slak/kuru
agirlik oraninin arttig1 gézlemledik.

Klinik caligmalar, inhalasyon hasarina maruz kalan hastalarda pulmoner
O0dem, kanama, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, yaygin alveolar hasar ve pulmoner
fibrozis gibi 6nemli patolojik ozellikler gostermistir (4, 123, 124).

Deneysel modellerde inhalasyon hasari takibinde, biyokimsayasal parametre olarak
parankimde ya da serumda IL-1, IL-6, IL-8, TNF-o ve MPO kullanilmistir (13, 107-
110). Akciger parankiminin homojenizasyonun zorlugu nedeniyle biyokimsal
parametrelere serumda bakildi. Islak/kuru agirlik ve biyokimyasal parametrelerin
hasar sonrasi en yiiksek degerine 18-24 saatlerde ulastigi gosterilmistir (90, 108).
Biz de inhalasyon hasari sonrasi 24. saatte serumda bakilan 6rneklerde IL-1, IL-6,

TNF-a ve MPQO' nun arttigin1 gosterdik.
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Olusturdugumuz inhalasyon hasarinda, hava yolu mukozasinda konjesyon,
0dem ve kanama, n6tréfil infiltrasyonu, alveolar kollaps oldugunu gozlemledik. Hem
1s1k mikroskobik ve hem de 1slak/kuru agirlik oranlarinda oldugu gibi biyokimyasal
parametlerinde kontrol grubunda yiiksek olmasi, inhasayon hasari modelimizin diger
calisamalarla uyumlu oldugunu gostermektedir.

Inhalasyon hasar1, ARDS ve kok hiicreler ile ilgili son yillarda ¢cok sayida deneysel
calisma yapilmistir (93). Halim ve ark.’nin (125) yapmis oldugu ¢alismada astim ile
iliskili hava yolu inflamasyonunda aerosol seklinde hazirlanmis MKH’nin hava yolu
inflamasyonunu azaltmada ve hava yolunun yeniden yapilanmasini tersine ¢evirmede
olumlu etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Bu nedenle hava yolu inflamatuar
hastaliklarinin tedavisi ve 6nlenmesinde yenilikgi bir tedavi yaklagimi olabileceginin
tizerinde durulmustur. Soliman ve ark.’in (126) yaptig1 ¢alismada lipopolisakkarit ile
indiiklenen akut akciger hasarinda, MKH'nin koruyucu etkileri aragtirilmistir.
Intraperitoneal olarak verilen kemik iligi kokenli MKH floresans goriintiilemede
akcigere yerlestikleri gosterilmistir. Mezenkimal kok hiicrelerin, inflamatuar
hiicrelerin akcigerlere infiltrasyonunu azalttigi, hasarli dokularin onarimini uyardig,
inflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin salgilanmasini baskilayarak, akut akciger
hasarinin siddetini azaltan antioksidan ve immiinmodiilator etkileri gosterilmistir.
Cui ve ark." in (110) yaptigi calismada duman inhalasyon hasar1 olusturulan siganlara
PKH26 ile isaretlenen insan amniyon kdkenli kok hiicreler kuyruk veninden sistemik
olarak verilmistir, akciger fibrozunun, bilgisayarli tomografi skorunun ve
inflamasyon seviyelerinin azalttigi gosterilmistir. Asmussen ve ark.'in (127) yaptigi
caligmada insan mezenkimal kok hiicrelerinin, bir koyun bakteriyel pndmoni
modelinde akut akciger hasarinin siddetini azalttigin1 gostermislerdir. Pamuk dumant
inhalasyonu ardindan izofluran anestezisi sonrasi canli Pseudomonas Aeruginosa
inhale ettirilen koyunlar; Serim Fizyolojik, diisiik doz MKH ve yiiksek doz MKH
olmak tizere ii¢ gruba ayrilmistir. Hem diisiik ve hem de yiiksek doz MKH
grubundan kontrol grubuna gore PaO2/FiO2 orani daha yiiksek, sadece yiiksek doz
MKH grubunda ise 1slak/kuru oran1 kontrol grubuna gore anlamli derecede diigiik
cikmustir. Thara ve ark.'lar1 (92) yag doku kokenli deri hiicreleri, duman
inhalasyonundan sonra pulmoner mikrovaskiiler hiperpermeabiliteyi azalttigini
gostermislerdir. Mikrovaskiiler hipermeabilite akciger lenf akisi, ekstravaskiiler

akciger s1v1 igerigi, plazma ve akciger lenf sivisinda protein igerigi Ol¢iilerek
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degerlendirilmistir (91). Ozellikle isaretlenmis kiiltiire kok hiicrelerin sistemik
verilmesinden kisa siire sonra akcigerde toplandiklar1 gozlenmistir. Eggenhofer ve
ark.’lar1t MKH'nin intraven6z infiizyon sonrasi kisa émiirlii oldugunu ve MKH'nin
akcigerleri ge¢emedigini gostermislerdir (7).

Yapilan deneysel ¢alismalar ADSC'lerin ARDS hastalarinin tedavisi ig¢in
giivenli ve etkin bir tedavi segenegi olabilecegini kuvvetle gostermektedir. Kotani ve
ark.'n ¢alismasinda bleomisin ile akcigerde pnOmoni olusturulmus, tedavide
intravendz olarak ADSC verilmistir. Verilen en yiiksek ADSC hiicre sayisi,
2x10° /ml ile TNF-a ve IL-12 diizeylerini daha da diisiirmiistiir. Calismamizda elde
edilen SVF'nin Thoma lam ile sayimida 4x10° /ml ADSC elde edildi ki, bu say:
Kotani ve ark.'larin en iyi sonug olarak elde ettigi ADSC sayisindan daha fazladir
(92, 109).

Eger akciger dokusundaki inflamatuar degisiklikleri, hasardan sonra farkli zaman
dilimlerinde o6lcebilseydik, hasarin gelisim ve degisimini faha iyi takip edebilirdik.
Lange ve ark. yaptig1 ¢alismada inhalasyon hasari sonrasi akciger parankimindeki
IL-6 mRNA 8. saatte, serumda ise 15. saatte istatistiksel olarak anlamli bulunmus,
sonraki saatlerde ise azaldigi gozlemlenmistir (90, 108). Ayrica IL-6 nin hem pro-
inflmatuar hem de anti-inflamauar o6zellikleri oldugu, akut inflamasyonda
notrofillerin IL-6 reseptorleri tizerinden apoptoz gerceklestirdigi gosterilmistir (128,
129). Calismamizda gruplar arasinda IL-6 seviyelerinin anlamli bulunmamasi,
zamana ve/veya IL-6’nin anti-inflamatuar etkisine bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir..
Calismamizin sonucunda 11k mikroskobik degerlendirmede solunum epitelinde
dokiilme disinda diger incelenen parametrelerde (inter-alveoler septal konjesyon,
intra-alveoler hemoraji, intra-alveolar sivi birikimi, 16kosit infiltrasyonu, makrofaj
yogunlugu) sham grubu ve kontrol grubu arasinda anlaml farklar ortaya ¢ikarmistir.
Solunum epitelinde dokiilme, dumana maruziyet sonras1 yliksek oranda goriildiigi
ve calisgmamiz 24. saatte tamamlandigr i¢in, gruplar arasi fark olmayabilecegini
diistindtirmiistiir (20, 130).

Rodriguez ve ark.’lar1, ¢alismalarinda 13 romatoid artritli hastaya intravendz
ve intra-artikuler olarak SVF vermislerdir (131). Sadece yan etki olarak bir hastada
yiizde kizarma ve ates ortaya ¢ikmistir. Tlim hastalarda semptomlarin kendiliginden
diizeldigi goriilmiis, anti-inflamatuar, farklilagma yetenegi ve trofik faktor iiretimi

gdz Oniline alindiginda gelecek tedavi yontemleri icin umut verici oldugunu
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sOylemiglerdir. Benzer sekilde Zheng ve ark.’larinin c¢alismasinda, ARDS‘nin
allojeneik yag doku kokenli kok hiicrelerle tedavisinin, klinik giivenli ve
kullanilabilir oldugu gosterilmistir (132). Biz de ¢alismamizda kullandigimiz
SVF’in, intravendz verilisi swrasinda ya da daha sonra herhangi bir
komplikasyonuyla karsilagilmamistir.

Kok hiicrelerin antijenik 06zellik tagitmamasi ve tek bir hiicreden SVF
eldesinin zor olmasi nedeniyle gruplarin yag dokular1 birlestirilerek bir donér havuzu
olusturuldu. Donér ve Don6r SVF havuzlarindan SVF elde edildi. Stromal vaskiiler
fraksiyon icerisindeki antijenik ozellikleri olan, ¢alisma sirasinda gz ardi ettigimiz
hiicrelerin etkilerini degerlendirmek i¢in, ileride ADSC ve SVFnin etkilerini
karsilastiran bir ¢aligma yapilabilir.

Bildigimiz kadariyla ilk kez, SVF' nin sigcan modelinde duman inhalasyonu
ile olusturulan akut akciger hasarinda yararl etkilerini gosterdik. Bu 6zel bir 6neme
sahiptir ¢iinki ARDS hastalarinda MKH'lerin etkinligini gosteren sinirli sayida

calisma varken SVF'nin etkinligini gosteren baska deneysel bir calisma yoktur.

6. SONUC

Inhalasyon hasari, yanigin mortalite ve morbiditesini énemli derecede artirir.
Akut hasarin patofizyolojisi, bir ¢ok sitokinin ve mediatoriin rol aldigi kompleks bir
olaydir. Akciger inflamasyonu, duman inhalasyonundan kaynaklanan akut akciger
yaralanmasinin mortalite ve patofizyolojisinin temel belirleyicilerindendir.

Insanlarda sistemik olarak verilmesinin giivenli oldugu gosterilen SVF'nin,
inhalasyon hasarinda sistemik olarak verilmesinin ardindan hem doku diizeyindeki
histopatolojik bulgular ve hem de serumda bakilan biyokimyasal belirtecler ile
sistemik olarak inflamasyonu azalttigi gosterilmistir.

Sonug olarak hayvan ¢alismalarinda elde ettigimiz bu sonuglarin, otolog
olarak klinik uygulamarda da benzer sekilde etki edebilecegi diisiincesindeyiz.
Kiiltiire kok hiicrelerin maliyet ve zaman dezavantajlar1 nedeni ile onlara alternatif
olarak, elde edilmesi ve uygulanmasi kolay SVF 'nin inhalasyon hasarinda yeni bir

tedavi segenegi olabilir.
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