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OZET

Yusuf ELMA, Kannabinoidlerin, Sicanlarda Gelistirilen Direkt ve Indirekt Akut
Respiratuvar Distres Sendromu (ARDS) Modellerinde, Modele Ozgii Potansiyel Etki
Farklibklarinin Incelenmesi ve Klinik Uygulama Agisindan Degerlendirilmesi,
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Farmakoloji Ana bilim dal,
Tipta Uzmanhk Tezi, Zonguldak, 2023

Bu calisma; siganlarda direkt ve indirekt olmak tizere iki farkli akut solunum sikintisi
sendromu (ARDS) deney modelinde, meydana gelen akciger hasarmdan sorumlu
patofizyolojik mekanizmalar arasindaki farklarin tespit edilmesi, kannabinoidlerin akciger
hasar1 lizerine olas1 koruyucu etkilerinin arastirilmasi1 ve bu koruyucu etkilerdeki modele
0zgii farkliliklarin aydinlatilmasi amaciyla planlanmistir. Calismamizda, siganlarda indirekt
ARDS modeli olarak intraperitoneal (i.p. 10mg/kg) yolla alfa-naftiltiyotire (ANTU)
uygulamasi, direkt ARDS modeli olarak ise intratrakeal lipopolisakkarit (LPS) instilasyonu
(5 mg/kg) secilmistir. Endokannabinoidlerin yikimindan sorumlu enzim olan monoagil
gliserol lipazi (MAGL) inhibe eden JZL184 tedavi ajan1 olarak, ANTU ve LPS
uygulamalarindan 30 dakika dnce 10mg/kg dozunda i.p. yolla uygulanmistir.

Endotel hasarinin 6n planda oldugu ANTU grubundaki akciger dokularinin histopatolojik
incelemesinde; belirgin perivaskiiler genislemeye eslik eden 6dem, hemoraji, konjesyon,
interstisyumda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve alveolar duvar kalinlagsmasi gortilmiistiir.
Epitel hasarinin 6n planda oldugu LPS grubundaki akciger dokularmnin histopatolojik
incelemesinde ise; bronsiol epitelinde yer yer deskuamasyon, bronsiol limeninde artmis
inflamatuvar hiicre ve eritrosit varligi, konjesyon ve alveolar duvar kalinlagsmasi
goriilmustiir. JZL184 her iki hasar modelinde 6dem ve perivaskiiler genislemeyi anlamh
diizeyde azaltirken; ANTU’ya bagh indirekt akciger hasarinda interstisyumdaki
inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu, LPS’ye bagli direkt akciger hasarinda ise bronsiol

liimenindeki inflamatuvar hiicre varligin1 anlaml diizeyde azaltmistir.

JZL.184, antioksidan sisteme ait bir parametre olan katalaz seviyesini, ANTU ve LPS tedavi
gruplarinda sirasiyla ANTU ve LPS gruplarina gore artirdig tespit edilmis ancak bu artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ayrica JZL184’tn LPS’ye bagh akciger



hasarinda antioksidan sisteme ait bir bagka parametre olan glutatyon (GSH) seviyesini
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirdigi saptanmustir. Immiinohistokimyasal
incelemelerde ise JZL184, hem ANTU hem de LPS’ye bagh akciger hasarinda niikleer
faktor-kappa B (NF-xkB) ve kaspaz-3 boyanmasini istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azaltmistir. Bu azalma, patoloji gruplarindaki boyanma yogunluguyla uyumlu olarak ANTU
tedavi grubunda daha c¢ok alveolar duvar dokusunda, LPS tedavi grubunda ise 6zellikle

bronsiol epiteli ve ¢cevresinde tespit edilmistir.

Sonug olarak, bir endokannabinoid olan 2-arasidonil gliseroliin (2-AG) yikiminin inhibe
edilmesi yoluyla diizey ve etkinliginin artirilmasinin; direkt ve indirekt akciger hasarina
bagli meydana gelen inflamasyon, apoptoz ve doku hasar1 tizerinde koruyucu bir etkiye sahip
oldugu saptanmistir. Bu sonuglar farmakoterapinin semptomatik diizeyde kaldigi ARDS
icin, farkli etiyolojilere bagli olarak gelisen farkli patofizyolojik mekanizmalarda,

kannabinoidlerin 6nemli bir terapotik ajan olabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: ARDS, kannabinoid, endokannabinoidler, MAGL inhibitori, 2-
arasidonil gliserol, JZL184



SUMMARY

Yusuf ELMA, Investigation of Model-Specific Potential Effects of Cannabinoids in
Direct and Indirect Models of Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS)
Developed in Rats and Evaluation in Terms of Clinical Practice, Zonguldak Bulent
Ecevit University Faculty of Medicine, Department of Medical Pharmacology,
Specialization Thesis in Medicine, Zonguldak, 2023

This study was planned to determine the differences between the pathophysiological
mechanisms responsible for lung damage in two different acute respiratory distress
syndrome (ARDS) experimental models, direct and indirect, in rats, to investigate the
possible protective effects of cannabinoids on lung damage, and to elucidate model-specific
differences in these protective effects. In our study, intraperitoneal (i.p. 10mg/kg)
administration of alpha-naphthylthiourea (ANTU) was chosen as an indirect ARDS model,
and intratracheal lipopolysaccharide (LPS) instillation (5 mg/kg) was chosen as a direct
ARDS model in rats. JZL184, which inhibits monoacylglycerol lipase (MAGL), the enzyme
responsible for the degradation of endocannabinoids, was administered as a treatment agent
at a dose of 10mg/kg i.p. 30 minutes before ANTU and LPS applications.

In the histopathological examination of lung tissues in the ANTU group, in which
endothelial damage was prominent, edema accompanied by significant perivascular
enlargement, hemorrhage, congestion, inflammatory cell infiltration in the interstitium and
alveolar wall thickening were observed. In the histopathological examination of the lung
tissues in the LPS group in which epithelial damage is prominent, local desquamation in the
bronchiole epithelium, increased presence of inflammatory cells and erythrocytes in the
bronchiole lumen, congestion and alveolar wall thickening were observed. While JZL184
significantly reduced edema and perivascular enlargement in both injury models, it
significantly reduced the inflammatory cell infiltration in the interstitium in indirect lung
injury due to ANTU, and the presence of inflammatory cells in the bronchiole lumen in direct
lung injury due to LPS.

It was determined that JZL.184 increased the level of catalase, a parameter of the antioxidant

system, in the ANTU and LPS treatment groups, respectively, compared to the ANTU and



LPS groups, but this increase was not statistically significant. In addition, it was determined
that JZL184 statistically significantly increased the level of glutathione (GSH), another
parameter of the antioxidant system in lung injury due to LPS. In immunohistochemical
studies, JZL184 statistically significantly reduced nuclear factor-kappa B (NF-xB) and
caspase-3 staining in lung injury due to both ANTU and LPS. This decrease was found
mostly in the alveolar wall tissue in the ANTU treatment group, and especially in the
bronchiol epithelium and its surroundings in the LPS treatment group, in line with the

staining intensity in the pathology groups.

As aresult, it was determined that increasing the level and activity of 2-arachidonoylglycerol
(2-AG), an endocannabinoid, by inhibiting its degradation, has a protective effect on
inflammation, apoptosis and tissue damage caused by direct and indirect lung injury. These
results reveal that cannabinoids can be an important therapeutic agent for ARDS, where
pharmacotherapy remains symptomatic, in different pathophysiological mechanisms due to

different etiologies.

Key Words: ARDS, cannabinoid, endocannabinoids, MAGL inhibitor, 2-arachidonyl
glycerol, JZL.184
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1. GIRIS

Akut solunum sikintisi sendromu (ARDS); sepsis, pndmoni, ciddi travma ve
yaniklar, akciger transplantasyonu, yag embolisi, duman inhalasyonu, kardiyopulmoner by-
pass, akut pankreatit gibi ¢esitli nedenlere bagli olarak akcigerlerde dogrudan veya dolayli
hasarlarin olustugu, alveolo-kapiller permeabilitede artis sonucu nonkardiyak pulmoner
O0demin gelistigi, inflamasyon, fibrozis gibi yapisal degisiklikler, oksijene yanit vermeyen
hipoksemi, azalmis komplians ve azalmis fonksiyonel rezidiiel kapasite ile seyreden, akciger
grafisinde diffliz infiltratlarin bulundugu karmasik bir klinik tablodur (1-8).

ARDS patogenezinde inflamasyon ve apoptoz dnemli rol oynamaktadir. ilk olarak
timoOr nekrozis faktor-alfa (TNF-a), interlokin-1 (IL-1) ve interlokin-6 (IL-6) gibi
proinflamatuvar sitokinler, ardindan da yogun nétrofil birikimi ve aktivasyonu sonucunda
reaktif oksijen tiirevleri gibi toksik mediyatorler salgilanmaktadir. Bu inflamatuvar siireg
alveolar epitel ve kapiller endotelde harabiyete sebep olarak ARDS i¢in tipik histopatolojik
goriintliyii olugturmaktadir (9).

Kannabinoidler, endojen kannabinoidler (endokannabinoidler), fitokannabinoidler
ve sentetik kannabinoidler olmak iizere {i¢ gruba ayrilmaktadir (10-13).
Endokannabinoidler, basta anandamid (AEA) ve 2-AG olmak iizere canli organizmalar
tarafindan arasidonik asitten sentezlenen ve endokannabinoid sistem tizerinde etki gosteren
endojen bilesiklerdir ve klasik noérotransmitterlerin aksine depolanmayip sadece ihtiyag
durumunda iiretilmektedir. Bu endojen bilesikler serbest birakildiktan sonra ters yonde
hareket ederek kannabinoid reseptorleri aktive etmekte ve presinaptik norotransmitter
salmimin1 baskilamaktadir. Endokannabinoidlerden AEA’nin kannabinoid reseptdrler
tizerindeki etkisi parsiyel agonist iken 2-AG ise full agonisttir. Bu endokannabinoidlerin
saliverilmesinden sonra parcalanmak iizere hiicreye geri aliminda endokannabinoid
membran tastyict enzimi (EMT) rol oynarken, AEA ile 2-AG’nin hiicre i¢i yikimindan
sorumlu olan enzimler ise sirasiyla yag asidi amid hidrolaz (FAAH) ve MAGL’dir (14-18).
Bahsedilen bu endokannabinoidler, CB1 ve CB: basta olmak iizere kannabinoid reseptorleri
ve bu kannabinoidlerin sentez ve yikimindan sorumlu enzimlerden olusan Ssisteme
endokannabinoid sistem adi verilmektedir (19). Bu reseptorlerin aktivasyonu/inhibisyonu ile

yikim enzimlerinin inhibisyonu, endokannabinoid sistem {iizerinde modiilasyona imkan



veren ilag mekanizmalar1 arasindadir. Bir baska grup olan fitokannabinoidler bitkisel
kokenli kannabinoidlerdir ve tetrahidrokannabinol (THC) ve kannabidiol (CBD) bu grubun
en bilinen tiyeleridir (20). Kannabinoidlerin son grubu olan sentetik kannabinoidler ise dogal
yollarla elde edilemeyen analoglardir ve endokannabinoid sistem {izerinde etki
olusturmaktadir. Bu grupta kannabinoid reseptor agonist ve antagonistleri yer almaktadir.
Bir rodentisit olan ANTU, akciger 6demi ve plevral eflizyon gelistirerek indirekt
akciger hasarina neden olan kimyasal bir ajandir. Gram negatif bakterilerin dis membraninda
bulunan ve bir glikolipid olan LPS ise, akut inflamatuvar yaniti tesvik ederek direkt hasara
yol agmaktadir. Intraperitoneal yolla ANTU ve intratrakeal instilasyon yoluyla LPS
uygulamasi ile sirasiyla indirekt ve direkt ARDS deney modellerinin olusturuldugu
calismamizda; bu iki ARDS deney modelinde hasardan sorumlu patofizyolojik
mekanizmalar arasindaki farkliliklar, MAGL inhibitorii JZL184’{in akciger hasar1 {izerine
olasi koruyucu etkileri ve bu etkilerdeki modele 06zgii farkliliklarin incelenmesi

amaclanmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akut Solunum Sikintis1 Sendromu

IIk kez 1967 yilinda Ashbaugh ve arkadaslar1, ani solunum yetmezligi olan 12
hastada “akut solunum sikintis1 sendromu” (ARDS) olarak adlandirdiklar: klinik tabloyu
bildirmiglerdir (1). Gegmiste kardiyak veya pulmoner hastalik Oykiisii bulunmayan bu
hastalar, birka¢ giin iginde hizla akut hipoksemi ve g6giis rontgeninde yaygin bilateral
alveolar infiltrasyon gelistirmisler ve bu 12 hastanin 7'si (% 58) 8lmiistiir. Olen tiim hastalara
otopsi yapilmis ve 6’sinda (% 86) hiyalin membranlar, ddem, hiicre nekrozu veya fibrozis
gibi yaygin alveolar hasarin tipik histolojik paterni tespit edilmistir (1). 1971'de Petty ve
Ashbaugh, yiiksek FiO2 (inspire edilen oksijen orani) ve PEEP (ekspirasyon sonu pozitif
basing) kullanan, mekanik ventilasyona dayali ARDS yonetiminin ilkelerini
tanimlamiglardir (2). Oksijene direngli siyanoz ARDS i¢in klinik kriterlerden biri iken,
yazarlar herhangi bir hipoksemi esigi belirtmemislerdir. Bes yil sonra Bone ve arkadaglari,
enaz 0,5 FiO2 ve PEEP'e ragmen 70 mmHg'nin altinda bir hipoksemi esigi 6ne siirmiislerdir
(3). 1982'de ise Pepe ve arkadaslari, bu tanima gogiis rontgeninde yeni ve yaygin bilateral
infiltratlarin varlhigi ile 18 mmHg'dan diisiik pulmoner kama basincini eklemisler, boylece
kardiyojenik pulmoner 6demin hari¢ tutulmasimi saglamiglardir (4). 1988'de Murray ve
arkadaglari, parsiyel oksijen basinci (PaO2)/FiO2 orani, PEEP diizeyi, solunum sistemi
kompliyans1 ve goglis X- ray’inde goriilen infiltrasyonlu kadran sayisina gére ARDS
siddetini degerlendirmek amaciyla akciger hasari skorunu (LIS) Onermislerdir (5).
ARDS'nin tanim1 zaman i¢inde 6nemli 6l¢lide degisse de 1994 yilinda yapilan uluslararasi
Amerikan-Avrupa Konsensiis Konferanst (AECC) ARDS'nin gercek anlamda klinik
taniminin temellerini atmistir (6). Bu konsensiis konferansi epidemiyolojik ¢alismalar ve
arastirmalar ile klinik kullanim i¢in, ARDS tanimina tek tiplilik getirmeyi amaglamistir (6).

Sonug olarak ARDS, su dort kriter kullanilarak tanimlanmastir:
1) akut hipoksemi baslangici,

2) PEEP seviyesinden bagimsiz olarak PaO2/FiO2 oran1 <200 mmHg,



3) Gogiis rontgeninde iki tarafli infiltratlarin varligi,

4) Pulmoner arter kama basinct <18 mmHg veya klinik sol atriyal hipertansiyon

belirtisi olmamasidir (6).

Tiim bu kriterleri karsilayan ancak PaO2/FiO2 orani 201 ile 300 mmHg arasinda
olan ve daha az siddetli hipoksemisi olan hastalar ARDS degil akut akciger hasar1 (ALI)
olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte bu klinik tanim her kriter acisindan yeniden

tartisilmis (7) ve 2012'de “Berlin Tanim1” olusturulmustur (8).

2.1.1. Berlin tanimm

Berlin tanimi, daha iyi bir klinik tanim saglamay1 ve hastalar1 hastaligin siddetine
gore smiflandirmayr amacglamistir. Daha sonra, hipoksi derecesine goére ventilasyon
yonetimi ve tedavi protokolleri 6nerme amaciyla uzman paneli tarafindan bir ¢aligma
yayimlanmistir (21). AECC taniminin ana siirlamalarini ele almak igin Berlin taniminda
onerilmis degisiklikler sunlardir: Ik olarak, ARDS'nin "akut baslangic1" belirlenmistir ve
solunum semptomlarinin klinik bir hasardan sonraki 7 gilin i¢inde mevcut olmasi
gerekmektedir. Zamanlamadaki bu belirleme, idiyopatik pulmoner fibroz, spesifik olmayan
interstisyel pnomoni, kriptojenik organize pndmoni, polianjitli graniilomatozis veya ilaca
bagli akciger hastalifi gibi solunum semptomlar1 gelistiren ve ARDS’yi taklit eden
hastaliklarm ekarte edilmesini saglamistir (22). Ikinci olarak, hastalar hipoksemi agisindan
siddetine gore siniflandirilmis ve PaO2/FiO2 orani 201 ile 300 arasinda hafif, 101 ile 200
arasinda orta ve 100 mmHg'ya esit veya altinda ise agir ARDS olarak siiflandirilmistir (8).
Boylece PaO2/FiO2 oran1 300 mmHg'ya kadar olan hastalar da dahil edilerek Berlin tanima,
daha once akut akciger hasari olarak adlandirilan hafif ARDS'li hastalar1 da kapsar hale
getirilmistir. AECC tanimmin 6nemli bir sinirlamasi, kullanilan PEEP seviyesinden
bagimsiz olarak PaO2/FiO; oraninin degerlendirilmesi oldugundan Berlin tanimi, PaO2/FiO>
oraninin en az 5 cmH20 olan bir PEEP seviyesi ile 6l¢lilmesi gerektigini belirtmistir (8).
Ugiincii olarak, AECC tamimi ARDS'de pulmoner arter kama basincinin 18 mmHg'y1
gegmemesi gerektigi lizerinde dursa da (6), ARDS'li hastalarda yiiksek pulmoner kama

basinct degerleri yaygin olarak gozlenmis (23,24) ve hemodinamik durumun yonetimi igin



pulmoner arter kateterinin rutin kullaniminin anlamsiz oldugu tespit edilmistir (25). Bu
nedenle pulmoner arter kama basinci1 gereksinimi Berlin tanimindan ¢ikarilmig ve var olan
solunum yetmezliginin bir klinisyen veya ekokardiyografik goriintiilleme ile Kkalp
yetmezligine bagh olarak agiklanamamasi ve kardiyojenik pulmoner édemin dislanmasi
gerekliligi eklenmistir (8). Dordiincii olarak da, Berlin tanim1 radyolojik bulgu kapsaminda,
gogiis rontgeninde ve bilgisayarli tomografi (BT) taramasinda efiizyon, akciger kollapsi

veya nodiiller ile tam olarak agiklanamayan bilateral opasiteleri almistir (8).

Berlin tanimina gore hafif, orta ve agir ARDS kriterleri asagida Tablo 1’de (26)

gosterilmistir:

Tablo 1. Berlin tanimina gére ARDS siiflandirmast

Kriterler Hafif Orta Agir
Zaman Akut baglayan; bir hafta i¢inde baslamus klinik veya yeni-
kdtiilesen solunum bulgular
Odem Sivi  yiklenmesi veya kalp yetmezligi ile tamamen
sebebi aciklanamamis solunum yetmezIligi*
Hi poksi 300>PaQ,/Fi PaO,/FiO.< PaO,/FiO,
0,>200 ile 200 ile <100 ile
PEEP/CPAP PEEP>5 PEEP>10
>5
Radyolojik En az g
anormallik kad
Cift  tarafli Cift tarafli kszzr;;n
opasite** opasite** opasite**
CRS<40mL/
cmH;O veya
E.k . N/A N/A VEcorr >10
fizyolojik L/dakika
anormallik

* Risk faktoriiniin olmamasi durumunda objektif degerlendirilmelidir

** Kitle, nodiil, efiizyon veya akciger kollapsi ile tamamen agiklanamamig
CPAP: Devaml pozitif hava yolu basinci, CRS: Istirahatte akciger kompliyansi, VEcorr = VE x PaC0O/40
(viicut ylizey alani ile diizeltilmis dakika ventilasyonu), N/A: uygulanabilir degil



2.1.2. ARDS insidansi ve mortalitesi

ARDS insidansi, PaO2/FiO2'si 300 mmHg'ya kadar olan hastalar1 iceren Berlin
tanimi1 kullanildiginda beklendigi gibi daha yiiksek olmustur. 2000'lerin basinda, {i¢ calisma,
AECC tanimin1 kullanarak ARDS insidansini ve sonucunu degerlendirmistir (27-29). Bu
calismalarda, yogun bakim iinitesine (YBU) kabul edilen hastalarin yaklasik % 7-8'i ARDS
icin klinik kriterleri karsilamis ve PaO2/FiO>'si 200 mmHg veya daha diisiik olan hastalarda
mortalite % 35 ile % 50 arasinda degismistir.

50 iilkedeki 459 YBU arasinda 4 haftalik bir siire i¢inde gerceklestirilen biiyiik bir
uluslararas1 aragtirma, mevcut Berlin tanimina gére ARDS igin klinik kriterleri karsilayan
hastalar1 taramistir  (30). ARDS'li hastalar, AECC tanimini kullanan yukaridaki
calismalardan daha yiiksek olacak sekilde tiim YBU yatislarinin % 10,4'{inii temsil etmistir
(27-29). YBU'deki entiibe hastalarin % 23", YBU'de kaldiklar: siire boyunca ARDS igin
klinik kriterleri karsilamis, bunlarin % 30'unda hafif, % 47'sinde orta ve % 23'linde ise agir
ARDS goriilmiustiir. ARDS'yi tetikleyen risk faktorleri vakalarin % 59'unda pndémoni, %
14'inde aspirasyon, % 16'sinda ekstrapulmoner sepsis ve % 7,5'inde kardiyojenik olmayan
sok seklinde tespit edilmistir. Bazi hastalarda birkag¢ risk faktorii olabilirken, vakalarin
yaklastk % 8'inde (ARDS’yi taklit edenler) olagan risk faktorlerinin higbiri
tanimlanmamigstir. Bu caligma ayni1 zamanda ARDS'li bircok hastanin bu hastaliga sahip
oldugu sirada klinisyen tarafindan teshis edilemedigini de vurgulamistir ve hafif ARDS'li
hastalarin yaklagik yarisinda bu durum goriilmiistiir. ARDS'nin klinik teshisi, agir ARDS
icin daha yiiksek oranda olsa da % 21'i yine de teshis edilememistir. Bu ¢aligmada genel
mortalite ise YBU'de % 34 iken, hastane i¢i % 40’tir. Ayrica hastane i¢i mortalite; hafif
ARDS’li hastalar igin % 35, orta olanlar i¢in % 40 ve agir olanlar iginse % 46 olarak tespit
edilmistir (30).

ARDS’ye bagli genel mortalite oran1 % 40-50 gibi oldukca yiiksek bir degerdir ve
ARDS’li hastalarin ¢ogu hipoksemiye degil, ¢oklu organ yetmezligine bagli olarak
kaybedilmektedir. Pulmoner fonksiyon bozuklugu, kronik karaciger hastaligi, sepsis ve ileri
yas, mortaliteyi belirleyen risk faktorleri arasindadir (31). Sepsisle iliskili ARDS’de
mortalite riski yiiksekken, major travmanin neden oldugu ARDS’li hastalarda ise daha

olumlu bir prognoz mevcuttur.



2.1.3. ARDS’nin etiyolojik faktorleri

Hayat1 tehdit eden solunum yetmezligiyle seyreden ARDS’de mekanik
ventilasyonun saglanamamasi durumunda hastalarin biiylik ¢ogunlugu kaybedilmektedir
(32). Dogrudan veya dolayli olarak akciger parankiminde ya da damar yapisinda gelisen bir
hasarin s6z konusu oldugu ARDS’nin akciger patolojisinde, hasara yol agan nedene bagl
olarak bazi farkliliklar bulunmaktadir (33). ARDS’ye neden olan faktorler, direkt akcigeri
ilgilendiren pulmoner nedenler (direkt ARDS) ve sistemik bir hastalik kaynakli ortaya ¢ikan
ekstrapulmoner nedenler (indirekt ARDS) olarak ikiye ayrilmaktadir ve Tablo 2’de bu

nedenlerle ilgili 6rnekler gosterilmistir (34).

Tablo 2. ARDS’nin etiyolojik faktorlerine 6rnekler

Direkt Indirekt
Aspirasyon Sepsis
Pnoémoni (bakteriyal, viral, fungal) Yaniklar
Toksik inhalasyon Akut pankreatit
Pulmoner kontiizyon Kafa travmast
Suda bogulma Coklu travma

Direkt nedenli ARDS’de dogrudan bir akciger hasari, indirekt nedenli ARDS’de ise
sistemik inflamatuvar siire¢ sonrasi olusan dolayl bir akciger hasari s6z konusudur. Sepsis,
genel olarak ARDS olusumunun en oOnemli nedenlerinden biriyken direkt ARDS
nedenlerinin basinda mide igeriginin aspirasyonu yer almaktadir. Ayrica pndmoni, bogulma,
duman inhalasyonu ve akciger kontiizyonu gibi nedenler de direkt ARDS’ye yol agabilecek
nedenlerdir. indirekt nedenler arasinda ise yaniklar, akut pankreatit, kafa travmasi ve ¢coklu
travma gibi nedenler bulunmaktadir (35). Klinik agidan, direkt ve indirekt ARDS arasinda

gozlenen farkliliklar Tablo 3'te 6zetlenmistir.



Tablo 3. Direkt ve indirekt ARDS arasinda farklilik gosteren klinik 6zellikler (36)

esdeger olma egilimindedir

Direkt Indirekt
Patoloji Epitel hasar1 daha belirgindir | Endotel hasar1 daha belirgindir
Hyalin membranlar stirekli | Hyalin membranlar daha esit
olmayip kalin olma | dagilmis ve ince olma
egilimindedir egilimindedir
Artan fibrin ve kollajen daha | Artan faktor VIII daha belirgin
belirgin olma egilimindedir olma egilimindedir.
Radyografi Konsolidasyon, BCO'ya | BCO, konsolidasyondan daha

belirgin olma egilimindedir

BCO daha
egilimindedir

yaygin olma

BCO daha merkezi konumda
olma egilimindedir

Konsolidasyon daha asimetrik
ve diizensiz olma
egilimindedir

Konsolidasyon  daha  az
belirgin olma egilimindedir

Opakliklar, bagimli olmayan
(ventile edilmeyen) akciger

Opakliklar bagimhi (ventile
edilen) akciger bolgelerinde

bolgelerinde olma | olma egilimindedir.
egilimindedir

Solunum Mekanizmalari Akciger  elastanst1  artma | Akciger ve gogis duvar
egilimindedir elastansi artma egilimindedir

PEEP'e daha az cevap verme
egilimindedir

PEEP'e daha ¢ok cevap verme
egilimindedir

bozukluklar ile iliskilidir

Terapotik Cevap Pron pozisyona daha ¢ok | Alveolar yeniden isleve sokma
cevap verme egilimindedir manevralarina daha ¢ok cevap
verme egilimindedir
Siirfaktan ile daha iyidir Siirfaktan ile daha kotiidiir
Genetik Risk Artmis RAGE seviyesine | Artmis Angpt-2 ve VWF
sahip olma egilimindedir seviyelerine  sahip  olma
egilimindedir
TNFnin -308A aleli (diisiik | TNF'nin TNFB22 aleli (diisiik
risk) risk)
Klinik Sonu¢ Yasam kalitesinde daha hafif | Yasam kalitesinde daha ciddi

bozukluklar ile iliskilidir




Artrms mortalite egilimindedir

Kisaltmalar: BCO: Buzlu cam opasiteleri, PEEP: Pozitif ekspirasyon sonu basinci, RAGE: Ileri glikasyon son
tirlinlerinin reseptori, Angpt 2: Anjiyopoeitin-2, vWF: von Willebrand faktorii

2.1.4. ARDS patofizyolojisi

ARDS, alveolar-kapiller bariyerde siddetli inflamatuvar hasar ile karakterize bir
hipoksemik solunum yetmezligi seklidir. Bu hasar, pndmoni veya bronsiyal aspirasyon
vakalarinda oldugu gibi epitelde (direkt ARDS) veya sepsis vakalarinda oldugu gibi
endotelde (indirekt ARDS) olabilmektedir (37—39). Son zamanlarda, bu iki etiyoloji arasinda
molekiiler farkliliklar1 gosteren kanitlar ortaya ¢ikmustir (40). Ayrica travma (travma ile
iliskili akciger hasar1) sonrasinda ARDS gelisen hastalar, diger ARDS tiplerine kiyasla farkli
klinik 6zellikler ve biyobelirteg profilleri sergileyebilmektedir (41). ARDS hastalari arasinda
sadece siddet ayrim1 degil, ayn1 zamanda travma, transfiizyon, kanser ve septik olaylar gibi
farkli ARDS etiyolojileri arasindaki ayrim da 6nemli goriinmektedir. Spesifik olarak bu
ayrimlar1 hedef alan yeni tedaviler umut verici sonuglar ortaya koyabilme potansiyeline

sahiptir.

2.1.4.1. ARDS patogenezinin asamalari

Direkt veya indirekt ARDS, inflamatuvar yanitla baslayan bir siiregtir. Bu siiregteki
akciger hasar1 inflamatuvar asama (akut, eksudatif), proliferatif asama ve fibrotik asama
olmak tizere li¢ asamadan olusmaktadir. Histopatolojik donemler akut akciger hasarina
neden olan faktore, hastane kaynakli pndmoninin eklenip eklenmemesine ve uygulaniyorsa

ventilator tedavisinin potansiyel etkilerine gore degisiklik gosterebilmektedir (42,43).

1. Inflamatuvar Asama: ilk bir hafta i¢inde gozlenen bu asama, endotel ve
epitelyal bariyerlerin hasarlanmasi sonucunda lokal ve sistemik sitokin salinimi ile
karakterizedir (44). Solunum yetmezliginin goriilmesinden itibaren, ilk iki giin i¢inde
baslayarak bir hafta i¢cinde sonlanan diffiiz bir alveolar hasar olusmaktadir. Alveolar nétrofil

infiltrasyonu, makrofaj ve diger pro-inflamatuvar hiicrelerden salinan sitokinlerden



kaynaklanmaktadir (9). Bu siiregte, Tip 1 hiicrelerde hasar, siirfaktan hasari, hyalen
membran olusumu, hemoraji, kapiller konjesyon, intravaskiiler fibrin olusumu, trombosit ve
mikrotrombiis birikimi, protein birikimi, interstisyel ve alveolar 6dem meydana gelmektedir.
Inflamatuvar asama, hasarin derecesiyle yakindan iliskilidir. Bu asamanin sonunda, Tip 2

epitel hiicrelerinde belirgin reaktivite ve hiperplazi gelismektedir (45-47).

2. Proliferatif Asama: Tip 2 hiicreler tarafindan epitelyumun yenilenmesini
kapsamaktadir. Tip 2 hiicreleri proliferasyona ugrayarak Tip 1 hiicrelerine doniismektedir
(44). Bu asamada, fibroblastlarin proliferasyonu, migrasyonu ve eksiidaya gegisi sonucu
eksiida graniilasyon dokusuna cevrilmektedir. Kollajen birikimi, fibréz doku olusumu ve
vaskiiler tikanmalar da alveol duvarinda matriks olusumuna yola agarak alveolar duvarin
kalinlagmasina neden olmakta (9) ve makrofaj-monosit infiltrasyonu sonucu bir hafta iginde

baslayan ve iki hafta icinde sonlanan matriks hasar1 olugsmaktadir (45,48).

3. Fibrotik Asama: Tip 1 kollajene ¢evrilmek tizere, Tip 3 kollajen birikiminin
oldugu asamadir ve hasarin derecesine ve kisiye gore degisik zamanlarda sonlanmaktadir
(49). Interstisyel ve intraalveolar fibroz, matriks metalloproteinazlar1 (MMP) ve
jelatinazlarla azaltilmaya galisilmaktadir. Bu asamada kist olusumu, skar ve amfizemat6z
degisiklikler meydana gelmektedir. Vaskiiler yapilarda fibroproliferatif ve trombotik
degisiklikler gozlenmektedir (9). Akciger sivist veya serumda yiiksek prokollajen peptid
konsantrasyonlari, zayif prognozla iligkili olup erken fibroproliferasyonun derecesini
belirtmektedir (45-47).

2.1.4.2. ARDS patofizyolojisindeki mediatorler

Dogustan gelen bagisiklik cevabi, ARDSin patofizyolojisinde dnemli bir yere
sahiptir. Makrofajlar, ndtrofiller, epitelyal ve endotelyal hiicreleri igeren bagisiklik siiregleri,
doku hasarina aracilik etmede rol oynamaktadir. Sitokinler ve diger pro-inflamatuvar
molekiiller de bu siiregte yer almaktadir. Bu ajanlar, ARDS'de inflamatuvar cevabi
baslatarak devam ettirmektedir. Sitokinler yalnizca inflamatuvar hiicrelerden degil aym

zamanda fibroblastlar ve akciger epitel hiicrelerinden de salinabilmektedir.
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TNF—a ve interlokin-1f (IL-1B); makrofajlar, nétrofiller ve diger hiicre tiplerinde
olusturulan 6nemli iki sitokindir. ARDS’li hastalarda veya risk altindakilerde TNF-a ve IL-
1B, BAL (bronkoalveolar lavaj) sivisinda tespit edilebilse de, diizeyleri morbidite ve
mortalite ile iliskili degildir. Interlokin-2 (IL-2), interlokin-4 (IL-4), IL-6 ve interldkin-8 (IL-
8) gibi diger sitokinler de notrofil kemotaksisini ve vaskiiler permeabiliteyi artirmakta ve
ARDS'deki inflammatuvar siirece katki saglamaktadir. Bu mediatorlerin @ ARDS
patofizyolojisindeki rolii diisliniildiigiinde; TNF, IL-1, IL-6, IL-8 ve diger proteinler i¢in bir
regiilator transkripsiyon faktorii olmasi nedeniyle, NF-kB’nin de ARDS patolojisinde
onemli bir yere sahip oldugu acgiktir. ARDS patofizyolojisindeki alveolar hasarda etkili

mediatdrler, saglikli alveolle karsilagtirmali olarak Sekil 1°de gosterilmistir.

Saglikh Alveol Akut Fazdaki Hasarli Alveol
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Sekil 1. ARDS patofizyolojisinde etkili mediatorler

(Bu gorsel, BioRender.com tarafindan hazirlanan "Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) ”
sablonundan uyarlanmis (2023) ve "https://app.biorender.com/biorender-templates” internet sitesi tizerinden
olusturulmustur.)
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2.1.4.2.1. Alveolar makrofajlar

Alveolar makrofajlar, havadaki partikiillere ve mikroorganizmalara karsi ilk
savunma hattin1 olusturmaktadir ve patojenleri algilamak ve fagosite etmek ic¢in cesitli
reseptorler ve tanima mekanizmalart kullanmaktadirlar (50). Akciger inflamasyonu
sirasinda, klasik olarak aktive edilmis makrofajlar (KAM) ve alternatif olarak aktive edilmis
makrofajlar (AAM) olmak {izere iki ana farklilasma mevcuttur. KAM'lar M1 makrofaj
fenotipini gostermektedir ve interferon gama (IFN-y) tarafindan parakrin sinyallemesine
yanit olarak, interferon beta (IFN-B) tarafindan ise otokrin sinyallemesine yanit olarak
yiiksek diizeyde IL-1PB, TNF-a, interlokin-12 (IL-12) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) gibi proinflamatuvar sitokinler tiretmektedir (51,52). AAM'ler ise, M2 makrofaj
fenotipini gostermektedir ve IL-4 ve interlokin-13’ten (IL-13) gelen sinyale yanit olarak
anti-inflamatuvar sitokinler olan interlokin-10 (IL-10) ve interlokin-1Ra (IL-1Ra)

uretmektedir.

Mekanik ventilasyon altindaki ARDS ve kardiyojenik pulmoner 6demli hastalardan
ve ventile edilmemis saglikli goniillillerden alinan BAL sivisi karsilastirmasinda; ARDS
hastalarindan alinan alveolar makrofajlarin, klasik olarak aktive edilmis makrofajlara, yani
M1 fenotipine meyilli oldugu gosterilmis ve M1 fenotipi kaliciliginin daha koétii sonuglarla
iligkili oldugu belirtilmistir (53).

2.1.4.2.2. Notrofiller

Notrofiller; aktive makrofajlar, pulmoner epitelyal ve endotelyal hiicreler
tarafindan salinan kemotaktik faktorlere yanit olarak inflamasyon bolgesine toplanan ilk
16kositlerdir (54). ARDS'li hastalarin BAL sivisindaki notrofil konsantrasyonunun, hastalik
siddeti ve kotl sonug ile iligkili oldugu bildirilmistir (55). Ayrica nétrofillerin endotelyal-
epitelyal bariyer bozulmasinda rol oynadig1 da éne siiriilmiistiir (56). Ote yandan, nétropenik
hastalarda da ARDS gelisebilmektedir (57) ve bu da, ARDS'nin nétrofil bagimli ve
notrofilden bagimsiz siirecleri icerebildigini gostermektedir. CXCL8 olarak da bilinen

kemokin IL-8'in ARDS’de akcigere noétrofil toplanmasinda merkezi rol oynadigi
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distiniilmektedir (58). Pulmoner 6dem aspiratlari ve BAL sivisindan olusan ARDS
orneklerinde; artmig IL-8 konsantrasyonlari, hastalik siddeti (59) ve hava bosluklarina
notrofil gogti (60) arasinda 6nemli korelasyonlar tespit edilmistir. IL-8, ARDS hastalarindan
aliman BAL sivisindaki en giiglii n6trofil kemoatraktani olarak kabul edilmistir ve LPS ile
uyarilan insan alveolar makrofajlarindan salinan baskin nétrofilik kemokindir (61). Sadece
izole IL-8 degil, kompleksleri de ARDS patofizyolojisi ile iliskilidir. IL-8 immiin
kompleksleri, IL-8'in endojen immiinoglobulin G'ye (IgG), esas olarak da 1gG3 ve IgG4 alt
siniflarina baglanmasiyla karakterizedir. ARDS'li hastalarda ve ARDS gelistirme riski
tagiyanlarda yliksek IL-8 immiin kompleks seviyeleri kotii klinik sonugla iligkilendirilmistir
(62). Olast bir mekanizma, Bcl-xL ekspresyonundaki artis ve Bak ve Bax'taki azalma ile
iliskili nétrofil apoptozundaki diisiistiir (63). Bu dogrultuda, ARDS'li hastalarda nétrofil
apoptozunun geciktigi bilinmektedir (64), bu da proteinaz-3, katepsin-G ve matriks
metalloproteinaz gibi noétrofil triinlerinin salinmasiyla, doku hasarmin devam etmesini
aciklayabilmektedir. Notrofil etkisinin bir bagka mekanizmasi, NETosis olarak bilinen hiicre
oliimii stirecinde, notrofil hiicre dis1 tuzaklarinin (NET) salinmasidir (65). NET olusumu;
niikleer membranin parcalanmasini, kromatin yogunlasmasim1 ve DNA ile graniil
proteinlerinin  hiicre dist1 bosluga salinmasini kapsamaktadir (66). NET'ler gii¢lii
antimikrobiyal 6zelliklere sahip olsalar da, konak hiicreler i¢in dogrudan toksik olan histon,
enzim ve peptidler igermektedir ve hastalardaki steril transfiizyonla iligkili akut akciger
hasarinda (TRALI) da gézlenmistir (67).

2.1.4.2.3. Alveolar epitel

Epitel hasari; alveolar ddeme (68), alveolar bosluktan bu 6dem sivisinin atiliminin
azalmasina (69), siirfaktan liretiminin ve dongiisiiniin azalmasina (70) ve fibrozise (71) yol
agmaktadir. Iki farkli hasta grubuyla yapilan bir ¢alisma (40), direkt ARDS'nin indirekt
ARDS ile karsilastirildiginda daha siddetli akciger epitel hasar ile karakterize oldugunu ve
bunun tersine, indirekt ARDS'in ise daha siddetli endotel hasari ve inflamasyon ile

karakterize oldugunu ortaya koymustur.
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Siirfaktan proteini-D (SP-D), IL-6, IL-8, anjiyopoietin-2 (Angpt-2), ileri glikasyon
son lriinlerinin reseptorii (RAGE) ve von Willebrand faktorii (VWF) gibi analiz edilen ¢ok
gesitli plazma biyobelirtegleri ve bunlarin ilgili prognostik degerleri arasinda SP-D, direkt
akciger hasariin en giivenilir molekiiler gostergesi olmustur. Tip 2 epitel ve klara hiicreleri
tarafindan {dretilen SP-D, gram pozitif ve gram negatif bakterileri kapsayan
mikroorganizmalarin yiizeyindeki karbonhidrat tanima bdlgesi (CRD) araciligiyla
glikokonjugatlar ve lipidlerle etkilesime giren biiyiik bir hidrofilik proteindir (72). Bu
protein, bakterilerin agliitinasyonuna neden olabilmekte, konakg¢i1 hiicrelere girigini ve
yayilmasini engelleyebilmekte ve bakteri hiicre duvari gegirgenligini ve fagositik hiicreler

tarafindan opsonizasyonunu artirarak bakteri 6liimiine yol agabilmektedir (73).

2.1.4.2.4. Alveolar endotel

Vaskiiler endotel, damardan alveollere gecen sivi veya inflamatuvar hiicrelerin
karsilastig1 ilk bariyerdir. Endotelyal bariyer, vaskiiler ve interstisyel bosluklarin uygun
sekilde boliimlere ayrilmasini saglarken ayni zamanda kii¢iik molekiillerin difiizyonuna ve
makromolekiiller ile bagisiklik hiicrelerinin ise kontrollii aligverisine izin verecek sekilde
sik1 diizenlenmistir (74). Endotelyal bariyer biitiinliigliniin bozulmasi, damar sisteminden
hava bosluguna asir1 sivi ve protein sizintisi ile sonuglanmaktadir. Notrofillerin akcigerin
mikro dolasiminda birikerek aktive olup, daha sonra degraniile olarak reaktif oksijen tiirleri
(ROS), proteazlar, proinflamatuvar sitokinler ve prokoagiilan molekiiller dahil olmak tizere
cesitli toksik mediatorlerin salinimina neden oldugu bir aktivitenin sonucu olarak, bu bariyer
biitiinliigiic kaybt meydana gelmektedir. Notrofiller tarafindan yapilan bu hasar, fokal
adezyonlari, transmembran integrinleri ve endotel hiicrelerinin hiicre iskeletini degistirerek
vaskiiler gecirgenligi artirmaktadir. Diger inflamatuvar mediatérler de akciger kilcal
damarlar iizerinde etki ederek, 16kosit adezyonu icin 6nemli olan kemokinlerin ve hiicre
yiizeyi molekiillerinin ekspresyonunun artmasina neden olabilmektedir (75,76). Ayrica,
endotelyal bariyerin hasarina, aktive edilmis lokositlerin etkilerinden bagimsiz olarak
bakteriyel veya viral faktorler de aracilik edebilmektedir. Ornegin, Pseudomonas aeruginosa
ve Staphylococcus aureus tarafindan {iretilen toksinler, epitelyal bariyerin yani sira

endotelyal bariyeri de yikmaktadir (77,78).
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ARDS patofizyolojisinde NF-xB yolundaki inflamatuvar mediatorlerler disinda
anjiyopoietin reseptorii olan spesifik transmembran tirozin kinazlar da (Tie-2) 6nemli bir rol
oynamaktadir. Nanomolar afiniteye sahip Angiopoietin 1 (Angpt-1) ve Angiopoietin 2
(Angpt-2) ligandlari, endotel hiicre fonksiyonu iizerinde zit etkilere sahip olabilmektedir.
Angpt-1 biiyiik Ol¢lide periendotelyal hiicreler ve trombositler tarafindan sentezlenip
salgilanirken, Angpt-2 endotelde sentezlenmektedir ve Weibel-Palade cisimcikleri adi
verilen graniillerde hizli salinim i¢in depolanmaktadir (79). Angpt-1'in N-terminal bolgesi,
hiicre dis1 matrise lokal yapismay1 destekleyebildiginden (80) dolasimda diisiik seviyelerine
ragmen yiiksek doku konsantrasyonuna erisebilmektedir. Sepsis, ARDS ve ilgili
durumlarda, dolasimdaki Angpt-1 baskilanmig goriinmektedir (81) ve sepsis veya ARDS
durumunda Angpt-1, dolasimdaki Angpt-2'nin 5 ila 20 kat artisiyla karsilastirildiginda, iki
ila ti¢ kat diismektedir. Dolasimdaki Angpt-2 konsantrasyonlari, Angpt-1'den ¢ok daha genis
dinamik bir araliga sahiptir. Parikh ve arkadaslari, komplike olmayan sepsisli hastalar ve
hastanede yatan saglikli deneklerle karsilastirildiginda, yogun bakim iinitesine kabul
sirasinda siddetli sepsisi olan hastalarin dolasimindaki Angpt-2 diizeylerinde 10 ila 20 kat
artis bildirmistir. Ayrica siddetli sepsisi olan hastalarin komplike olmayan sepsisi olanlara
gore daha yiiksek Angpt-2 pik konsantrasyonlar1 gelistirdigini ve bozulmus akciger gaz
aligverisi olan bireylerin normal gaz degisimi olanlardan daha yiiksek Angpt-2 degerlerine
sahip oldugunu gézlemlemislerdir (82). Tek merkezli ve ¢ok merkezli kohort ¢alismalarinda
Angpt-2, indirekt ARDS'nin saglam bir gostergesi olmustur (40). Enfeksiyon siiphesi olan
270 yetiskinin acil servis temelli bir caligmasinda, hastaneye yatisin ilk saatinde 6lgiilen
dolasimdaki Angpt-2'nin yatan hasta 6liimiinii 6ngordiigii tespit edilmistir (83). Hoeboer ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada ise, birka¢ ilgili biyobelirtegle karsilastirildiginda
Angpt-2’nin, altta yatan risk faktoriinden bagimsiz olarak atesli kritik hastalarda geg
baslangicli ARDS'min ciddiyetini 6ngérme, seyrini izleme ve sonuglarini tahmin etme

yetenegine sahip bir biyobelirte¢ oldugu belirtilmistir (84).

2.1.5. ARDS tedavisi

ARDS’de temel tedavi; primer nedenin tedavisi, yeterli oksijenasyonun saglanmasi,

metabolik destek, komplikasyonlarin Onlenmesi ve komplikasyonlarin tedavisinden
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olusmaktadir. Mekanik ventilasyon ana terapdtik yontem olsa da farmakotedavi yaklagimlari
da giderek artmaktadir. Bu yaklagimlar arasinda; anti-inflamatuvar ajanlar, kortikosteroidler,
arasidonik asit metabolizmas1 inhibitorleri, beta-2 agonistler, antioksidanlar, mezensimal
kok hiicreler, eksojen siirfaktan, plazminojen aktivator inhibitorii-1 (PAI-1) gibi ajanlarla
yapilan tedaviler yer almaktadir. Bu tedavilerin deneysel arastirmalardaki sonuclari ile

insandaki etkileri arasinda farkliliklar bulunmaktadir (43,85,86).

ARDS tedavisi i¢in ¢alisilan ajanlardan olan nanopeptid AP301, pulmoner epitelyal
(ENaC) ve endotelyal sodyum kanallarini aktive ederek alveolar sivi klirensini artirmaktadir
(87). AP301'in faydali etkisi, hayvan pulmoner 6dem modellerinde gosterilmistir (88).
ARDS'nin altinda yatan patofizyolojik siireci dogrudan hedefleyen SB-681323 isimli ajan
ise, selektif P38 alfa inhibitoriidiir ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yoluyla
etkileserek inflamatuvar cevabi baskilamaktadir. Interferon beta-1a ise endotelyal bariyer
fonksiyonundan sorumludur ve CD73 upregiilasyonunu saglayarak ARDS’de 6nemli rol
oynayan vaskiiler sizintiyr dnlemektedir (89). FG-4497, hipoksi ile indiiklenebilir faktor-2
alfa (HIF-2a) sinyallemesini aktive ederek VE-kadherin fosforilasyonunu azaltan ve boylece
hiicre baglanti biitinligiinii destekleyen yeni bir molekiildiir. FG-4497, ARDS gibi akciger

hastaliklarinda endotel hiicre onarimini hedefleyen yeni bir farmakolojik segenektir (90).

2.2. ARDS Deney Modelleri

2.2.1. Direkt yontemler

2.2.1.1. intratrakeal LPS

LPS, gram negatif bakterilerin dis membraninda bulunan bir glikolipittir ve
iceriginde bulunan lipid A, LPS’nin biyolojik etkilerinin biiyiik kismindan sorumludur.
Immiin sistemin potent bir aktivatorii olan LPS, gram negatif bakteriyal sepsisin énemli bir
mediyatoriidiir ve sistemik LPS uygulamasi, bakteriyal sepsis modeli olusturmadaki ilk

yaklasimlardan biridir (91-93). Makrofajlardan TNF-a, IL-1p ve IL-6 gibi inflamatuvar
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sitokinlerin salinimini indiikleyen LPS, septik sok ve ¢esitli inflamatuvar hastaliklarin

patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir (94,95).

LPS, hayvanlarda sistemik bir inflamatuvar yanit1 uyarmak i¢in i.p. veya intraventz
(i.v.)/damar i¢i olarak verilebilmekte ve bdylece sepsis modellenebilmektedir.
Intraperitoneal LPS uygulamas sistemik inflamasyon araciligiyla hafif bir akciger hasarina
sebep olurken, LPS'nin intratrakeal verilmesi akcigere akut inflamatuvar hiicre akisina ve
direkt hasara yol agmaktadir. Intratrakeal LPS uygulamasi ile murin ARDS modeli
olusturulmus bir ¢alismada, LPS sonras1 belirgin bir nétrofilik inflamasyon, akciger doku
hasar1 belirtileri ve alveollere protein ekstravazasyonu gozlenmistir (96). Uygulanacak LPS
dozu, LPS’nin tipine bagli oldugu kadar hayvanin tiiriine gére de degisiklik gostermektedir.
Ornegin diisiik doz LPS uygulamasi; kedi, koyun ve domuzlarda pulmoner inflamasyona

neden olurken, kopekler ve rodentlerde bu etki olusmamaktadir (97).

2.2.1.2. Asit aspirasyonu

Mide igeriginin aspirasyonu ARDS i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir ve aside bagh
akciger hasar1 modellerinde de mide suyu aspirasyonunun klinik durumu taklit edilmeye
calisilir. Bu modelde genellikle deney hayvanlarmin solunum yollarina, 1-2 arasi pH
degerinde 1-4 mL/kg HCl damlatiimaktadir (98). Bu uygulama sonucunda nétrofil bagimli
akut akciger hasar1 olugsmaktadir ve bu hasar fizyolojik agidan akciger hacminde azalmaya,
histolojik agidan ise alveolar epitel ve endotelde hasar, akut noétrofilik inflamasyon, intra-

alveolar ve interstisyel 6dem, nekroz ve hemorajiye sebep olmaktadir.

2.2.1.3. Mekanik ventilasyon

Hayvanlarda pulmoner inflamasyona ve akciger hasarina neden olabilen mekanik
ventilasyon, insanlardaki ventilator ile indiiklenen akciger hasart ile iligkilidir (92,99,100).

Bu modelin ana avantaji, klinikle iliskili olmas1 ve klinik uygulamada degisiklik yapma
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firsat1 saglamasiyken, dezavantaj1 ise modelin karmagikligidir (92). Ayrica bu modelde daha

ciddi yaralanma elde etmek i¢in daha yiiksek tidal hacimler kullanilmalidir (99-101).

2.2.1.4. Siirfaktan deplesyonu (salin lavaji)

Protein ve fosfolipid karisimindan olusan ve alveol yiizey sivisinin onemli bir
komponentini olusturan siirfaktan, alveolar tip 2 hiicrelerince sentezlenerek salgilanmaktadir
ve akcigerin normal fonksiyonu igin gerekli bir faktordiir (102). Siirfaktan, yiizey gerilimini
diisiirmekte ve diislik akciger voliimiinde alveolar alanlarin kollabe olmasini 6nlemektedir.
Siirfaktan1 stabilize eden siirfaktan proteinleri ayni zamanda akcigerlerdeki immiin

savunmayi1 da modiile etmektedir.

Salin lavaj (% 0.9 NaCl) uygulamasi ile siirfaktanin tiiketilmesine dayanan bu
ARDS modelinde tekrarlanan salin lavaji, alveolar yiizey sivisindaki siirfaktan lipid
konsantrasyonunu azaltarak alveolar yiizey gerilimini degistirmektedir. Siirfaktandaki bu

azalma daha sonra alveolar kollapsa ve alveolar konak savunmasinin bozulmasina yol

acmaktadir (92,103).

2.2.1.5. Akciger iskemi/reperfiizyonu

Akciger iskemi/reperfiizyon (I/R) modeli; pulmoner arter veya hilumun
klemplenmesiyle gergeklestirilmektedir (104) ve pulmoner vaskiiler permeabilitede artis,
6dem olusumu, oksidatif stres, hemoraji, polimorfoniikleer 16kosit (PMN) infiltrasyonu ve
bozulmus gaz aligverisi sonucunda endotel ve epitel yapinin hasarlanmasi ile karakterizedir.
Reperfiizyon esnasinda akcigerlerde dogal immiin hiicreler hizla aktive olmaktadir ve bir
akcigerde I/R hasari olusturuldugunda diger akcigerde de inflamatuvar yanit gozlenmektedir

(105).
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2.2.2. indirekt yontemler

2.2.2.1. Akciger dis1 I/R

Bu modelle olusturulan akciger hasari; iskemiye ugratilan alan, bu alanin
bityiikliigii ve I/R nin siiresi ile iliskilidir. Akciger dis1 I/R modeli, superior mezenterik arter
veya supracolyak aort klemplenerek, ameliyatsiz olarak ise ekstremitelere turnike
uygulanarak gergeklestirilebilmektedir (92). Bu modelin olusturulmasi igin genel olarak
mezenter arter kullanilmaktadir (106,107).

2.2.2.2. intravenoz LPS

LPS'nin i.v. uygulamasini takiben kapiller endotel, hasar alan ilk bolgedir. LPS ile
indiiklenen hiicresel hasar apoptoz ile iliskilidir ve endotel hiicrelerinin apoptozu, LPS
uygulamasindan sonra hizla gelismektedir (108,109). Intravendz LPS'ye hemodinamik
yanit; lokopeninin baglangic fazi, azalmis kalp debisi ve arter basincinda diisiis ile
karakterizedir. Pulmoner arter basinci, esas olarak postkapiller venlerin direncindeki artiga
bagli olarak artmaktadir (110). Bu ilk asamayi 10kosit sayilarindaki yavas iyilesme
izlemektedir. Alveolar-arteriyel oksijen farkinin arttigi bir hipoksemiyi iceren akciger
degisiklikleri 2-4 saat i¢inde belirgin hale gelmektedir. Akcigerlerde i.v. LPS uygulamasiyla
PMN deformabilitesinde degisiklikler ve PMN'nin pulmoner kapillerde tutulmasi meydana
gelmektedir (111).

2.2.2.3. Cekal baglama delme (CBD)

CBD, en c¢ok kullanilan sepsis modellerinden biridir. Diger modellerle
karsilastirildiginda CBD, insanlarda goriilen sepsisin karmasik mekanizmasin1 daha iyi

temsil etmektedir (93,112,113) ve birgok arastirmaci tarafindan insan sepsisinin tedavisi igin
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onemli bir pre-klinik test olarak kabul edilmektedir (112,114). Dejager ve ark. bu yontemin
avantajlarin1 ve popilerlik nedenini; basit bir prosediir olmasi, bu yontemde patojenin
konagin icinden koken almasi ve bu sayede insanlarda peritonite yol agan travmatik
yaralanmay taklit etmesi, polimikrobiyal ortam ve periferde salinan bakteriyel {iriinlerin

septisemiye yol agmasi seklinde belirtmiglerdir (112).

2.2.2.4. Oleik asit

Oleik asit, akciger hasarinin bir baska modelidir. Bu model, daha ¢ok uzun kemik
kiriklar1 veya major travmalar sonucu goriilen lipid embolisinin taklit edilebilmesi igin
gelistirilmistir. Intravendz uygulamadan sonra 1 dakika icinde endotel hasar1 baslamaktadir

(92) ve oleik asit dogrudan endotel toksisitesine neden olmaktadir (115).

2.2.2.5. Intraperitoneal (ANTU)

Rodentisit olarak gelistirilmis bir kimyasal ajan olan ANTU'nun (alfa-naftiltiyotire)
I.p. uygulamasi da hayvanlarda akut pulmoner vaskiiler hasar ile karakterize indirekt bir
akciger hasar1 modeli yaklagimidir (93,116-119). Elektron ve 151k mikroskobunda yapilan
morfolojik ¢alismalar, ANTU'nun akciger hasar mekanizmasindaki hedef yapisinin kapiller

endotel hiicreler oldugunu ortaya koymustur (120-126).

Endotel hiicre hasar1 nedeniyle endotel bariyer fonksiyonu ortadan kalkarak kapiller
gecirgenlik artmakta ve bunu takiben interstisyel ve alveolar 6dem gelismektedir. Meydana
gelen bu d6dem ise ilerleyerek hayvanin 6liimiine sebep olmakta veya bir-iki giin i¢inde
tamamen yok olmaktadir. ANTU’ nun yarattig1 akciger 6deminin, hava yolu ve pulmoner
vaskiiler yatak kokenli baz1 vazoaktif maddelerle veya dogrudan hasar mekanizmasi sonrasi
bu maddelerin olusmasi ile meydana gelmesi miimkiin goziikse de kesin etki mekanizmasi
bilinmemektedir. 1980’de yayimlanan bir ¢alismada, ANTU'nun pulmoner toksisitesinin
kismen de olsa, sitokrom P-450 monooksijenaz katalizli bir metabolitinin pulmoner

makromolekiillere kovalent baglanmasindan kaynaklandigi belirtilmistir (127).
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ANTU aracili akciger 6deminde, L-arginin-nitrik oksit (NO) yolunun roli ile ilgili
laboratuvarimizda yapilan bir ¢aligmada, NO sentaz inhibitorii olan NG-nitro-L-arginin
metil esterin (L-NAME) ANTU o6ncesi uygulanmasinin, doza bagli bir sekilde plevral
efiizyon (PE) ve akciger agirhigi/viicut agirhgr (AA/VA) oraninda 6nemli bir inhibisyon
sagladig1 gosterilmistir (121). Benzer sekilde, ANTU uygulamasi sonrasi olusan akciger
hasarinda endotelin peptidlerinin de 6nemli bir role sahip oldugu (120) ve anjiotensin sistemi
tizerinde de etkiye sahip olan ANTU’nun anjiyotensin doniistliriici enzim (ACE)
aktivitesinde ©6nemli bir diisiise neden olarak, anjiyotensin I’in anjiyotensin II’ye
doniislimiinii azalttig1 ve bu azalmanin derecesinin ANTU dozu ile iliskili oldugu tespit
edilmistir (128,129).

Anestezik maddelerin anestezik ozelliklerinin yan1 sira, akcigerdeki inflamatuvar
yanitlar1 da modiile edebildigi goriilmiistiir. Bu konuda laboratuvarimizda yapilmis bir
calismada, ANTU oOncesi morfin uygulamasinin, ANTU'nun neden oldugu pulmoner
inflamatuvar reaksiyon {izerinde Onleyici bir etkiye sahip oldugu ve bu etkiye periferik
opioid reseptorlerinin aracilik ettigi belirtilmistir (123). Benzer sekilde ANTU 06ncesi iiretan,
tiyopental ve pentobarbital sodyum uygulamasinin da, siganlarda ANTU'nun neden oldugu
akciger hasari tizerinde profilaktik bir etki gosterdigi tespit edilmistir (124).

Sonug olarak, doza ve zamana bagli olarak akut akciger hasari olugturan ANTU,
hayvanlara (¢ogunlukla si¢an ve fareler) i.p. olarak verildiginde, 4 saat i¢inde maksimum
seviyeye ulagan pulmoner O6dem ve plevral efiizyon ile karakterize ARDS modeli

olusturulabilmektedir.

2.3. Endojen Antioksidan Sistemler

Molekiiler oksijenin suya doniisiimiindeki redoks reaksiyonu sirasinda iiretilen ara
iirlinlere serbest oksijen radikalleri adi verilmektedir. Iskemiye ugramis bir dokuya
reperfiizyon sonrasi oksijen iletimi, serbest oksijen radikallerinin (SOR) olusmasina neden
olmaktadir. D1g yoriingesinde ¢iftlenmemis elektrona sahip kimyasallardan olusan bu serbest
radikaller, fizyolojik kosullarda endojen antioksidan sistemler tarafindan elimine
edilmektedir ancak reperfiizyonla asirt miktarda SOR olusmasi, oksidatif stresi meydana

getirmekte ve ilgili dokuda bir hasar siireci baglatmaktadir (130).

21



Endojen antioksidanlar arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon vb.
yer alirken, lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit (MDA) ise oksidan
sisteme ait bir gostergedir. Hiicre i¢i en etkili antioksidan enzimler arasinda yer alan SOD,
stiperoksit anyon radikalini (O2) daha az reaktif bir tiir olan hidrojen peroksite (H2032)
doniistiirmektedir. Bu enzim, gecis metallerinin oksidasyon ve rediiksiyonunu saglayip
yiiksek bir hizda stiperoksit radikalini yok etmektedir (131). Riaz ve ark. tarafindan yapilan
bir calismada, intestinal I/R uygulanmis sicanlarda, serbest oksijen radikallerinin 16kosit
yuvarlanmasini ve adezyonunu tetikledigi, SOD uygulamasinin ise 16kositlerin bu cevabini
azalttig1 ve bu sayede de oksidatif stresi diistirdiigii gosterilmistir (132). Siganlarda, mezenter
I/R ile indiiklenen akut akciger hasarmin olusturuldugu laboratuvarimizda yapilan bir
calismada ise, I/R grubunun ileum MDA diizeyleri ve serum TNF-a, IL-6, IL-1 diizeyleri
ile total antioksidan kapasitenin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu bulunmustur (133).

Hiicre igindeki peroksizomlarda lokalize olan katalaz, hidrojen peroksitin su ve
molekiiler oksijene doniistimiinii saglamaktadir. Bir katalaz molekiilii, bir dakikada yaklasik
olarak 6 milyon hidrojen peroksit molekiiliinii su ve oksijene doniistiirebilme kapasitesine
sahiptir (134). Sitoplazma, mitokondri ve cekirdekte yiiksek miktarda ve ¢ozliniir halde
bulunan glutatyon ise indirgenmis formunda GSH, okside formunda ise glutatyon disiilfid
(GSSG) olarak adlandirilmaktadir. Glutatyon oksidatif strese karsi koruyucu roliinii; plazma
membranindan aminoasit tasinmasina katilarak, oksidatif strese kars1 detoksifikasyon yapan
enzimlerin kofaktorii olarak gérev yaparak, vitamin C ve E’nin aktif formlarina doniistimiinii

saglayarak gostermektedir (134).

2.4. NF-xB

NF-kB, immiin ve inflamatuvar yanitlarin farkl siire¢lerinde gorevli bir dizi geni
diizenleyen indiiklenebilir transkripsiyon faktorleri ailesini kapsamaktadir (135). Sitoplazma
icinde inaktif halde bulunmakta, aktive oldugunda cekirdege tasinmaktadir. Dogustan gelen
bagisiklik hiicrelerindeki ¢esitli proinflamatuvar genlerin indiiklenmesine aracilik etmenin

yani sira NF-kB, T hiicrelerinin aktivasyonu, farklilasmasi ve fonksiyonunu da
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diizenlemektedir (136,137). Ayrica NF-kB'nin inflamazomlarin aktivasyonunu kontrol

etmede de rolii oldugu gosterilmistir (138).

Inflamasyon, konak¢inin enfeksiyon ve doku hasarina kars verdigi koruyucu yanit
olarak tanimlanmakta ve vazodilatasyon, bagisiklik hiicreleri ile plazma proteinlerinin hasar
bolgesine toplanmasi gibi bir dizi reaksiyonla karakterize edilmektedir (139). Normal
kosullarda inflamasyon, konakg¢1 i¢in faydalhidir ancak diizensiz inflamatuvar yanitlar, akut
veya kronik inflamatuvar hastaliklarin gelisimine ve uzun siiren doku hasarlarina neden
olabilmektedir. Proinflamatuvar gen indiiksiyonunu ve dogal ve edinilmis bagigiklik
hiicrelerinin fonksiyonunu diizenleyebilen NF-kB’nin aktivasyonundaki bir diizensizlik,
kronik inflamatuvar hastaliklarin ayirt edici 6zelligidir. Bununla uyumlu olarak NF-«B;
romatoid artrit (RA), tip | diyabet, inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBH), sistemik lupus
eritematozus (SLE) gibi ¢esitli inflamatuvar hastaliklarin patogenezinde yer almaktadir
(140). Bu nedenle bu transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonu ve proinflamatuvar fonksiyonu,

inflamatuvar hastaliklarin tedavisindeki stratejiler igin biiyiik 6nem tasimaktadir.

Farkli tipteki immiin hiicrelerde proinflamatuvar sitokinlerin, kemokinlerin ve
diger inflamatuvar mediatorlerin transkripsiyonel indiiksiyonundan sorumlu olan NF-xB’nin

cesitli siireclerdeki roli Sekil 2°de gosterilmistir.
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(Bu gorsel, "https://app.biorender.com" internet sitesi iizerinden olusturulmustur.)

2.5. Apoptoz

Apoptoz terimi ilk kez 1972'de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan hiicre 6liimiiniin
morfolojik olarak farkli bir bigimini tanimlamak i¢in kullanilmistir (141-143). Gelisme ve
yaslanma sirasinda meydana gelen ve dokulardaki hiicre popiilasyonlarini korumak i¢in
homeostatik bir mekanizma olan apoptoz, ayrica bagisiklik reaksiyonlarinda ve hiicreler
hastalik veya zararli ajanlar tarafindan hasar gordiiglinde bir savunma mekanizmasi olarak
da ortaya ¢ikabilmektedir (144). Apoptozu tetikleyebilen hem fizyolojik hem de patolojik
cok ¢esitli uyaran ve kosullar olmasina ragmen, tiim hiicreler ayni uyarana yanit olarak
O6lmemektedir. Kanser kemoterapisi i¢in kullanilan ilaglar, bazi hiicrelerde DNA hasarina
neden olmaktadir ve bu da p53'e bagl bir yoldan apoptotik 6liime yol agabilmektedir.
Kortikosteroidler gibi baz1 hormonlar ise bazi hiicrelerde (6rnegin timositler) apoptotik

6liime yol acabilirken diger hiicreler etkilenmemekte hatta stimiile edilmektedir. Apoptoz,
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“kaspazlar” olarak adlandirilan bir grup sistein proteazin aktivasyonunu ve bir dizi karmasik

olayi igeren koordineli ve genellikle enerji bagimli bir siirectir.

2.5.1. Ekstrinsik yol

Apoptozu baslatan ekstrinsik sinyal yollari, transmembran reseptor aracili
etkilesimleri icermektedir. Bunlar, TNF reseptor gen siiper ailesinin iiyeleri olan 6liim
reseptorlerini kapsamaktadir (145). TNF reseptor ailesinin iiyeleri, sisteinden zengin benzer
hiicre dis1 bolgeleri paylasmaktadir ve “6liim bolgesi (death domain)” olarak adlandirilan
yaklagik 80 amino asitlik bir sitoplazmik alana sahiptir (146). Bu &liim bolgesi, 6lim
sinyalinin hiicre yiizeyinden hiicre i¢i sinyal yollara iletilmesinde kritik bir rol
oynamaktadir. Bugiine kadar, en iyi karakterize edilmis ligandlar ve karsilik gelen 6liim
reseptorleri, FasL/FasR, TNF-o/TNF reseptorii-1 (TNFR-1), Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve
Apo2L/DR5'tir (146-150).

Apoptozun ekstrinsik yolunu tanimlayan olaylar dizisi en iyi sekilde FasL/FasR ve
TNF-o/TNFR-1 modelleri ile karakterize edilmektedir. Fas ligandinin Fas reseptdriine
baglanmasi, adaptor protein FADD'nin (Fas associated death domain) baglanmasiyla ve TNF
ligandinin TNF reseptoriine baglanmasi, adaptor protein TRADD'in (TNFR-1 associated
death domain) baglanmasiyla sonuglanmaktadir (151,152). FADD daha sonra 6liim efektor
bolgesinin dimerizasyonu yoluyla prokaspaz-8 ile etkilesmektedir. Bu noktada, prokaspaz-
8'in oto-katalitik aktivasyonu ile sonuglanan, 6lim indiikleyici sinyallesme kompleksi
(DISC) olusmaktadir (153). Aktive edilmis kaspaz-8, kaspaz-3 gibi uygulayici kaspazlari
aktive ederek apoptozu baslatmaktadir (Sekil 3).

2.5.2. Intrinsik yol

Hiicre i¢i ATP iiretiminden sorumlu olan mitokondri, i¢ ve dis olmak tizere iki zara
ve hiicre zarinda oldugu gibi bir zar potansiyeline sahiptir. Hiicre i¢i ve dis1 yollarla gelen

oliim sinyalleri bu organelde birlesmektedir. Intrinsik yolu baslatan uyaranlar, pozitif veya
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negatif hareket edebilen hiicre ici sinyaller tiretmektedir. Negatif sinyaller, programlanmis
6liimiin baskilanmasinin basarisiz olmasina ve dolayisiyla apoptozun tetiklenmesine neden
olmaktadir. Bir bagka ifadeyle, apoptotik baskilamanin inhibisyonu ve dolayisiyla da
apoptoz aktivasyonu meydana gelmektedir. Negatif sinyaller belirli biiyiime faktorlerinin,
hormonlarin ve sitokinlerin yoklugunu igermekte iken pozitif hareket eden uyaranlar
radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral enfeksiyonlar, serbest radikalleri vs.
kapsamaktadir. Tiim bu uyaranlar i¢ mitokondriyal zarda degisikliklere neden olmaktadir ve
bu da mitokondriyal gecirgenlik gecis gozeneginin (MPT) agilmasi, mitokondriyal
transmembran potansiyelinin kayb1 ve pro-apoptotik proteinlerin iki ana grubunun sitozole
salinmastyla sonuclanmaktadir (154). ilk grup; sitokrom ¢, SMAC/DIABLO (kaspazin
ikincil mitokondriyal aktivatorii/diisiik pI'li direkt IAP baglayici protein) ve serin proteaz
HtrA2/Omi'den olusmaktadir (155,156). Bu proteinler kaspaz bagimli mitokondriyal yolu
aktive etmektedir. Sitokrom c, apoptotik proteaz aktive eden faktor (APAF-1) ve prokaspaz-
9'u baglayip aktive ederek bir "apoptozom" olusturmaktadir. Prokaspaz-9'un bu sekilde
kiimelenmesi de kaspaz-9 aktivasyonuna yol agmaktadir (157,158). Ardindan kaspaz-3/7
araciligiyla apoptoz baslamaktadir (Sekil 3).

Proapoptotik proteinlerin ikinci grubu, AIF, endoniikleaz G ve CAD, apoptoz
sirasinda mitokondriden salinmaktadir, ancak bu hiicre 6liimiine karar verildikten sonra
meydana gelen gec bir olaydir. AIF, ¢ekirdege gecerek DNA'nin boliinmesine ve periferik
niikleer kromatinin yogunlagsmasina neden olmaktadir (159). Endoniikleaz G de
oligoniikleozomal DNA fragmanlar1 {iretmek icin niikleer kromatini parcaladigi ¢ekirdege
gecmektedir (160). AIF ve endoniikleaz G'nin her ikisi de kaspazdan bagimsiz bir sekilde
islev gormektedir. CAD (kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz) daha sonra mitokondriden
salinarak cekirdege gegmektedir ve burada kaspaz-3 tarafindan aktive edildikten sonra,
oligoniikleozomal DNA fragmantasyonuna ve daha belirgin ve ileri bir kromatin

yogunlagsmasina yol agmaktadir (161).

Bu apoptotik mitokondriyal olaylarin kontrolii ve diizenlenmesi, Bcl-2 protein
ailesinin tliyeleri araciligiyla gergeklesmektedir (162). Tiimor baskilayict protein p53, Bel-2
protein ailesinin diizenlenmesinde kritik bir role sahiptir (163). Bcl-2 protein ailesi,
mitokondriyal zar gecirgenligini yonetmektedir ve proapoptotik veya antiapoptotik
olabilmektedir. Bugiine kadar Bcl-2 ailesinde toplam 25 gen tanimlanmistir. Anti-apoptotik
proteinlerin bazilar1 Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG iken proapoptotik
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proteinlerin bazilar1 ise Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik ve Blk’yi icermektedir. Bu
proteinler, hiicrenin apoptoza devam edip etmeyecegini belirleyebildikleri igin 6zel bir

Oneme sahiptir.
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Sekil 3. Apoptotik yolaklar

(Bu gorsel, "https://app.biorender.com" internet sitesi iizerinden olusturulmugstur.)

2.6. Kannabinoidler

2.6.1. Kannabinoid genel bilgiler

Kannabinoidler genel olarak endojen kannabinoidler (endokannabinoidler),
fitokannabinoidler ve sentetik kannabinoidler seklinde ii¢ gruba ayrilmaktadir (10-13).

Canli organizmalar tarafindan {iretilen endokannabinoidler, endokannabinoid sistem
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tizerinde etki olusturan endojen bilesiklerdir. Endokannabinoid sistem ise kannabinoid
reseptor tip 1 (CB1) ve kannabinoid reseptor tip 2 (CB2) basta olmak iizere ¢esitli reseptorler,
arasidonik asitten sentezlenerek bu reseptorlere baglanan AEA ve 2-AG gibi
endokannabinoidler ile bu endokannabinoidlerin sentez ve yikimindan sorumlu enzimlerden
olusmaktadir.

Endokannabinoidlerin en bilinenleri arasinda yer alan AEA, N-tiirevi; 2-AG ise O-
tirevi uzun zincirli yag asididir. Vezikiillerde depolanan ve salinmayi1 bekleyen
norotransmitterlerin aksine, endokannabinoidler talep iizerine sentezlenmekte ve ardindan
presinaptik reseptorlere baglanmak icin sinaptik araliga salinmaktadir. AEA fosfolipaz D
tarafindan, 2-AG ise diagilgliserol lipaz (DAG) adli baska bir enzim tarafindan
sentezlenmektedir (14). Her iki endokannabinoid, membran tasima islemi ile hizla
uzaklagtirllmakta ve inaktive edilmektedir. AEA, bu mekanizma yoluyla postsinaptik
membran boyunca tasmirak hiicre i¢i FAAH tarafindan aragidonik asit ve etanolamin'e
pargalanmaktadir. Bunun aksine 2-AG ise presinaptik membran boyunca tasiarak MAGL
enzimi tarafindan enzimatik olarak deaktive edilmektedir (15).

Hem AEA hem de 2-AG, genellikle hiicre zar1 ve beyinde belirgin oranda bulunan
ve ¢oklu doymamis bir yag asidi olan arasidonik asit tiirevleridir. Arasidonik asidin hiicresel
sinyallesmede ve inflamasyonda bir mediator olarak yer aldigi bilinmektedir. AEA, beyin
ve periferik dokular gibi CB1 reseptoriiniin hem yiiksek konsantrasyonda oldugu hem de
sinirli  dagilima sahip oldugu yerlerde mevcut olabilmektedir, bu da molekiiliin
kannabinoidlerden bagimsiz diger siireglerde de Onemli rollere sahip oldugunu
gostermektedir. AEA, CB: reseptoriinde kismi agonisttir ve CBz’de zayif kismi
agonist/antagonist olarak hareket etmektedir. 2-AG ise ana kannabinoid reseptorleri igin
birincil endokannabinoiddir (16). AEA'dan farkli olarak 2-AG, hem CB: hem de CB:>
reseptorlerinin tam agonistidir ve konsantrasyon ile kannabinoid reseptoriine baglanma
afinitesindeki farkliliklar nedeniyle, bu iki endokannabinoidin hiicre iginde farkli rolleri
oldugu diistintilmektedir (17,18). Ayrica diger arasidonik asit tiirevlerinin de kannabinoid
reseptorleri lizerinde etkili oldugu bilinmektedir: 2-arasidonoil gliseril eter (noladin) (164),
virodhamin (165) ve N-arasidonoil dopamin (NADA) gibi (166).

Uzun zincirli yag asitlerinden olusan endokannabinoidlerden farkli olarak ii¢
halkali yapiya sahip fitokannabinoidler ise basta endiistriyel kenevir olan Cannabis sativa

(C.sativa) ve medikal kenevir olan Cannabis indica olmak iizere kenevir bitkisi tiirlerinden
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elde edilen kannabinoid grubunu olusturmaktadir. Fitokannabinoidler, 11 tip kannabinoid
olarak gruplandirilmistir. THC, psikoaktif ozellikleri nedeniyle en iyi bilinen
fitokannabinoiddir. CBD, fitokannabinoidlerin diger ana bilesenidir ve psikoaktif 6zellikleri
bulunmamaktadir. Diger fitokannabinoid tiirleri arasinda (-)-A8-trans-tetrahidrokannabinol,
kannabigerol (CBG), kannabikromen (CBC), kannabinodiol (CBND), kannabielsoin (CBE),
kannabisiklol (CBL), kannabinol (CBN) ve kannabitriol (CBT) yer almaktadir (167). THC,
hem CB: hem de CB: reseptorlerinde kismi bir agonist olarak etki gdstermektedir ve
endokannabinoidlerle karsilastirildiginda daha diistik bir reseptor afinitesine sahiptir. CBD
ise psikoaktif olmamasiyla birlikte onemli fizyolojik siireglerde gorev almaktadir.
Arastirmalar CBD'nin CB1 ve CB: reseptorleri tizerinde negatif bir allosterik modiilator
olarak etki gosterdigini ortaya koymustur. Antiinflamatuvar, immiinsiipresif, antidepresan,
anksiyolitik, analjezik, antikonviilzan, noroprotektif, antioksidan gibi koruyucu etkilere
sahip olmasinin yanisira CBD; epilepsi, psikiyatrik bozukluklar ve uyku bozukluklar1 gibi
cesitli hastaliklarin tedavisinde de 6nemli faydalar saglamaktadir. CBD ayrica antioksidan
etkilere sahiptir ve Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 ile MS gibi nérodejeneratif
hastaliklarda noroprotektif rol oynayabilmektedir. CBD’nin inflamatuvar siireglerdeki
roliiyle ilgili bir ¢alismada, % 59,1 CBD ve % 20,2 THC igeren kenevir yagi oziitiiniin
(cannabis oil extract) siganlarda olusturulan penge 6demi lizerine etkileri arastirilmis, s6z
konusu o6ziitiin histopatolojik incelemede pence 6demi ve inflamasyonunu azalttigi
belirtilmistir (168). CBD’nin ayrica akut akciger hasarinda antiinflamatuvar etkilere sahip
oldugunu gosteren kanitlar da bulunmaktadir (169). Ugiincii ve son grup kannabinoid sinifi,
laboratuvar ortaminda iiretilerek kannabinoid reseptoriine baglanan ve ¢esitli kimyasal
yapilardan olusan sentetik molekiillerdir. Bu molekiiller, bir¢ok patalojik siirecte potansiyel
terapotik etkileri nedeniyle arastirilmaktadir.

Kannabinoid reseptorlerinin iki ana alt tipi olan CB1 ve CB., G-protein bagl 7-
transmembran igeren reseptorlerdir (GPCR) ve inhibitor G proteinlerine baglanmaktadir. Bu
reseptorler, cAMP tiretimini inhibe ederken MAPK yolagini aktive etmektedir. En ¢ok bazal
gangliyonlar ve limbik sistem olmak iizere beyinde, ayrica spinal kordda ve periferik sinir
sisteminde bulunan CB: reseptorleri, pre ve post sinaptik hiicre membranlarinda lokalizedir
ve bilis, hafiza regiilasyonu ve hareket kontroliinden sorumludur. Immiin fonksiyonlarla
iligkili periferik dokularda bulunan ve immiinmodulator etkiye sahip CB> reseptorleri ise

inflamasyonun inhibisyonunu saglamaktadir. CBz reseptor aktivasyonu ile immiin sistem ve
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inflamasyonun modiilasyonunu temel alan potansiyel terapdtik hedefler lizerine ¢alismalar
mevcuttur (170,171). Kannabinoidlerin kendi reseptorleri disinda ayrica G protein kenetli
reseptor 55 (GPR55), G protein kenetli reseptér 119 (GPR119), gegici reseptor potansiyel
vanilloid 1 (TRPV1), peroksizom proliferatérle aktive edilen reseptor (PPAR) gibi
reseptorleri de aktive edebildikleri bildirilmistir (172-177).

2.6.2. Kannabinoidlerin etki mekanizmalari

Kannabinoidler, viicuttaki kannabinoid reseptorlerine baglanarak ndrotransmitter
salmimini1 degistiren molekiillerdir. Kannabinoid reseptorleri, hiicre dist molekiiler
mesajlasmanin hiicre i¢i yanita iletilmesinde yer alan 7-transmembran protein reseptorleri
ailesi olan G protein kenetli reseptor (GPCR) siiper ailesi ig¢inde bulunmaktadir.
Kannabinoidlerin kannabinoid reseptoriine baglanmasi adenil siklaz enziminin Gi/o
transdiiksiyonlu inhibisyonu ile sonu¢lanmakta ve hiicre i¢i sinyal iletimi i¢in ikinci haberci
olan siklik adenosin monofosfatin (¢cAMP) sentezi azalmaktadir. Bu ikinci haberci sistem
araciligiyla, kannabinoid baglanmasi sonucu hiicre i¢indeki cesitli sinyal yollarini etkileyen
mitojenle aktive protein kinaz aktive edilmektedir (178).

Kannabinoid reseptoriine baglanarak cAMP'nin azaltilmasi, hiicre i¢ine kalsiyum
akisinin inhibisyonuna neden olmaktadir ve bu, muhtemelen norotransmiter salinimindaki
azalmada onemli role sahiptir. Reseptore baglanan kannabinoidler, noérotransmiter salinimini
azaltsa da aktivasyon veya inhibisyonun genel etkisi, inhibe edilen norotransmiter tarafindan
belirlenmektedir. Ornegin, glutamat ve gama-aminobiitirik asit (GABA), santral sinir
sistemindeki (SSS) baslica norotransmitterlerdir ve bu noronal membranlarda CB:
reseptorleri bulunmaktadir. CB1 reseptoriiniin aktivasyonuna bagli glutamat inhibisyonu,
azalmis aktivasyon ve hatta noro koruma ile sonuglanirken buna karsilik CB1 reseptorleri
GABA néronlarinda da bulundugundan ve GABA SSS'deki birincil inhibitdr ndrotransmiter
oldugundan CB; aktivasyonuna sekonder GABA inhibisyonu, artan aktivasyon ve kaygiya
neden olmaktadir. Ayrica ndrolojik ve psikiyatrik hastaliklarda kilit sistemler olan
noradrenerjik ve kolinerjik sistemlerin de CB:1 reseptdr aktivasyonundan etkilendigi
bilinmektedir (179).
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CB1 reseptorlerinin beyindeki yogunlugu ve organlardaki genis dagilimi nedeniyle,
kannabinoidler reseptore baglandiginda dnemli fizyolojik fonksiyonlar etkilemektedir. CB1
baglanma bolgesinin yakininda, membran {izerinde bir allosterik bolge bulunur ve aktive
edildiginde birincil CB; bolgesini etkiler. Allosterik baglanmanin neden oldugu CB:
aktivitesinin bu modiilasyonu, kannabinoide verilen yanitin azalmasi veya sonlanmasi dahil
olmak tizere 6nemli rollere sahip olabilmektedir (180).

CB: reseptoriiniin baslangigcta sadece SSS'de oldugu diisiiniildiigii gibi, CB:2
reseptoriinlin de periferik bir kannabinoid reseptorii olduguna ve protein hasarina karsi
bagisiklik tepkisinde yer aldigmma inanilmaktaydi. Daha sonraki c¢alismalar, CB>
reseptoriiniin SSS’de 6zellikle mikroglial dokuda da bulundugunu dogrulamistir. SSS'de
CB:2 reseptor sayisi, CB1 reseptorii ile karsilastirildiginda 6nemli 6l¢lide daha az olmasina
ragmen, CB: reseptorii kardiyovaskiiler, iireme, gastrointestinal, pulmoner ve hepatik
sistemler dahil olmak tizere viicutta genis bir dagilima sahiptir, bu da reseptdriin dnemli

rolleri oldugunu gostermektedir.

2.6.3. A9-Tetrahidrokannabinol (THC)

THC, kenevir bitkisinin birincil psikoaktif bilesenidir ve C. sativa’da en ¢ok
bulunan fitokannabinoiddir. Ik olarak 1964'te Hebrew Universitesinde Gaoni ve
Mechoulam tarafindan izole edilmistir (181). Sonraki 25 yil iginde, viicutta bitki bazh
fitokannabinoidler tarafindan aktive edilen en az iki kannabinoid reseptorii (CB1 ve CB>)
tamimlanmustir. Fitokannabinoidler (THC ve CBD) endokannabinoid sistemin (EKS) bir
parcas1 degildir, ancak viicut tizerindeki etkilerinin c¢ogunu bu sistem aracilifiyla
gerceklestirmektedir. THC'nin tam bir agonistten ziyade hem CB: hem de CB:
reseptorlerinde kismi bir agonist oldugu anlasilmistir. Fitokannabinoidlerin, uzun zincirli
yag asitleri olan ve dogal olarak olusan endokannabinoidlerden farkli olarak ii¢ halkali bir
molekiiler yapiya sahip olmasi nedeniyle aslinda bu durum sasirtici degildir. Ayrica
fitokannabinoidler C. sativa i¢in faydali bir isleve hizmet edecek sekilde evrimlesmistir ve
bunlarin EKS ile aktiviteleri muhtemelen tesadiifi olmustur.

THC'nin kismi CB1 agonisti olarak psikoaktif etkileri biiyiik ilgi gormiistiir. ik
kesfedildiginde CB1 reseptoriiniin sadece SSS’de oldugu diisiiniilmiigse de daha sonra CB1'in

kardiyovaskiiler, pulmoner, gastrointestinal, deri, immiin ve oftalmik sistemler ile diger
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organlarda da bulundugu kabul edilmistir. CB1 reseptoriiniin SSS’de yiiksek oranda eksprese
edilmesine ragmen diger sistemlerde de bulunmasi EKS'nin viicutta 6nemli bir isleve hizmet
ettigini gosterirken, fitokannabinoidlerin viicuttaki kannabinoid olmayan reseptorler
tizerindeki ek aktivitesi de bu bulgular1 giiclendirmektedir. SSS’de CB1 reseptorii 6zellikle
korteks, bazal ganglionlar ve serebellum dahil olmak iizere birgok bolgede bol miktarda
bulunmaktadir. CB1'in bol oldugu ikinci bir alan, limbik lob ve hipokampustur. CB1'in bu
beyin bolgelerindeki yiiksek ekspresyonu muhtemelen THC'nin motor aktiviteyi ve duygu
durumu nasil modiile edebildiginin temelini olusturmaktadir. Kemirgen ¢alismalari, THC ve
diger kannabinoidlerin beynin bu bolgelerine olan afinitesini saglam bir sekilde ortaya
koymustur. Daha sonra yapilan hayvan c¢alismalari, hipotermi, katapleksi ve
antinosisepsiyon dahil olmak tlizere SSS fiizerindeki diger etkileri de ortaya c¢ikarmistir
(20,182). Bu sonuglar hareket, hipotermi, katapleksi ve antinosisepsiyon olmak iizere
kannabinoidlerin “dortlii etkisi” olarak kabul edilmistir. Bunu takiben insanlarda THC’ nin
motor kontrol iizerinde, ince motor kontroliiniin bozulmasini igeren ek etkileri de
tanimlannustir (183). Istah simiilasyonu, bulanti ve kusmanin diizenlenmesi, analjezi ve

uyku gibi diger etkiler de THC ile iliskilendirilmis ve kabul gérmiis 6zelliklerdir.

2.6.4. Kannabidiol (CBD)

CBD ilk olarak Illinois Universitesi'nde Roger Adams tarafindan ekstrakte edilmis
ve daha sonra 1942'de kimyasal olarak sentezlenmistir. Izole edilen CBD’deki tam
saflagtirma ve tanimlama, 20 yildan fazla bir siire sonra dahi tamamlanamamuistir. Teknik
siirlamalar molekiiliin saflastiriimasina engel teskil etse de, 1940'lar ayn1 zamanda ABD'de
esrarin yasaklandigi bir donem oldugundan, CBD ve diger kannabinoidlerle ilgili
aragtirmalar da engellenmistir. THC, 1964°te Raphael Mechoulam ve Israil'deki ortaklart
tarafindan kesfinin ardindan hizla psikoaktif olarak tanimlanmis ve kenevir bitkisi i¢indeki
CBD de dahil olmak tizere birgok molekiilii tanimlamak ve 6grenmek i¢in arastirmalar hizla
genisletilmistir.

Psikoaktif 6zelliklerden yoksun olan CBD, esrarda THC’den sonra en bol bulunan
ikinci fitokannabinoiddir ve ¢oklu etkileri nedeniyle yogun bilimsel arastirmalarin konusu
haline gelmistir. Psikoaktif etkilerin olmamasi gibi bariz bir faydasinin yani sira epilepsi ve

sizofreni tedavisinde de etkili oldugu gosterilmis ve ABD ile AB'de ¢ocukluk ¢aginin nadir
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goriilen epilepsilerinde kullanimi i¢in saflastirilmis CBD 6ziitii olarak onaylanmistir
(184,185).

CBD, diger fitokannabinoidlerin ii¢ halkali yapisini paylasmakta ve THC'den
yalnizca bu ii¢ yapidan birindeki farklilikla ayrilmaktadir. Ancak yapidaki bu kiigiik
farklilik, iic boyutlu molekiiler yapida ve CBD'nin EKS ile etkilesiminde onemli
degisikliklere neden olmaktadir. CBD, THC ve diger kannabinoid agonistlerini baglayan
ortosterik bolge i¢in ¢ok az dogrudan afiniteye sahiptir ve yakindaki allosterik bolgeye
baglanmaktadir. Bu allosterik baglanma, ana ortosterik bolgede konformasyonel
degisiklikleri baslatarak, endokannabinoidler olan AEA ve 2-AG'ye ek olarak THC gibi CB:
agonistlerine de afiniteyi degistirmektedir. Bu nedenle CBD, CB; reseptoriindeki ortosterik
bolge lizerinde ¢ok az dogrudan etkiye sahip olmasina ragmen kannabinoid reseptdrlerinin
modiilasyonu yoluyla biiyiik etkiler meydana getirmektedir.

EKS, CBD'den etkilenen bir¢ok sistemden yalnizca birini olusturmaktadir ve
CBD'nin endokannabinoid dis1 sistemler tizerinde de ¢esitli etkileri mevcuttur. Bu
kannabinoid olmayan aktiviteler, CBD'nin fizyolojik roliiniin ¢ogunu temsil etmektedir.
GPR55 ve periferik GPR18, CBD'nin énemli hedefleri arasinda bulunmaktadir ve GPR55,
kannabinoid reseptorlerinin transmembran alanlar1 ile paylasilan yapisal homolojiler
nedeniyle bazen "lgilincii kannabinoid reseptorii" olarak anilmaktadir. CBD, GPRS55 ve
GPR18'e kars1 bir antagonist veya invers agonist gorevi goriirken, endokannabinoidler
CBD'nin bu etkilerinin aksine bu reseptorler lizerinde agonist etkiye sahiptir (186). CBD
ayrica glisin, serotonin, kolinerjik, opioid ve PPAR'lar gibi diger kannabinoid olmayan
reseptorlere de baglanabilmektedir.

Glisin reseptorleri ile kannabinoid etkilesimi, kronik agrinin azaltilmasinda 6nemli
bir rol oynamaktadir. Bir ¢alismada, CBD'nin sistemik ve intratekal enjeksiyonlarinin,
analjezik etkiye tolerans gelistirmeden inflamatuvar ve ndropatik agriyr énemli Olciide
azaltigr gosterilmistir (187). Adenozin reseptoriiniin de CBD'nin bir hedefi oldugu
bilinmektedir. En az dort farkli adenozin reseptorii mevcuttur ve CBD, koroner kan akiginin
ve oksijen tiiketiminin diizenlenmesi i¢in miyokardda (188), uyku ve viicut sicakliginin
diizenlenmesi i¢inse muhtemelen 6n beyinde yer alan A1 reseptdrii ile etkilesmektedir. CBD,
adenozinin hiicresel alimi tizerindeki etkisi yoluyla nétrofillerin inflamatuvar 6zelliklerinin
giiclii bir inhibitoriidiir. Ayrica CBD'nin noroprotektif 6zellikler de gosterebilecegine dair

kanitlar bulunmaktadir (189,190).
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Serotonin (5-HT), CBD igin bir bagka 6nemli hedeftir. Serotonin reseptorlerinin en
az sekiz farkli alt tipi vardir ve CBD'nin 5-HT1A ve 5-HT2A reseptorlerine bir agonist
olarak baglandig1 bildirilmistir. Iki reseptdrdeki 6zelliklerini karsilastiran in vitro bir
calisma, CBD'nin 5-HT2A reseptorii i¢in daha zayif afiniteye sahip oldugunu ve kismi
agonist olarak davrandigini gostermistir (191). Ayrica CBD'nin in vitro arastirmalarda p ve
0 opioid reseptorlerini (192) ve nikotinik asetilkolin reseptdrlerini modiile edebildigine dair
bulgular da mevcuttur (193). Insan kanser hiicre dizilerinde ise CBD'nin niikleer membran
PPAR-y reseptorii ile etkilesime girdigi ve tiimor hiicresi canlilifini inhibe ettigi
bulunmustur (194,195).

CBD’nin enzim sistemleriyle etkilesimi konusunda; CYP2C9, CYP2D6 ve
CYP2C19'un inhibisyonu yoluyla sitokrom P450 sistemi ile etkilesime girdigi belirtilmistir
(196). Ayrica CBD'nin sitokrom P450 sistemine ek olarak redoks reaksiyonlari, kolesterol
metabolizmasi, apoptoz siireclerinde etkili enzimler, endokannabinoid AEA'nin
par¢calanmasinda 6nemli olan FAAH ve fosfolipazlar gibi 32 spesifik enzim iizerinde de

etkisi oldugu tespit edilmistir (197).

2.6.5. Endokannabinoid sistem (EKS)

Endokannabinoid sistem; CB1 ve CB: basta olmak iizere kannabinoid reseptorleri,
aragidonik asitten sentezlenerek bu reseptorlere baglanan AEA ve 2-AG gibi endojen
kannabinoidler ve bu endokannabinoidlerin sentez ve yikimindan sorumlu enzimlerden
olusmaktadir. Her iki kannabinoid reseptoriiniin viicudun birgok bolgesinde yerlesik olmast
nedeniyle endokannabinoid sistemin agri, kan basinci, aglik-tokluk, gastrik ve intestinal
motilite, inflamasyon gibi bircok fizyolojik ve patolojik silirecte Onemli rolleri
bulunmaktadir.

Kannabinoid reseptorler izole edildikten sonra, viicutta neden var olduklarini ve
nasil  c¢alistiklarim1  arastirmak i¢in  calismalar  baslamistir.  Sonraki  yillarda
endokannabinoidler olarak adlandirilan ve dogal olarak olusan ligandlar bulunmus ve
bunlarin biyosentetik ve pargalayict yolaklari belirlenmistir. Bunlarin  sonucunda
kannabinoid reseptorleri, endokannabinoidler ve bunlarla iligkili enzimatik siirecler

endokannabinoid sistem (EKS) olarak adlandirilmistir (19). EKS'yi olusturan pargalar
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hakkinda artik ¢ok sey bilinmesine ragmen, karmasik fizyolojik mekanizmalar ve bunlarin
ne ise yaradigi sorusu hala yanitlanmay1 beklemektedir.

Hem CB1 hem de CB>, G protein-bagli reseptér (GPCR) siiper ailesinin tiyeleridir.
GPCR'ler, insanlarda tanimlanmis 1000'den fazla ayri tip ile 6karyotlarda bilinen en biiyiik
membran reseptorleri sinifint olusturmaktadir. SSS bozukluklarinda kullanilan ilaglarin
cogu GPCR'ler iizerinde etki etmektedir ve bu reseptorler su an kullanimda olan ilaglarin
yaklasik yaris1 i¢in molekiiler hedef saglamaktadir (198). CB1 ve CB: dahil tiim GPCR'ler,
norotransmiterleri baglayan guanin niikleotid baglayict proteinlerle birlestirilmis
transmembran reseptorleridir.

SSS'de, GPCR'ler en yiiksek sayida olan reseptordiir ve hiicreler arasindaki
kimyasal sinyallemede merkezi bir rol oynamaktadir. Sinaptik aralikta N-terminaline
norotransmiterlerin baglanmasi, hiicre i¢i aktiviteyi ve zara bagli adenil siklaz aktivitesini
baslatarak adenozin trifosfatin (ATP) siklik adenosin monofosfata (cAMP)
doniistiiriilmesini saglamaktadir. Bu siireg boyunca sinaptik araliktaki nérotransmitterler,
cAMP'in hiicre i¢i ikinci haberci sistemini aktive ederek bir dizi olay: tetiklemektedir
(199,200). GPCR'ler, biiyiik bir karmasikliga sahip o, B ve y alt birimlerinden olusan
heterotrimer proteinlerdir ve o alt birimleri, diger iki alt birim arasindaki daha biiyiik
benzerlikle karsilastirildiginda ¢ok daha heterojendir. Bir ligand reseptore baglandiginda, o
alt biriminin reseptorle birlesmesine ve bunlarin B ve y alt birimlerinden ayrilmasina izin
veren konformasyonel degisiklikler meydana gelmektedir ve bu sayede hiicre i¢i siiregler
uyartlmaktadir (201).

CB: ve CB2, hipokampusiin 1. ve 4. tabakalarinda daha az, bazal ganglia ve
serebellumda ise yiiksek oranda eksprese edilen GPCR'lerdir (202,203). Ligandlar
kannabinoid reseptorlerine baglandiginda G proteinindeki konformasyonel degisiklikler
adenil siklaz1 veya voltaj kapili Ca*? kanallarin1 inhibe etmekte ya da ice dogrultucu K*
kanallarin1 agmaktadir. Bu yapisal ve iyon kanali degisiklikleri, ikinci haberci sistemleri
tizerinden fosforilasyon yoluyla hiicre i¢inde ¢esitli karmasik molekiiler siireclere neden

olmakta ve presinaptik vezikiillerde bulunan nérotransmitterlerin salinimini engellemektedir

(204).
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2.6.5.1. Endokannabinoidler

Endokannabinoidler, arasidonik asitten tiiretilir ve SSS ile periferik sinir sisteminde
bulunan lipid habercileridir. AEA ve 2-AG olmak {izere iki endokannabinoid tanimlanmistir
ve her ikisi de ¢oklu doymamis yag asitleridir. Endokannabinoidler, noronlar arasindaki
kimyasal mesajlagsmada bircok role hizmet etse de monoaminler ve asetilkolin gibi klasik
norotransmitterlerden énemli Olgiide farklilardir. Bu farklar arasinda endokannabinoidlerin
oldukca hidrofobik yapida olmasi, vezikiillerde depolanmak yerine yalnizca talep iizerine
tiretilmeleri ve sinaptik aralikta geriye dogru hareket ederek presinaptik CB1 ve CB:
reseptorlerine baglanmalar1 bulunmaktadir (Sekil 4). Baglandiktan sonra birkag milisaniye
icinde bir alim mekanizmasi yoluyla sinaptik araliktan hizla ¢ikarilmakta ve bu yolla
kimyasal iletisim sona ermektedir. THC dahil olmak iizere fitokannabinoidler, potansiyel
reseptorlerinin timiine baglanarak uzun siire aktif kalabilmektedir, bu nedenle bitki bazl
kannabinoidler hiicreler aras1 iletisimde genis ve kalici bir etkiye sahipken
endokannabinoidler, diger nérotransmitterlere benzer sekilde hizla sonlanan, daha sinirli bir
etkiye sahiptir. Endokannabinoidler hem eksitatér hem de inhibitér ndrotransmitterlerin
saliimini inhibe etmekte ve norotransmittere bagli olarak postsinaptik hiicreyi de inhibe
etmekte veya uyarmaktadir. Ornegin, beyindeki en belirgin eksitatér ndrotransmiter olan
glutamat ve en sik goriilen inhibitdr norotransmiter olan gama-aminobiitirik asit (GABA)
endokannabinoidler tarafindan modiile edilmektedir. Dopamin, serotonin ve norepinefrin ise
daha az olmak kaydiyla GPCR'lere baglanarak kannabinoidlerle etkilesime girmektedir.

AEA, 1992'de kesfedilen ilk endokannabinoiddir ve SSS ile periferik dokularda
bulunmaktadir (205,206). Baslangigta AEA, domuz beyninden izole edilmis ve SSS'de
dopamin ve serotonin ndrotransmitterlerine benzer miktarlarda mevcut oldugu tespit
edilmistir. CB1 reseptorii viicuttaki en dnemli kannabinoid reseptoriidiir ancak AEA'nin
dagilimi bu reseptoriin dagilimiyla yakindan iliskili degildir ve AEA, reseptorde sadece
kismi bir agonist olarak hareket etmektedir. CBi1 reseptoriiniin  ve AEA'nin
lokalizasyonundaki bu farklilik ve smirli baglanma afinitesi, bu endokannabinoid i¢in ek
roller oldugunu gostermektedir (207).

Kesfedilen ikinci endokannabinoid 2-AG de yine beyin dokusundan izole edilmistir
(208). AEA gibi 2-AG de bir arasidonik asit tiirevidir ve talep iizerine hiicre i¢i kalsiyumun

artmasin1 takiben gerceklesen hiicre aktivasyonuyla sentezlenmektedir. AEA'dan farkli
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olarak SSS'de 6nemli 6lgiide daha yiiksek miktarlarda bulunan 2-AG, hem CB1 hem de CB
reseptoriinde tam agonist olarak etki gostermektedir (16,207).

AEA ve 2-AG, endokannabinoidler olarak siiflandirilsa da diger molekiiller i¢in
de bazen "endokannabinoidler gibi" ifadesi kullanilmaktadir. Omega-6 tiirevleri, noladin
eter (2-arakidonoil gliseril eter) (164), virodhamin (165) ve NADA (166) Kklasik
endokannabinoidler olarak tanimlanmasalar da farkli afinitelerle CB1 ve CB; reseptdrlerine

baglanabilmektedir.

Presinaptik Hiicre

CB, reseptoru LN Fo v_\._;.['

| O

H > ‘— -
Retrograd iletim Anterograd lletim

A  JUTHY Y Klasik
[*= R
2-AG , DAG: Diagilgliserol
- Kalsiyum
Kanali 2-AG: 2-arasgidonil gliserol
Postsinaptik Hiicre G: G Proteini
Ca:.

Sekil 4. Endokannabinoidlerin retrograd sinyalizasyonu

(Bu gorsel, "https://app.biorender.com" internet sitesi iizerinden olusturulmustur.)

2.6.5.2. Endokannabinoidlerin biyosentezi ve yikilmasi

Endokannabinoidler yiliksek oranda lipofiliktir ve vezikiillerde depolanmamaktadir.
Vezikiillerde depolanan tipik ndrotransmitterlerden farkli olarak endokannabinoidler,

postsinaptik néronun depolarizasyonu ve kalsiyumun hiicre igine girisi ile aktive edilen
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hiicrede "talep lizerine" iiretilmektedir. Hem AEA hem de 2-AG, postsinaptik membrana
gomiilii arasidonik asitten sentezlense de, her endokannabinoid biyosentez ve yikim i¢in ayr1
yollardan gegmektedir.

AEA'nin biyosentezi, birden fazla yolaktan ilerleyebilen iki asamali bir siiregtir.
AEA sentezi i¢in Oncii gdrevi goren ve biyolojik membranlarin ana fosfolipid bileseni olan
fosfatidiletanolamin (PE), N-asetiltransferaz enziminin etkisiyle N-arasidonoil-PE'ye
dontstiirilmektedir ve fosfolipaz D enzimi ise AEA ve fosfatidik asit sentezi ile siireci
tamamlamaktadir (209).

AEA'ya benzer sekilde, 2-AG de postsinaptik néronun aktivasyonuyla "talep
tizerine" tiretilmektedir. Bir membran fosfolipidi olan fosfatidilinositol ve arasidonik asit, 2-
AG iretmek i¢in enzimatik modifikasyona ugramaktadir. 1,2-Diagilgliserol (DAG), 2-
AG'nin onciiliidiir ve AEA'da oldugu gibi, DAG'nin sentezi ve 2-AG'ye doniistiiriilmesi i¢in
de birden fazla yol bulunmaktadir. DAG lipaz enzimi ile hidroliz, 2-AG'nin biyosentezinde
birincil adim olarak kabul edilmektedir (16).

Eksojen fitokannabinoidlerin aksine endokannabinoidler, birgok nérotransmitter
gibi hizla yikilarak hiicreler arasindaki kimyasal mesajlasmay1 sonlandirmaktadir. Her
endokannabinoid farkli enzimatik yolaklarda ilerlemesine ragmen hidroliz, bozunmanin ana
yoludur. AEA, zara baglh iki postsinaptik enzim olan FAAH 1 ve FAAH 2 tarafindan
aragidonik asit ve etanolamine yikilmaktadir (210). CB1 reseptdr ekspresyonunun yiiksek
oldugu bolgelerde yerlesik olan FAAH 1 ve FAAH 2 enzimleri, postsinaptik néronlarda daha
yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. AEA presinaptik reseptorden salindiginda
sinaptik aralikta yayilarak serotonerjik ve noradrenerjik sistemdekine benzer sekilde bir
tagima sistemi tarafindan postsinaptik hiicreye alinmaktadir. Postsinaptik nérona girdikten
sonra AEA, proteinler tarafindan zarin sitozole bakan yiizeyine bagli FAAH'a taginarak
arasidonik asit ve etanolamin'e par¢alanmaktadir. FAAH ile hidrolize ek olarak daha az
onemli olan diger yollar da AEA'nin yikilmasinda rol oynamaktadir. AEA hidroliz yerine
siklooksijenazlar (COX-1 ve COX-2), lipoksijenazlar ve epoksijenazlar dahil olmak tizere
birka¢ enzim ailesi tarafindan oksidasyona da ugrayabilmekte ve AEA'y1 parcalayan bu
karmasik oksidatif siireglerden prostaglandin tiirevleri olusmaktadir (211).

2-AG de benzer siireclerden gecerek hidroliz veya oksidatif yolaklarla
yikilabilmektedir fakat birincil yikilma yolu MAGL enzimi ile presinaptik néronda meydana

gelmektedir (15). 2-AG ayrica, presinaptik veya postsinaptik ndronda ikincil bir hidroliz

38



olarak FAAH tarafindan da parcalanabilmektedir. COX-2 ve lipoksijenaz enzimlerinin

kullanildig1 oksidasyon yolagi ise daha az 6neme sahip bir yikilma yoludur (212).

2.6.5.3. Kannabinoid reseptirler CB1 ve CB2

CB1 ilk olarak SSS'de bulunmus ve bu, reseptoriin beyinle sinirlt oldugu inancina
yol agmustir. Daha sonra dalakta kesfedilen CB2'nin de yalnizca bagisiklik sistemi ile iligkili
periferik bir reseptor oldugu diisiiniilmiistiir ancak daha sonraki ¢aligmalarda CB1 ve CB:
reseptorlerinin farkli konsantrasyonlarda hem merkezi hem de periferik yerlesimli oldugu
kabul edilmistir (213).

CBy, fitokannabinoid THC'nin psikoaktif etkilerini gergeklestirdigi, SSS i¢inde en
yiiksek konsantrasyona sahip viicuttaki en yaygin kannabinoid reseptoriidiir. CB1 reseptdrti,
kemirgen beyninde bazal ganglionlarda ve serebellumda, daha az miktarda hipokampus,
amigdala ve serebral korteksin bazi katmanlarinda eksprese edilmektedir. CB:1 reseptorii
ayrica kalp, damar, bagirsak, bagisiklik hiicreleri ve testisler dahil olmak iizere SSS disinda
da bir¢ok bolgede bulunmaktadir (177,214,215), bu da reseptoriin ¢esitli islevlere hizmet
ettigini gostermektedir. Benzer aminoasit dizisine sahip memeli tiirleri arasinda CB:
reseptoriinde de dikkate deger bir benzerlik vardir. Ayrica, CB1 ve CB: reseptorleri
arasindaki aminoasit dizilerinde, iki reseptor arasinda ortak bir genetik koken oldugunu
diisindiiren 6nemli bir homoloji bulunmaktadir (216).

CBuireseptorii ndrotransmiter salinimini inhibe etmesine ve hiicreler arasi iletisime
aracilik etmesine ragmen, Oncelikle mitokondri, endoplazmik retikulum ve tiibiiller dahil
olmak ftzere hiicre i¢i organellerde lokalizedir ve ortosterik ve allosterik bolgeler olarak
adlandirilan iki baglanma bolgesinden olusmaktadir. Ortosterik bolge, THC dahil ¢ogu
kannabinoid agonisti i¢in ana baglanma bolgesi olarak hizmet ederken, bitisigindeki
allosterik bolge ise diger molekiillere baglanma bolgesi sunmaktadir (217). Allosterik
bolgeye baglanan molekiiller, allosterik bolgede konformasyonel degisikliklere sebep olarak
ana bolgenin baglanma &zelliklerini dnemli dlgiide etkileyebilmektedir (218). Ayni1 sekilde
CB: reseptoriiniin de ortosterik ve allosterik baglanma bolgelerine sahip olduguna

inanilmaktadir.
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Allosterik agonistler genellikle sadece ortosterik bolgeye baglanan molekiillerin
varliginda aktivite gosterebilmektedir ve allosterik bolge iizerinden ortosterik bdlgenin
baglanma o6zelliklerindeki bu degisiklikler, 6rnegin THC'nin baglanmasini engelleyerek
istenmeyen psikoaktif ozellikleri potansiyel olarak degistirebilecek terapdtik ajanlarin
gelistirilmesinde Onemli roller oynayabilmektedir. Ayrica farmasotik gelistirme igin,
ortosterik bdlgenin yapisinda bir¢ok reseptor alt tipinin varligin1 kanitlayan biiylik bir
cesitlilik de mevcuttur (219).

CBz reseptorii ilk olarak dalakta ve dolasimdaki lenfositlerde tanimlanmis olmasina
ragmen daha sonra bu reseptoriin mikroglia, monositler, mast hiicreleri, B-lenfositleri,
mikroglia ve astrositler de dahil olmak iizere hem merkezi hem de periferik bolgelerde
bulundugu tespit edilmistir (220). CB1 reseptorleri SSS'de ve ¢ok sayida periferik bolgede
yiiksek oranda eksprese edilirken, CB2'nin ekspresyonu ise daha az fakat yiiksek oranda
indiiklenebilirdir (221). CB: reseptdriine benzer sekilde, CB2 reseptorii de Gi/o proteinine
baglanarak bir ligand etkisiyle adenil siklazi inhibe etmekte ve mitojenle aktive protein
kinazlar aktive etmektedir.

Potansiyel olarak CB> reseptorii, inflamasyon, osteoporoz, kanser, anksiyete ve
bagimlilik gibi noropsikiyatrik durumlar dahil olmak ftizere birgok siirecte 6nemli roller
oynayabilmektedir. Ayrica CB: reseptoriiniin  kardiyovaskiiler, nodrodejeneratif,
noropsikiyatrik ve agr1 dahil doku hasarmin smirli oldugu bircok patolojik durumda
endokannabinoidler ve diger reseptor agonistleri i¢in afiniteye sahip olmasi nedeniyle viicut

icin invazyon ve hasara kars1 koruyucu oldugu ileri siiriilmistir (222).

2.6.5.4. Kannabinoidlerden etkilenen kannabinoid olmayan reseptorler

CB1 ve CB:> disindaki reseptorler de fitokannabinoidleri ve endokannabinoidleri
baglayabilmektedir. CB1 ve CBy'ye afinite, AEA ve 2-AG tarafindan paylasilan bir 6zellik
olmasina ragmen, her iki endokannabinoid de kannabinoid reseptorleri disinda birgok
reseptorle etkilesime girebilmekte ve bu da endokannabinoidlerin sadece CB1 ve CB>

reseptorleri ile sinirli kalmadigint gostermektedir.
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2.6.5.4.1. Gegici reseptor potansiyel (TRP) kanallar:

TRP kanallari, sodyum, kalsiyum ve magnezyumun membran gecirgenligini
etkileyen ve segici olmayan katyon kanal reseptorleri ailesidir. Sicaklik, dokunma, basing,
151k, tat ve koku alma gibi bir dizi uyaran, TRP reseptor ailesini etkilemektedir.

TRPV1, tanimlanan ilk TRP kanalidir ve hiicrenin sitozole bakan i¢ zarinda
bulunan postsinaptik bir reseptdrdiir. TRPV 1 sadece duyusal néronlarda degil ayn1 zamanda
epitelyal, endotelyal, kas ve lenfositleri igeren diger dokularda da bulunmaktadir (223). Bu
reseptoriin ayrica dorsal kok ve omurilik dokusunda CB; reseptorleri ile dimerize oldugu ve
bunun da karmasik hiicresel iletisimle sonuglandigi bulunmustur (224). Kapsaisin (aci
biber), allisin (sarimsak) ve alil izotiyosiyanat (wasabi ve yaban turpu), TRPV'yi aktive ettigi
bilinen bir¢ok uyaran arasindadir. TRPV1 kanali, agr1 ve nosisepsiyon algisinda 6nemli bir
modiilatérdiir. AEA ve fitokannabinoidler THC ve CBD, TRPV1 reseptoriinde tam agonist
etki gostermektedir.

TRPV1 reseptorii postsinaptik hiicrenin i¢ tabakasinda yer aldigindan AEA, bu
reseptore hiicre i¢i baglanirken, kannabinoid reseptdrlerine sinaps boyunca retrograd
iletimden sonra baglanmaktadir (225). CBD ve THC gibi fitokannabinoidlere ek olarak
kannabinoid olmayan NADA dahil diger molekiiller de (166) bu reseptorde tam agonist etki
gostermektedir (226,227). Buna karsilik CB1 ve CB> reseptorleri i¢in tam bir agonist olan 2-
AG, TRPV1 igin afiniteye sahip degildir. ilerleyen yillarda en az bes TRPV kanali daha
tanimlanmis ve bu reseptorlerin ¢esitli sicaklik, agr1 ve basing uyaranlarina yanit verdigi

gosterilmistir (207).

2.6.5.4.2. G protein kenetli reseptor 55 (GPR55)

GPRS55 1999'da kesfedilmis (228) ve baslangigta {iglincii bir kannabinoid reseptorii
olduguna inanilmistir (229) ancak daha sonraki calismalar bu reseptor ile CB1 ve CB:
arasinda ¢ok az dizi benzerligi oldugunu ortaya koymustur (230). Bununla birlikte, ii¢ii de
G protein kenetli reseptordiir (GPRC) ve GPRSS5 dorsal kdk gangliyonunda yiiksek oranda
eksprese edilmektedir. AEA, Ca* girisi ile aktivasyonu artan GPRS55 reseptoriinde kismi bir

agonist olarak hareket etmektedir ve bazi ¢alismalarda CB1 ve CB:'ye kiyasla GPR5S5 igin
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daha yiiksek bir afiniteye sahip oldugu bildirilmistir (231,232). GPRS5S5, uyarict glutamat
ndronlarinda bulunmaktadir ve CBD'nin bu reseptor lizerindeki antagonistik etkilerinin
nobet ve yeme bozukluklari gibi rahatsizliklarda kritik rol oynayabilecegini gosteren

calismalar mevcuttur (233,234).

2.6.5.4.3. Peroksizom proliferatorle aktive edilen reseptor (PPAR)

PPAR proteinleri, PPARa, PPARy ve PPARP/6 olmak iizere ii¢ izoformdan
olugmakta ve lipid molekiilleri tarafindan aktive edilen bir niikleer hormon reseptorii
ailesinde yer almaktadir. PPAR'lar iskelet kasi, endotel, yag dokusu ve karacigerde farkli
derecelerde bulunmaktadir (207) ve bu reseptorler tek bir ligand tarafindan aktive
edilmemekte, bunun yerine metabolizmadaki degisikliklere yanit veren lipid sensorleri
olarak kabul edilmektedir. Endokannabinoidler de yag asidi tiirevleri oldugundan hem AEA
hem de 2-AG en az iki PPAR izoformunun agonistleridir. Aktive edildikten sonra bu
proteinler, cekirdekteki gen ekspresyonunun diizenlenmesi yoluyla metabolizmay1 ve
hiicresel farklilasmay1 kontrol eden transkripsiyon faktorleri olarak goérev yapmaktadir
(235). Aktive PPAR'lar gen ekspresyonu, inflamatuvar yanit, hiicre bitylimesi/farklilagsmasi
ve apoptozu diizenlemekle birlikte ayrica kardiyovaskiiler sistem ve endoteldeki

inflamatuvar yanit1 da azaltmaktadir (236,237).

2.6.5.5. Endokannabinoid sistemin fizyolojik ve patolojik siireclerdeki rolii

Endokannabinoid sistem gastrointestinal sistemde; salgi, mide hareketliligi,
hassasiyet, inflamasyon, kusma ve tokluk gibi bir¢ok fizyolojik olayda rol oynamaktadir.
Tokluk, kusma, ishal ve inflamasyon gibi durumlarda endokannabinoidlerin diizeyi beyin ve
bagirsakta degismektedir. Kusma ve bagirsaklarin motor fonksiyonu; CB1, CB2 ve TRPV
reseptorleri aracilifiyla beyin sapindaki endokannabinoidler tarafindan diizenlenmektedir.
Ayrica endokannabinoid sistem, stresin gastrointestinal sistem iizerindeki etkilerinin

azalmasi ve viseral duyu modiilasyonu ile de iligski halindedir (238).
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Endokannabinoid sistem, viicuttaki enerji dengesinin saglanmasinda énemli bir role
sahiptir. AEA ve 2-AG diizeyleri, agken limbik sistem ve daha az belirgin sekilde
hipotalamusta yiikselmekte ve yiikselen AEA ve 2-AG diizeylerinin CB1’i aktive etmesi ile
gida alim ihtiyaci olusmaktadir. Bu da mezolimbik 6diil sistemi ve hipotalamusun istah
kontrol yolu ile enerji metabolizmas iizerinde etki etmektedir. CB; reseptdriiniin inaktive
edilmesi ile de plazma leptin ve insiilin seviyeleri diismektedir ve bu, metabolik
bozukluklarin tedavisinde endokannabinoid sistemin degerli bir terapétik hedef oldugunu
gostermektedir (239-241).

Sinaptik fonksiyonlarin dnemli modiilatorleri olan endokannabinoidler, santral sinir
sisteminde bulunan kannabinoid reseptorlerinin aktivasyonu ile g¢esitli fonksiyonlart
diizenleyebilmektedir. Endokannabinoid sistem {izerinden norepinefrin ve kortizol gibi
norotransmiterlerin salinimi, hipotalamus-hipofiz-adrenal aksi aktive ederek bilis, ruh hali
ve aktivasyon degisikliklerine sebep olmaktadir (242,243). Ayrica kronik agri iizerine

etkileri bulunan endokannabinoid sistem, endojen bir agri kontrol sistemidir (244).

SSS ve periferik sinir sisteminde de ¢esitli fizyolojik rollere sahip endokannabinoid
sistem, asir1 aktivasyonu sonucunda bazal gangliyadaki dopaminerjik tonusu azaltarak
Parkinson hastaliginin patofizyolojisine katki saglarken; Huntington, Alzheimer, amyotrofik
lateral skleroz, MS ve sizofreni gibi hastaliklarla da iligkilidir (245-247).

Endokannabinoidler, kardiyovaskiiler fonksiyonlarin modiilasyonunda kisitli bir
etkiye sahiptir, ancak inme gibi nérovaskiiler bozukluklarda CB1, CB2, PPARa ve TRPV1
reseptorlerinin  aktivasyonu yoluyla koruyucu rol oynamaktadir. Ayrica 2-AG'nin,
kardiyomiyositlerde inflamatuvar yaniti azalttigi, glikoz alimini artirdigi ve inflamatuvar
stres kaynakli insiilin direncini iyilestirdigi gosterilmistir, bu nedenle endokannabinoidlerin
kardiyovaskiiler bozukluklarda da faydali olabilecegi diisiiniilmektedir (248,249).

Endokannabinoidlerin  solunum yolunda olusan epitel hasar1 ve pulmoner
1okositozu biiyiik dl¢lide azalttigi gosterilmistir. Bu konudaki bir ¢aligmada, CB2 reseptor
aktivasyonunun sitokin salinimini azaltarak akciger patolojisini hafiflettigi belirtilmistir
(250). Bir bagka calismada ise akciger iskemisinden 6nce MAGL enzim inhibitori
kullanilarak 2-AG diizeyleri artirilmis, bunun da arasidonik asit (AA), tromboksan B2
(TXB2), prostasiklin (PGI12), 16kotrien B4 (LTB4), TNF-o ve IL-6 seviyelerinde azalma
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sagladig1 ve I/R’ye bagl akciger hasar1 ve inflamasyonu iizerinde olumlu bir etki gosterdigi
bildirilmistir (251).

2.6.6. Kannabinoidler ve akciger

Son yirmi yilda bilim toplulugu, kannabinoid sistemin aktivasyonunun agriyi
hafiflettigini ve iltihabi azalttigin1 destekleyen ¢ok sayida kanita ulasmistir. Eksojen ve
endojen kannabinoidler, immiin hiicre fonksiyonlar1 {izerindeki inhibe edici etkileri
nedeniyle akciger iltihabinda terap6tik potansiyele sahiptir.

Akcigerlerde, kannabinoid reseptorleri (CB1 ve CB) yapisal hiicrelerde ve
lokositlerde bulunmaktadir. Kannabinoid reseptorlerinin organlar arasindaki dagilimina
iliskin bir ¢alismada, akcigerlerde ve brons dokusunda hem CB1 hem de CB> mRNA’s1
bulunmus; CB1 mMRNA seviyesinin CB; minkininden énemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu
gorilmiistiir (252,253). Solunum yollarinda bulunan bagisiklik hiicreleri arasinda alveolar
makrofajlar (AM'ler) acik farkla en ¢ok sayida olandir ve bronkoalveolar lavajla geri
kazanilan hiicrelerin % 90'mdan fazlasini olusturur (254). Adenokarsinomlu hastalardan
izole edilen akciger dokusunda yerlesik makrofajlar lizerinde yapilan bir calismada CB1 ve
CB2 mRNA ve proteinleri hem tiimdrle iligkili hem de tiimorle iliskili olmayan
makrofajlarda tespit edilmis ve CB2 seviyeleri CB:'den daha yiiksek bulunmustur (255).

Insan monosit tiirevli dendritik hiicreler, hem CB: hem de CB; reseptdrlerini
eksprese etmektedir ve ayrica AEA ve 2-AG'yi sentezleme kabiliyetine de sahiptir (256).
Her iki CB reseptorii kemirgen kemik iliginden tiiretilmis dendritik hiicrelerde de
bulunmustur (257,258). Kannabinoid reseptorlerinin dolasimdaki I6kositler tizerindeki
varligr akciger bagisikligini da etkileyebilmektedir, ¢iinkii bu hiicrelerin ¢ogu, inflamatuvar
yanitin farkli asamalarinda akcigerlere alinmaktadir. Eozinofiller biiyilk miktarda CB:
reseptorii eksprese ederken (259-261), monositler agirlikli olarak CB2 olmak {izere her iki
kannabinoid reseptoriinii eksprese etmektedir (252,262—264). Notrofillerin CB2 'yi eksprese
edip etmedigi daha az agiktir ¢iinkii ekspresyonuyla ilgili farkhiliklar bildirilmistir
(252,261,265).

Kannabinoidlerin akciger patolojisi tizerindeki roliinii incelemek amaciyla yapilan

bir ¢alismada insan ve farelerde solunum sinsityal viriis (RSV) enfeksiyonunda CB:
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reseptoriiniin etkilerine bakilmistir. CB2 'nin JWH133 tarafindan aktivasyonunun akciger
patolojisini hafifleterek BAL sivisi hiicrelerinin akigini ve sitokin/kemokin tretimini
azalttig1 gosterilmis ve boylece CB2’nin RSV enfeksiyonunda terapotik bir hedef olarak
hizmet edebilecegi belirtilmistir (250). Fibrozis ile ilgili yapilan bir g¢alismada ise
endokannabinoid/CB: reseptor sisteminin artan aktivitesi ile idiyopatik pulmoner fibrozisli
hastalarin ve bleomisin ile indiiklenen pulmoner fibrozisli farelerin akcigerlerindeki
hastaligin ilerlemesi arasinda paralellik oldugu bildirilmistir (266). Buna karsin bir baska
calismada, farelerde nikotinle interstisyel akciger fibrozisi indiiklenmis ve bu fibrozisin CB:
agonisti (JWH 133) ile azaldig tespit edilmistir. Bu nedenle, CB> agonistinin fibrozise kars1
bir koruma saglayabilecegi belirtilmistir (267).

CBz agonistinin inflamasyondaki etkisini inceleyen Zeng ve ark.’nin yaptig1 bir
calismada, farelerin JWH133 ile 6n tedavisi sonucunda I/R ile indiiklenen akciger 6demi ve
akcigerdeki histopatolojik degisikliklerin 6nemli Olgiide azaldigi goriilmiistiir. Ayrica
JWH133, PaO/FiO, oranini iyilestirmis, akciger TNF-a, IL-6, MDA diizeylerini ve
miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesini azaltarak SOD aktivitesini artirmistir (268). Yine bir
akciger hasari modelinde, CB2 reseptdr up-regiilasyonunun NF-xB aktivitesini inhibe ettigi,
proinflamatuvar faktorlerin (TNF—a, IL-6) salinimini azalttigi ve antiinflamatuvar
faktorlerin (IL-10 ve IL-4) iiretimini artirdig: tespit edilmistir (269). Ozetle bu bulgular, CB2
reseptoOr aktivasyonunun, bagisiklik hiicrelerinin inhibisyonu yoluyla akciger hastaliklarinin

tedavisinde yeni bir immiin modiilator hedef olabilecegini dogrulamaktadir.

2.6.7. Kannabinoid preparatlari

THC’nin C. sativa'dan izole edilmesinin ardindan ilag gelistirme g¢aligmalari
baslamig ve THC'nin ilk sentetik analogu nabilon (Cesamet) sentezlenmistir. Daha sonra
kimyasal sentez yoluyla iiretilen dronabinol (Marinol) ise nabilondan farkli olarak bir THC
analogu olmasa da THC ile benzer molekiiler yapiya sahiptir. Dronabinol ve nabilonun
endikasyonlar1 arasinda kanser kemoterapisine eslik eden bulant1 ve kusma yer almaktadir.
Ayrica dronabinol edinilmis bagisiklik eksikligi sendromu (AIDS) hastalarinda kilo kaybina
eslik eden anoreksiya tedavisinde de kullanilmaktadir (270,271). Fitokannabinoid siifinda

bulunan molekiiller THC ve CBD’nin 1:1 oranindaki kombinasyonundan olusan Sativex’in
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ise kanserli hastalarda analjezik etki gosterdigi (272) ve MS’e bagli noropatik agrilari
azaltigr (273,274) bildirilmistir. Epidiolex de kenevir bitkisinden elde edilmis bir
kannabidioldiir ve tedaviye direngli ¢ocukluk ¢agi epilepsisi i¢in kullanilmaktadir (184,185).

Son olarak, selektif CB; reseptor antagonisti rimonabant igeren Acomplia ve
Zimulti adli ilaclar obezite tedavisinde kullanilmak iizere Amerika Gida ve Ila¢c Dairesi
(FDA) ve Avrupa Tibbi Uriinler Degerlendirme Ajanst (EMEA) tarafindan 2006’da
onaylanmuis fakat psikiyatrik etkileri nedeniyle geri ¢ekilmistir (275).

2.6.8. Deneyde kullanilan tedavi ajam (JZL184)

JZL.184, endokannabinoid 2-AG’nin aragidonik asit ve gliserole yikimindan

sorumlu enzim olan MAGL’yi giiclii ve selektif olarak inhibe etmektedir.

Benzodioksol grubunda bulunan ve molekiiler formiili C27H24N209 olan
JZL184, 4-nitrofenil-4-(dibenzo[d][1,3]dioksol-5-yl(hidroksi)metil)piperidin-1-karboksilat
seklinde adlandirilmaktadir ve organik c¢oziicliler (DMSO, dimetilformamid vb.) ile

¢Ozlinmektedir.
Kimyasal yapis1 Sekil 5'te gosterilmistir.

(o)
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N\
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Sekil 5. JZL184 kimyasal yapis1 (276)
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Long ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada JZL.184’(in, farelerde MAGL aktivitesini
bloke ettigi ve bunun da beyin 2-AG seviyelerinde en az 8 saat devam eden 8 katlik bir artisa
neden oldugu bildirilmistir (277). inflamasyondaki rolii ile ilgili yapilan bir baska calismada
10 mg/kg i.p. uygulanan JZL.184’lin, si¢an frontal korteksinde LPS ile indiiklenmis IL-1f,
IL-6, TNF-a ve IL-10 artisin1 azalttig1 ve yine frontal korteksteki arasidonik asit seviyelerini
disiirdiigii  gosterilmistir. Ayrica, LPS ile indiiklenmis plazma TNF-o ve IL-10
seviyelerindeki artisin da JZL184 ile hafifledigi belirtilmistir (278). JZL184’iin fare
karagenan modelindeki inflamatuvar agr1 iizerine olan etkisinin incelendigi Ghosh ve ark.
tarafindan yapilan bir calismada ise, karagenan'dan 6nce veya sonra uygulanan JZL184’iin
karagenan kaynakli pence 6demini ve agriy1 hafiflettigi tespit edilmistir. JZL184'lin agridaki
azalmay1 saglayan etkisinin hem CB1 hem de CB: reseptorlerini gerektirdigi, ancak anti-

6dem etkisine yalnizca CBg reseptorlerinin aracilik ettigi ortaya konmustur (279).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Aralik 2022-Mart 2023 tarihleri arasinda Zonguldak Biilent Ecevit
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Ana bilim dali’nda gerceklestirilmistir.
Deneyimizde kullanilan 200-250 gram (g) agirliginda, 10-12 haftalik 50 adet erkek Wistar
albino sican Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Deney Hayvanlari Uretim Merkezi’nden
temin edilmistir. Sicanlar standart laboratuvar kosullarinda (22 + 1°C oda 1s1s1 ve 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik ortam diizeni) yetistirilmis, deney siiresince de giinliik igme suyu
ve % 21 ham protein igerikli pelet yemlerle ad libitum olarak beslenerek ayni standart
laboratuvar kosullar1 altinda tutulmustur. Calismamiz etik kurallara uygun olarak
gerceklestirilmis ve hayvanlar iizerinde yapilan uygulamalar ve protokoller i¢in Zonguldak
Biilent Ecevit Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onay almmugtir
(Protokol No: 2021-25-21/09) (Ek 1). Bu ¢alisma, 2022-43341027-03 nolu proje olarak
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimince

desteklenmistir.

3.1. ARDS Deney Modellerinin Olusturulmasi

Tiim hayvanlar deney oncesi ve sakrifiye edilmeden hemen Once tartilarak ilk ve

son agirliklar kaydedilmistir.

3.1.1. ANTU (indirekt ARDS) modeli

ANTU hayvanlara zeytinyaginda 4 miligram/mililitre (mg/ml) olacak sekilde
slispansiyon haline getirilerek uygulanmistir. Siganlara 10 mg/kg dozunda i.p. uygulanan
ANTU, 4 saat i¢ginde maksimum diizeye ulasan bir akut akciger hasar1 olusturmaktadir. 4
saat sonunda ketamin-ksilazin anestezisi (70 mg/kg i.p. - 5 mg/kg intramiiskiiler (i.m.))
uygulanip abdominal aorta kanatilarak hayvanlar sakrifiye edilmistir. Kanamanin tamamen
durmasinin ardindan, gogiis kafesi dikkatlice agilarak plevral aralikta birikmis efiizyon sivisi

(ml) enjektorle ¢ekilip miktart dl¢iilmiistiir (Sekil 6). Bu islem sirasinda ¢evre dokulardan
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herhangi bir kanama olmamasma ve efiizyon sivisina kan karigmamasma da 6zen

gosterilmigtir.

Sekil 6. Efiizyon sivisinin 6lglimii

Akciger cikarilip ¢evre dokulardan temizlenerek hassas terazide tartilmistir (g).
Hayvanlar arasi1 standardizasyonun saglanabilmesi i¢in, plevral efiizyon miktar1 ve akciger
agirhigl, viicut agirhi@ina oranlanarak incelenmistir. Efiizyon sivisinin miktar1 (PE), plevral
efiizyon/viicut agirligt (PE/VA) ve akciger agirlhigi/viicut agirligt (AA/VA) oranlart ARDS

gostergeleri olarak degerlendirilmistir.

3.1.2. intratrakeal LPS (Direkt ARDS) modeli

Ketamin-ksilazin anestezisi altinda, hayvanlarin boyun bélgesi tiraglanarak
antiseptik sollisyonla (povidon iyot) temizlenmistir. Daha sonra supin pozisyona alinmis ve
orta hattan yaklasik 1 em’lik kesi agilmistir (Sekil 7). Bu kesiden kiint diseksiyon ile trakea
goriiniir hale getirilip serum fizyolojik (SF) i¢inde ¢ozdiiriilmiis LPS (0111:B4) intratrakeal
olarak 5 mg/kg dozunda instilasyon yoluyla uygulanmistir (Sekil 8). Takiben hayvanlar dik
poziyona getirilip hafifce sallanarak LPS’nin akcigerlere dagilmasi saglanmistir. Ardindan
6.0 numara cerrahi igne ve ipek iplik kullanilip boyun kesisi siitiir ile kapatilmis ve bu
bolgeye tekrar antiseptik soliisyon uygulanmistir. Solunumlarinin rahat devam edebilmesi

i¢cin hayvanlar uyanana kadar kafesinde 45 derecelik agiyla yatirilmistir (Sekil 9).
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Sekil 7. LPS modeli Sekil 8. LPS modeli

Sekil 9. LPS modeli

LPS instilasyonunu takip eden 24. saatin sonunda ketamin-ksilazin anestezisi
uygulanip abdominal aorta kanatilarak hayvanlar sakrifiye edilmistir. Kanamanin tamamen
durmasmin ardindan, gogiis kafesi acilip akcigerler ¢ikarilarak c¢evre dokulardan
temizlendikten sonra hassas terazide tartilmistir. Olusan akciger hasarinin tespiti amaciyla
ANTU ile uygulanan modelde oldugu gibi AA/VA oranlart incelenmis ve ARDS
gostergeleri olarak degerlendirilmistir.  ANTU uygulamasindan farkli olarak LPS

uygulamasi sonucunda plevral efiizyon olusumu tespit edilmemistir.
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3.2. Deney Protokolii

Siganlar, 1’1 kontrol 4’{i deney grubu olmak {izere toplam 5 gruba rastgele ve esit
sayida (n=10) olacak sekilde ayrilmistir (Tablo 4). Siganlara; 10 mg/kg dozunda ANTU i.p.
olarak, 5 mg/kg dozunda LPS ise intratrakeal olarak uygulanmis ve sirasiyla indirekt ve
direkt akciger hasar1 gelisimi incelenmistir. MAGL inhibitori JZL184 ise, ANTU ve LPS
uygulamalarindan 30 dakika once i.p. olarak 10 mg/kg dozunda verilmis ve akciger hasari

tizerine olas1 koruyucu etkileri arastirilmistir.

Tablo 4. Deney gruplari

Gruplar Kimyasallar Uygulama Yolu
1 Kontrol

2 ANTU (10 mg/kg) i.p.

3 LPS (5 mg/kg) intratrakeal

4 ANTU+JZL184 (10 mg/kQg) i.p./ 1.p.

5 LPS+JZL184 (10 mg/kg) intratrakeal/ i.p.

Histopatolojik ve immiinohistokimyasal incelemeler igin tiim hayvanlarin akciger
sol loblar1, % 10 formaldehitte 2-3 giin birakilip fikse edilmistir. Akciger sag loblari ise, %
0,9 NaCl soliisyonu ile yikandiktan sonra aliiminyum folyoya sarilip biyokimyasal

incelemelerin yapilacagi tarihe kadar -80 °C derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.2.1. Biyokimyasal inceleme metodlar:

Dokular 1/9 oraninda potasyum Kloriir tamponu (0,1 gr doku/0,9ml 140 mmol KCI)

ile homojenize edildikten sonra 7000 rpm +4°C'de 5 dk santrifiij edilmistir.
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3.2.1.1. Akciger dokusunda MDA tespiti (nmol/L)

MDA seviyesi, 100 °C'de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona dayali bir
yontemle belirlenmistir. TBA test reaksiyonunda, MDA veya MDA benzeri maddeler ile
TBA, reaksiyona girerek 532 nm'de maksimum absorpsiyon veren pembe bir pigment
olusturmaktadir. Reaksiyon, pH 2-3 ve 100 °C'de 15 dakika boyunca gerceklestirilmistir.
Numuneler, proteinin ¢okelmesi igin iki hacim soguk % 10 (a/h) trikloroasetik asit ile
karistirtlmistir. Cokelti, santrifiij yoluyla peletlenmis ve siipernatanin bir alikuotu, esit
hacimde % 0.67 (w/v) TBA ile kaynar su banyosunda 15 dakika reaksiyona sokulmustur.
Sogutmanin ardindan absorbans 532 nm'de okunmustur. Olciimlerde Rel Assay Diagnostics

firmasi tarafindan tiretilmis ticari kitler kullanilmistir.

3.2.1.2. Akciger dokusunda SOD tespiti (U/ml)

SOD’nin rolii, oksidatif siiregler sirasinda iiretilen toksik radikalin hidrojen peroksit
(H202) ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirmaktir. Bu yontemde, kirmizi bir
formazan boyasi olusturmak {iizere 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum
kloriir ile reaksiyona giren siiperoksit radikallerini liretmek amaciyla ksantin ve ksantin
oksidaz kullanilmigtir. Daha sonra, SOD aktivitesi bu reaksiyonun inhibisyon derecesi ile

dl¢iilmiistiir. Olgiimler Mindray BS-400 biyokimya analizorii ile gerceklestirilmistir.

3.2.1.3. Akciger dokusunda katalaz tespiti (U/ml)

Katalazin H20.'yi parcaladigi reaksiyon, amonyum molibdat tarafindan hizla
durdurulabilmektedir. Kalan H2O2, sarimsi bir kompleks olusturmak igin amonyum
molibdat ile reaksiyona girmektedir. Katalaz aktivitesi, olusan bu sarims1 kompleksin 405
nm'de okunmasiyla Slciilmiistiir. Olgiimlerde Rel Assay Diagnostics firmasi tarafindan

tiretilmis ticari kitler kullanilmagtir.
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3.2.1.4. Akciger dokusunda GSH tespiti (mg/L)

ELISA rat GSH kiti (BT-Lab) enzim baglantili bir immiinosorbent testidir.
Standartlar ve numuneler, bir monoklonal antikor ile ©onceden kaplanmig oyuklara
eklenmistir. Daha sonra kuyucuklara biotinle konjuge hedef antijenler konmustur.
Standartlardaki veya numunelerdeki antijenler, yakalayici antikora baglanmak ve inkiibe
etmek i¢in biotinle konjiige antijenle rekabet etmektedir. Baglanmamis antijen, yikama
adiminda uzaklastirilmistir. Ardindan avidin-HRP eklenmis ve inkiibe edilmistir.
Baglanmamis avidin-HRP, bir diger yikama adiminda uzaklastirilmistir. Daha sonra TMB
(Tetrametilbenzidin) substrat eklenerek renk olusumu saglanmistir. Bu reaksiyon, asidik
stop soliisyonu eklenerek durdurulmus ve renk 450 nm'de Olgiilebilen sariya donmiistiir.
Renk yogunlugu, numunedeki GSH konsantrasyonu ile ters orantili olarak gelismistir.
Ardindan numunedeki GSH konsantrasyonu, numunelerin optik yogunlugunun standart egri
ile karsilastirilmasiyla  belirlenmistir.  Olciimlerde Bio-Tek microplate  okuyucu

kullanilmistir.

3.2.2. Histopatolojik inceleme metodu (hematoksilen-eozin)

Histopatolojik inceleme i¢in akcigerler, % 10 formaldehitte 2-3 giin birakilip fikse
edilmis, daha sonra degisik derecelerdeki etanol ile dehidrate edilerek ksilen ile
berraklastirilmasinin ardindan parafine gémiilmiistiir. Elde edilen parafin bloklardan 5
mikron kalinhiginda kesitler alinmig ve bu kesitler hematoksilen-eozin ile boyanmustir.

Boyama protokolii tablo 5’te verilmistir.

Tiim akciger dokulari 151k mikroskobu altinda histolojik olarak incelenmis ve her
kesitte 10 alan taranarak 6dem, alveolar duvar kalinlagmasi, interstisyumda inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu, vakuolizasyon, alveolar makrofaj, hemoraji, perivaskiiler genisleme,
konjesyon ve bronsiol liimeninde inflamatuvar hiicre varlig1 agisindan degerlendirilmistir.
Bu parametreler 0-3 arasinda skorlanmis ve 0 normal, 1 hafif hasarli, 2 orta diizey hasarli, 3
agir hasarli olarak kabul edilmistir. Ayrica skorlama disinda akciger dokusundaki

histomorfolojik degisiklikler de tespit edilmistir (280).
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Tablo 5. Akciger dokusu i¢in hematoksilen-eozin boyama protokolii

Kimyasal Siiresi
Toluen-1 15 dk
Toluen-2 15 dk

% 100 Alkol 1dk

% 96 Alkol 3dk

% 90 Alkol 3 dk

% 70 Alkol 5 dk
Durgun su 3dk
Hematoksilen 15 dk

Asit alkol Batir ¢ikar
Morartma 20 dk
Eozin 5 dk

% 70 ve % 90 Alkol Batir ¢ikar
% 96 Alkol 5 dk

% 100 Alkol 2 kez 10 dk
Toluen-1 ve Toluen-2 2 kez 15 dk

3.2.3. immiinohistokimyasal inceleme metodu

Akcigerlerde NF-«B ve kaspaz 3 ifadelerinin immiinohistokimyasal yontemle tespit
edilmesi amaci ile dokular, % 10 formaldehit ¢ozeltisine alinip, daha sonra elde edilen 5 pm

kalinligindaki parafin kesitlere ABC (Avidin-Biotin Kompleks) yontemi uygulanmastir.

Formaldehit fiksasyonu nedeniyle ortaya ¢ikan antijen maskelenmesini bertaraf
etmek i¢in 1/10 oraninda diliie edilmis sitrat buffer tamponu igerisine alinan lamlara
mikrodalga firinda 1s1 aracili antijen retrieval uygulanmistir. PBS ile iki yikamanin ardindan
permeabilizasyon amaciyla % 0,2 konsantrasyonda triton X ile muamele edilen Kesitler,
tekrar PBS ile yikamanin ardindan endojen peroksidaz aktivitesini notralize etmek i¢in % 3
H20: ile 20 dakika muamele edilmistir. Tekrar PBS ile yikanan dokulara nonspesifik
baglanmay1 6nlemek amaciyla yapilan 7 dk’lik Ultra V block uygulamasini takiben iiretici
tarafindan tavsiye edilen diliisyonlarda kaspaz-3 (Cell Signaling-Massachusetts, USA) ve
NF-kB (Novus Bio-Colorado, USA) primer antikorlari nemli bir ortamda 1 saat oda 1sisinda
uygulanmistir. Primer antikor asamasindan sonra, kesitler PBS’ye alinmis, ardindan uygun
sekonder antikor ile 30 dk muamele edildikten sonra tekrar PBS’ye alinan kesitlere 20 dk
Streptavidin peroksidaz kompleksi uygulanmistir. Siire bitiminde PBS’ye alinan kesitlere

mikroskop altinda kromojen olarak diaminobenzidine (DAB) uygulanmistir. Ardindan zit
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boyama Mayer’s hematoksilen ile yapilmis ve kesitler alkol serilerinden gegirilip, toluen ile
muamale edildikten sonra entellan ile kapatilmigtir. Son olarak Zeiss marka Axio Lab
arastirma mikroskobu kullanilarak H-SCORE yapilmistir. Boylece ekspresyon diizeyleri
semikantitatif (0: boyanma yok; 1+: zayif fakat tespit edilebilir boyanma; 2+: orta ya da

belirgin boyanma; 3+: yogun boyanma) olarak degerlendirilmistir.

3.3. Deneyde Kullamilan Kimyasal Maddeler

3.3.1. ANTU

Molekiiler formiili C11H10N2S olan ANTU (Sigma-45328), rodentisit olarak
gelistirilmistir ve pulmoner 6dem, plevral efiizyon ve pulmoner yetmezlige bagli 6liime
neden olan kimyasal bir ajandir. Standart bir ARDS deney modelinde i.p. olarak uygulanan
ANTU, 4 saat icinde maksimum diizeyde akciger 6demi ve plevral efiizyon gelistirmektedir.

Deneyimizde “indirekt ARDS modeli” olusturmak amaciyla kullanilmistir.

3.3.2. LPS

Endotoksin olarak da bilinen LPS (Sigma-L2630, Escherichia coli O111:B4), esas
olarak gram-negatif bakterilerin dis membraninda lokalizedir. Igeriginde yer alan Lipid A,
LPS'nin pirojenik dogasina katkida bulunmaktadir. Etkili bir immiinostimiilan olan LPS,
Toll benzeri reseptor 41U (TLR4) aktive ederek inflamatuvar ve immiin yanitlari

indiikklemektedir. Calismamizda “direkt ARDS modeli” olusturmak amaciyla kullanilmistir.

3.3.3. Olive oil (saf zeytinyagi)

Olive oil (Sigma-01514); fenolik bilesen, skualen glukozit ve tekli doymamis uzun
zincirli yag asitleri bakimindan zengindir ve oksidasyona meyilli degildir. Deneyimizde

ANTU ¢oziictist olarak kullanilmigtir.

55



3.3.4. Serum fizyolojik (% 0.9 NaCl- salin soliisyonu)

% 0.9 sodyum kloriir (NaCl) ve su karisimi olan serum fizyolojik, i.v. yolla
dehidratasyonu tedavi etmek i¢in kullanilan ana ¢ozeltidir. Calismamizda LPS ¢oziiciisii

olarak kullanilmistir.

3.3.5.JZ1.184

JZL 184 (Cayman-13158) 2-AG’nin arasidonik asit ve gliserole yikimindan
sorumlu enzim olan MAGL’nin selektif inhibitoriidiir. Calismamizdaki “tedavi edici

ajandir”.

3.3.6. Dimetil siilfoksit (DMSO)

Formiili (CHz)2SO olan DMSO, renksiz bir organokiikiirt bilesigidir ve hem polar
hem apolar bilesikleri ¢ozebilmektedir. Deneyimizde etanol ile birlikte 1:1 oraninda JZL.184

¢Oziiciisii olarak kullanilmustir.

3.3.7. Etanol

Kimyasal formiilii C2HeO olan etanol; ugucu, yanici ve renksiz bir sividir.

Calismamizda DMSO ile birlikte 1:1 oraninda JZ1.184 ¢6ziictisii olarak kullanilmistir.

3.3.8 Ketamin

Ketamin (Ketalar 500 mg/10ml, Pfizer) NMDA reseptor antagonistidir ve 1.p. yolla

70 mg/kg dozunda anestezi amaciyla kullanilmistir.
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3.3.9 Ksilazin

Ksilazin (Xylazinbio % 2, Bioveta) alfa-2 reseptor agonistidir ve i.m. yolla 5 mg/kg

dozunda anestezi amaciyla kullanilmistir.

3.4. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Calismanin istatistiksel analizleri SPSS 19.0 (Chicago, ABD) paket programiyla
yapilmistir. Calismada yer alan nicel degiskenlere ait tanimlayici istatistikler ortanca,
minimum ve maksimum degerleriyle; nitel degiskenler frekans ve yiizde ile verilmistir.
Nicel degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile incelenmistir. Normal
dagilim gostermeyen degiskenlerin bagimsiz grup karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi
kullanilmigtir. Anlamli ¢ikan degiskenler igin 2°1i alt grup karsilastirmalarinda Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanilmistir. Nitel degiskenlerin gruplar arasi
karsilagtirmalarinda Fisher-Freeman-Halton ki-kare testi kullanilmistir. Calismadaki tiim
istatistiksel analizlerde, p degeri 0,05’in altindaki sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol Grubu (Saghkl) Akcigerler

Saglikli sigan akcigerlerinde hemoraji, 6dem ve plevral efiizyon saptanmamustir.
Makroskopik olarak agik pembe goriinimdedir (Sekil 25,26). Histopatolojik incelemede de

normal goriiniimli akciger dokusu mevcuttur (Sekil 40).

4.2. ANTU’nun Akciger Uzerine Etkisi (Indirekt Model)

ANTU, sicanlara 10 mg/kg dozunda i.p. olarak uygulandiktan 4 saat sonra;
akcigerlerin makroskopik olarak hemorajik ve 6demli goriiniimde oldugu tespit edilmistir
(Sekil 27-30). AA/VA oraninda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
artig tespit edilmistir (p<0.001). AA/VA oran1 kontrol grubunda ortanca (minimum-
maksimum) cinsinden 46,0 (36,2-53,6), ANTU grubunda ise 112,75 (86,04-169,33) olarak
saptanmustir (Tablo 6, Sekil 10).

Saglikli kontrol grubunda plevral eflizyon saptanmamistir. ANTU verilen grupta,
eksuda ozelliginde ve hemorajik olmayan eflizyon gelisimi tespit edilmistir. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, ANTU grubunda istatistiksel olarak anlamli miktarda plevral eflizyon
(PE) gelisimi 4,75 ml (3,5-5,7) gozlenmistir (p<0.001) (Tablo 7, Sekil 11). PE/VA oraninda
da, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis tespit edilmistir (p<0.001).
PE/VA oran1 ANTU grubunda 194,23 (134,61-241,02) olarak tespit edilmistir (Tablo 8,
Sekil 12). Odem sivis1 Sekil 27°de ok ile gdsterilmistir.

Biyokimyasal incelemelerde, ANTU grubunda akciger dokusunda MDA
seviyesinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiis (p=0.024) (Tablo 9, Sekil
13), SOD seviyesinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis tespit edilmistir
(p=0.05) (Tablo 10, Sekil 14). Katalaz ve GSH seviyelerinde ise kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (p>0.05) (Tablo 11,12 ve Sekil 15,16).

Histopatolojik incelemede, ANTU grubunda hematoksilen-eozin boyamada
akciger dokusunda belirgin perivaskiiler genisleme, alveol i¢i ve septal 6dem, alveolar duvar

kalinlasmasi1 ve buna bagl vakualizasyonlar, konjesyon, alveol i¢i kanama alanlari ile artmis
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alveol i¢i makrofajlar goriilmiistiir. Inflamatuvar hiicre olarak lenfosit hakimiyeti mevcuttur
(Sekil 41-47).

ANTU grubunda, 6dem (p<0.001), alveolar duvar kalinlasmasi (p<0.001),
interstisyumda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (p<0.001), vakuolizasyon (p=0.001),
alveolar makrofaj (p<0.001), hemoraji (p<0.001), perivaskiiler genisleme (p<0.001) ve
konjesyon (p=0.001), kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmistir
(Tablo 13-20, Sekil 17-22). Bronsiol liimeninde inflamatuvar hiicre tespit edilmemistir
(Tablo 21).

Immiinohistokimyasal incelemede, ANTU grubunda o&zellikle alveolar duvar
dokusunda kontrol grubuna gore NF-xB (p<0.001) ve kaspaz-3 (p<0.001) boyanmasinda
istatistiksel olarak anlamli artis saptanmustir (Tablo 22,23 ve Sekil 23,24,65-68).

4.3. LPS’nin Akciger Uzerine Etkisi (Direkt Model)

LPS, sicanlara 5 mg/kg dozunda intratrakeal olarak uygulandiktan sonra;
akcigerlerin makroskopik olarak hiperemik goriinimde oldugu tespit edilmistir (Sekil
31,32). AA/VA oraninda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde artis
tespit edilmistir (p=0.002). AA/VA orani kontrol grubunda 46,0 (36,2-53,6), LPS grubunda
ise 70,27 (55,64-98,78) olarak saptanmistir (Tablo 6, Sekil 10). Plevral efiizyon tespit
edilmemistir (Tablo 7, Sekil 11).

Biyokimyasal incelemelerde, LPS grubunda akciger dokusunda MDA, SOD,
katalaz ve GSH seviyelerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edilmemistir (p>0.05) (Tablo 9-12, Sekil 13-16).

Histopatolojik incelemede, LPS grubunda hematoksilen-eozin boyamada akciger
dokusunda belirgin vaskiiler konjesyon, hemoraji, perivaskiiler genisleme, peribronsioler
dokuda ve bronsiol limeninde basta nétrofil olmak iizere artmis inflamatuvar hiicreler,
bronsiol limeninde yer yer eritrosit varligi, daha ¢ok septumlarda lokalize makrofajlar ve
alveolar duvar kalinlagmasi ile buna bagl vakualizasyonlar goriilmiistiir. Epitelde belirgin
bir degisiklik olmamakla birlikte bazi epitel hiicrelerinde kondanse ¢ekirdekler, yer yer
deskuamasyon ve lamina propriada nétrofiller tespit edilmistir (Sekil 48-58).

LPS grubunda, o6dem (p=0.006), alveolar duvar kalinlagsmasi (p<0.001),

interstisyumda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (p<0.001), vakuolizasyon (p<0.001),
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alveolar makrofaj (p<0.001), hemoraji (p<0.001), perivaskiiler genisleme (p<0.001),
konjesyon (p<0.001) ve bronsiol limeninde inflamatuvar hiicre varligi (p<0.001) kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmistir (Tablo 13-21, Sekil 17-22).

Immiinohistokimyasal incelemede, LPS grubunda &zellikle bronsiol epiteli ve
cevresinde inflamatuvar hiicre infiltrasyonuna eslik eden, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde artmig NF-kB (p<0.001) ve kaspaz-3 (p<0.001) boyanmasi
goriilmistiir (Tablo 22,23 ve Sekil 23,24,65-68).

4.4. ANTU (indirekt Model) ve LPS’nin (Direkt Model) Akciger Uzerine Etkilerindeki
Farkhlhiklar

Pulmoner 6dem ve plevral efiizyon degerlendirmesinde AA/VA orani, ANTU
grubunda LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur
(p<0.001). AA/VA oran1 ANTU grubunda 112,75 (86,04-169,33), LPS grubunda ise 70,27
(55,64-98,78) olarak saptanmistir (Tablo 6, Sekil 10). Plevral efiizyon ANTU grubunda
mevcutken LPS grubunda tespit edilmemistir (Tablo 7, Sekil 11).

Biyokimyasal incelemelerde akciger dokusunda SOD seviyesi, ANTU grubunda
LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p=0.001).
MDA, katalaz ve GSH seviyelerinde ise iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
tespit edilmemistir (p>0.05) (Tablo 9-12, Sekil 13-16).

Histopatolojik incelemede, 6dem (p<0.001) ve perivaskiiler genisleme (p<0.001)
LPS grubuyla karsilastirildiginda, ANTU grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiikksek bulunmustur (Tablo 13,19 ve Sekil 17). LPS grubunda bronsiol liimeninde
inflamatuvar hiicre mevcutken, ANTU grubunda bronsiol liimeninde inflamatuvar hiicre
tespit edilmemistir (p<0.001, Tablo 21) ve bu bulgu, direkt akciger hasar modelinde epitel
etkilenmesinin 6n planda oldugunu gostermektedir (Sekil 56,57). Diger histopatolojik
degiskenlerde iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (p>0.05)
(Tablo 14-18,20 ve Sekil 18-22).

Immiinohistokimyasal incelemede kaspaz-3 boyanmasi, LPS grubuyla
karsilastinlldiginda ANTU grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur (p<0.001) (Tablo 23, Sekil 24). NF-kB boyanmasinda ise iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (p>0.05) (Tablo 22, Sekil 23). NF-kB ve
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kaspaz-3 boyanmasi, ANTU grubunda daha ¢ok alveolar duvar dokusunda, LPS grubunda
ise brongiol epiteli ve g¢evresinde yogun izlenmistir. Bu bulgu, indirekt akciger hasar
modelinde endotel, direkt akciger hasar modelinde ise epitel etkilenmesinin 6n planda

oldugunu gostermektedir (Sekil 65-68).

4.5. JZ1.184'iin ANTU ile Olusturulan Akciger Hasar1 Uzerine Etkileri

JZ1.184 siganlara 10 mg/kg dozunda i.p. olarak uygulandiktan sonra, ANTU tedavi
grubundaki akcigerlerin makroskopik olarak ANTU grubundaki akcigerlere gore daha az
hemorajik ve 6demli goriinlimde oldugu tespit edilmistir. Ayrica bazi bolgelerde saglikll
akciger dokusuna benzer sekilde agik pembe alanlar goriilmiistiir (Sekil 33-36). AA/VA
oraninda, ANTU grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayan diisiis tespit edilmistir
(p>0.05). AA/VA oram1 ANTU grubunda 112,75 (86,04-169,33), ANTU tedavi grubunda
ise 95,41 (50,92-145,14) olarak saptanmistir (Tablo 6, Sekil 10).

ANTU grubu ile karsilagtirildiginda (4,75 ml), ANTU tedavi grubunda, plevral
efiizyon gelisiminde belirgin oranda diisiis saptanmistir (2,3 ml) fakat bu diisiis istatistiksel
olarak anlamli bulunmamuistir (p>0.05). Plevral efiizyon gelisimi ANTU tedavi grubunda 2,3
ml (0-4,8) olarak tespit edilmistir (Tablo 7, Sekil 11). Benzer sekilde, PE/VA oraninda da,
ANTU grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayan diisiis tespit edilmistir (p>0.05).
PE/VA oran1 ANTU grubunda 194,23 (134,61-241,02), ANTU tedavi grubunda ise 103,87
(0-192) olarak saptanmistir (Tablo 8, Sekil 12).

Biyokimyasal incelemelerde, ANTU tedavi grubunda akciger dokusunda MDA,
SOD ve GSH seviyelerinde ANTU grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edilmemistir (p>0.05). Katalaz seviyesi ise ANTU tedavi grubunda ANTU grubuna gore
artmis ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 9-12, Sekil
13-16).

Histopatolojik incelemede, ANTU tedavi grubunda hematoksilen-eozin boyamada
siurli alanda alveol i¢i ve septal 6dem ile hafif perivaskiiler genisleme igeren normale yakin
goriiniimde akciger dokusu tespit edilmistir (Sekil 59-61). Odem (p=0.018), interstisyumda
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (p=0.033) ve perivaskiiler genisleme (p<0.001) ANTU
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (Tablo 13,15,19 ve Sekil 17,19).

Alveolar duvar kalinlagmasi, vakuolizasyon, alveolar makrofaj, hemoraji ve konjesyonda ise
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ANTU grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayan diisiis tespit edilmistir (p>0.05)
(Tablo 14,16-18,20 ve Sekil 18,20-22). Bronsiol liimeninde inflamatuvar hiicre tespit
edilmemistir (Tablo 21).

Immiinohistokimyasal incelemede, ANTU tedavi grubunda dzellikle alveolar duvar
dokusunda ANTU grubuna gére NF-kB (p=0.033) ve kaspaz-3 (p=0.031) boyanmasinda
istatistiksel olarak anlamli diisiis goriilmistiir (Tablo 22,23 ve Sekil 23,24,65-68).

4.6. JZ1.184'iin LPS ile Olusturulan Akciger Hasar1 Uzerine Etkileri

JZ1.184 sicanlara 10 mg/kg dozunda i.p. olarak uygulandiktan sonra, LPS tedavi
grubundaki akcigerlerin makroskopik olarak LPS grubundaki akcigerlere gore daha az
hiperemik goriinlimde oldugu tespit edilmistir. Ayrica bazi1 bolgelerde saglikli akciger
dokusuna benzer sekilde agik pembe alanlar goriilmistiir (Sekil 37-39). AA/VA oraninda,
LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (p>0.05). AA/VA
oran1 LPS grubunda 70,27 (55,64-98,78), LPS tedavi grubunda ise 78,25 (56,06-87,56)
olarak saptanmistir (Tablo 6, Sekil 10). Plevral eflizyon tespit edilmemistir (Tablo 7, Sekil
11).

Biyokimyasal incelemelerde, LPS tedavi grubunda akciger dokusunda MDA ve
SOD seviyelerinde LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir
(p>0.05). Katalaz seviyesi, LPS tedavi grubunda LPS grubuna gore artmig ancak bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). GSH seviyesi ise LPS grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml diizeyde artmistir (p<0.001) (Tablo 9-12, Sekil 13-16).

Histopatolojik incelemede, LPS tedavi grubunda hematoksilen-eozin boyamada
hafif duvar kalinlagmasi iceren normal goriiniimlii alveoller, ilimli vazokonjesyon ve
limenleri inflamatuvar hiicre icermeyen normal goriiniimlii bronsioller tespit edilmistir
(Sekil 62,63). Bronsiol epitelinde yer yer deskuamasyon, lamina propriada nétrofil varligi
ile baz1 epitel hiicrelerinde kondanse ¢ekirdeklerin bulundugu LPS grubunun aksine LPS
tedavi grubundaki bronsiol epiteli normal goriiniimdedir (Sekil 64). Odem (p=0.03),
perivaskiiler genisleme (p<0.001) ve bronsiol limeninde inflamatuvar hiicre varligi
(p<0.001), LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli1 diizeyde azalmistir (Tablo 13,19,21
ve Sekil 17). Alveolar duvar kalinlagsmasi, interstisyumda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu,

vakuolizasyon, alveolar makrofaj, hemoraji ve konjesyonda ise LPS grubuna gore
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istatistiksel olarak anlamli olmayan diisiis tespit edilmistir (p>0.05) (Tablo 14-18,20 ve Sekil
18-22).

Immiinohistokimyasal incelemede, LPS tedavi grubunda &zellikle bronsiol epiteli
ve gevresinde, LPS grubuna gére NF-xB (p=0.033) ve kaspaz-3 (p=0.027) boyanmasinda
istatistiksel olarak anlamli diisiis goriilmistiir (Tablo 22,23 ve Sekil 23,24,65-68).

4.7. JZ1.184'iin ANTU (indirekt Model) ve LPS (Direkt Model) ile Olusturulan
Akciger Hasarlar1 Uzerine Etkilerindeki Farklihklar

JZL184, ANTU ile olusturulan ARDS modelinde PE olusumu, AA/VA ve PE/VA
oranlarinda diisiis saglamistir fakat bu diisilis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05). LPS ile olusturulan ARDS modelinde ise AA/VA oraninda anlaml diizeyde bir
degisiklik saglamamistir (p>0.05) (Tablo 6-8, Sekil 10-12).

Biyokimyasal incelemelerde, ANTU ile olusturulan ARDS modelinde akciger
dokusundaki MDA, SOD ve GSH seviyelerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde
degistirmemistir (p>0.05). Katalaz seviyesini ise artirmis ancak bu artig istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p>0.05). LPS ile olusturulan ARDS modelinde ise MDA ve SOD
seviyelerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde degistirmemistir (p>0.05). Katalaz
seviyesini ise artirmis ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).
GSH seviyesini istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirmistir (p<0.001) (Tablo 9-12, Sekil
13-16).

JZL184, histopatolojik incelemede, ANTU ile olusturulan ARDS modelinde
akciger dokusunda 6dem (p=0.018), perivaskiiler genisleme (p<0.001) ve interstisyumda
inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu (p=0.033) istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azaltmigken; LPS ile olusturulan ARDS modelinde 6dem (p=0.03), perivaskiiler genisleme
(p<0.001) ve bronsiol liimeninde inflamatuvar hiicre varligin1 (p<0.001) istatistiksel olarak
anlaml diizeyde azaltmistir (Tablo 13,15,19,21 ve Sekil 17,19).

JZL184, immiinohistokimyasal incelemede, hem ANTU hem de LPS ile
olusturulan ARDS modellerinde akciger dokusunda NF-kB (p=0.033,p=0.033) ve kaspaz-3
(p=0.031, p=0.027) boyanmasini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltmistir (Tablo
22,23 ve Sekil 23,24). Bu azalma, patoloji gruplarindaki boyanma yogunluguyla uyumlu
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olarak ANTU tedavi grubunda daha ¢ok alveolar duvar dokusunda iken LPS tedavi grubunda

ise Ozellikle bronsiol epiteli ve ¢evresinde izlenmistir (Sekil 65-68).

Tablo 6. AA/VA oranlarinin gruplar arasi karsilagtirmasi

Kontrol ANTU LPS ANTU+JZL 184 LPS+JZL 184 p
AAVA 46,00 112,75 70,27 95,41 78,25 <0.05
(36,20-53,60) | (86,04-169,33)*> | (55,64-98,78) (50,92-145,14) (56,06-87,56)

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: Kontrol grubuna, b: LPS grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli farki gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 10. AA/VA oranlarinin gruplar arasi karsilastirmasi. a: Kontrol grubuna, b: LPS grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farki géstermektedir. p<<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 7. Plevral eflizyon (PE) miktarinin (ml) gruplar arasi karsilastirmasi

Kontrol ANTU LPS ANTU+JZL 184 LPS+JZL 184 p
PE (ml) 0,00 475 0,00 2,30 0,00 <0.05
(0,00-0,00) (3,50-5,70)" (0,00-0,00) (0,00-4,80) (0,00-0,00)

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farki
gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 11. PE miktarinin (ml) gruplar arasi karsilastirmasi. a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml farki géstermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 8. PE/VA oranlariin gruplar arasi karsilasgtirmasi

Kontrol ANTU LPS ANTU+JZL 184 LPS+JZL 184 p
PE/VA 0,00 194,23 0,00 103,87 0,00 <0.05
(0,00-0,00) | (134,61-241,02%* | (0,00-0,00) (0,00-192,00) (0,00-0,00)

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farki
gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 12. PE/V A oranlariin gruplar arasi karsilastirmasi. a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml farki géstermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 9. MDA seviyesinin gruplar arasi karsilastirmasi

Kontrol

ANTU

LPS

ANTU+JZL 184 | LPS+JZL 184 p
MDA 65,92 45,70 52,41 55,13 47,81 <0.05
(nmol/L) (46,60-70,70) | (22,70-70,02)* | (28,34-74,07) (10,00-68,56) (8,97-72,00)

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark:
gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 13. MDA seviyesinin gruplar arasi karsilagtirmasi. a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli farki gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 10. SOD seviyesinin gruplar arasi karsilagtirmasi

Kontrol ANTU LPS ANTU+JZL LPS+JZL 184 p
184
SOD 142,15 191,20 143,15 169,15 123,80 <0.05
(U/ml) (69,90-209,70) | (176,10-212,30)** | (117,50-196,70) | (73,90-196,00) (95,60-165,70)

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: Kontrol grubuna, b: LPS grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli farki géstermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 14. SOD seviyesinin gruplar arasi karsilastirmasi. a: Kontrol grubuna, b: LPS grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir. p<<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 11. Katalaz seviyesinin gruplar arasi karsilagtirmasi

Kontrol ANTU LPS ANTU+JZL 184 | LPS+JZL 184 p
Katalaz 75,50 81,50 81,75 101,50 89,25 >0.05
(U/ml) (54,50-121,50) | (32,50-211,00) | (51,00-100,00) (38,50-120,50) (38,50-116,50)

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir.
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Sekil 15. Katalaz seviyesinin gruplar arasi1 karsilastirmasi.

69



Tablo 12. GSH seviyesinin gruplar arasi karsilagtirmasi

Kontrol ANTU LPS ANTU+JIZL LPS+JZL 184 p
184
GSH 350,72 203,64 275,83 239,33 1077,88 <0.05
(mg/L) (236,45-556,43) | (142,74-380,57) | (78,53-595,71) | (63,56-800,29) | (863,01-1691,46)°

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farki
gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 16. GSH seviyesinin gruplar aras1 karsilastirmasi. a: LPS grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli farki gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 13. Odemin gruplar aras1 karsilastirmasi

Kontrol ANTU LPS ANTU+JZL 184 LPS+JZL 184 p
Odem 0,00 2,55 0,10 0,90 0,00 <0.05
(0,00-0,00) (2,10-3,00)¢ (0,00-0,40)" (0,00-1,30)° (0,00- 0,20)°

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: Kontrol grubuna, b: ANTU grubuna, c: LPS grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir. p<<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 17. Odemin gruplar arasi karsilastirmasi. a: Kontrol grubuna, b: ANTU grubuna, c: LPS
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farki géstermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 14. Alveolar duvar kalinlagmasinin gruplar arasi karsilastirmasi

Kontrol ANTU LPS ANTU+JZL 184 | LPS+JZL 184 p
Alveolar 0,20 1,50 2,20 1,05 1,15 <0.05
duvar (0,00-0,40) (1,10-2,90)" (2,00-2,50)¢ (0,10-1,60) (0,70-2,30)

kalinlasmasi

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark:
gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 18. Alveolar duvar kalinlagmasinin gruplar arasi karsilastirmasi. a: Kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir. p<<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 15. Interstisyumda inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun gruplar arasi karsilastirmasi

Kontrol ANTU LPS ANTU+JZL LPS+JZL 184 p
184
interstisyumda 0,35 2,50 2,65 1,35 1,55 <0.05
inflamatuvar (0,10-0,90) (2,00-3,000 | (2,00-2,90)* (1,10-1,80)° (1,00-3,00)

hiicre
infiltrasyonu
Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: Kontrol grubuna, b: ANTU grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli farki géstermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 19. interstisyumda inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun gruplar aras1 karsilastirmas. a: Kontrol
grubuna, b: ANTU grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farki géstermektedir. p<0.05 anlamli
kabul edilmistir.
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Tablo 16. Vakuolizasyonun gruplar arasi karsilastirmasi

Kontrol ANTU LPS ANTU+JZL LPS+JZL 184 p
184
Vakuo“zasyon 0,00 0,70 1,50 0,20 0,65 <0.05
(0,00- 0,20) (0,10-2,90)* (0,80-1,90)° (0,00-0,60) (0,10-1,90)

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farki
gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 20. Vakuolizasyonun gruplar arasi karsilastirmasi. a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli farki gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 17. Alveolar makrofajin gruplar arasi karsilagtirmasi

Kontrol ANTU LPS ANTU+JZL 184 | LPS+JZL 184 p
Alveolar 0,30 2,20 2,15 1,35 1,70 <0.05
makrofaj | (©20120) (1,30-3,00)" (1,80-2,80)" (0,40-2,70) (1,00-2,70)

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark:
gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 21. Alveolar makrofajin gruplar arasi karsilagtirmasi. a: Kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli farki géstermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 18. Hemorajinin gruplar arasi karsilastirmasi

Kontrol ANTU LPS ANTU+JZL 184 | LPS+JZL 184 p
Hemoraji 0,00 1,40 1,00 0,95 0,35 <0.05
(0,00-0,60) (0,00-2,20)" (0,50-2,20) (0,50-1,60) (0,00-1,10)

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farki
gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 22. Hemorajinin gruplar aras1 karsilagtirmasi. a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamh farki géstermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 19. Perivaskiiler genislemenin gruplar arasi karsilagtirmasi

Kontrol | ANTU2C | LPS? | ANTU+JZL 184" | LPS+JZL.184°¢

Normal Sayi 10 0 2 0 8
Grup ici %100 | %O % 20 % 0 % 80
yiizde (%)

Hafif Say1 0 0 8 2 2
Grup ici % 0 %0 % 80 % 20 % 20
yiizde (%)

Orta Say1 0 0 0 5 0
Grup ici % 0 %0 %0 % 50 %0
yiizde (%)

Agir Say1 0 10 0 3 0
Grup ici %0 % 100 % 0 % 30 % 0
yiizde (%)

Toplam Sayi 10 10 10 10 10
Grup i¢i % 100 | % 100 % 100 | % 100 % 100
yiizde (%)

Degerler frekans ve yiizde olarak verilmistir. a: Kontrol grubuna, b: ANTU grubuna, c:

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

Tablo 20. Konjesyonun gruplar arasi karsilastirmasi

LPS grubuna gore

Kontrol | ANTU2 | LPS® | ANTU+JZL184 | LPS+JZL184

Normal | Sayr 5 0 0 0 0
Grup ici yiizde | % 50 %0 %0 %0 %0
(%)

Hafif Say1 5 3 0 5 3
Grup i¢i yiizde | % 50 % 30 % 0 % 50 % 30
(%)

Orta Say 0 4 5 5 3
Grup ici yiizde | %0 % 40 %50 | %50 % 30
(%)

Agir Say1 0 3 5 0 4
Grup ici yiizde | %0 % 30 %50 | %0 % 40
(%)

Toplam | Say1 10 10 10 10 10
Grup i¢i yiizde | % 100 % 100 % 100 | % 100 % 100
(%)

Degerler frekans ve yiizde olarak verilmistir. a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark:
gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 21. Bronsiol liimeninde inflamatuvar hiicre varliginin gruplar arasi karsilagtirmasi

Kontrol | ANTUP | LPS? | ANTU+JZL184 | LPS+JZL184b

Normal | Say1 10 10 0 10 0
Grup ici % 100 % 100 % 0 % 100 % 0
yiizde (%)

Hafif Say 0 0 1 0 8
Grup ici %0 %0 %10 | %0 % 80
yiizde (%)

Orta Say1 0 0 3 0 1
Grup ici %0 %0 %30 |%O0 % 10
yiizde (%)

Agir Say1 0 0 6 0 1
Grup ici % 0 % 0 %60 |%0 % 10
yiizde (%)

Toplam | Say 10 10 10 10 10
Grup ici % 100 % 100 % 100 | % 100 % 100
yiizde (%)

Degerler frekans ve ylizde olarak verilmistir. a: Kontrol grubuna, b: LPS grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli farki gostermektedir. p<0.05 anlaml kabul edilmistir.
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Tablo 22. NF-kB boyanma yogunlugunun gruplar arasi karsilastirmasi

Kontrol

ANTU

LPS

ANTU+JZL LPS+JZL 184 p
184
NE- 39,50 155,50 171,50 89,50 93,00 <0.05
<B (28,00-58,00) | (115,00-228,00)* | (144,00-218,00)" (73,00-95,00)° (68,00-118,00)°

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: Kontrol grubuna, b: ANTU grubuna, c: LPS grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 23. NF-kB boyanma yogunlugunun gruplar arasi karsilagtirmasi. a: Kontrol grubuna, b: ANTU
grubuna, c: LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark1 gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul

edilmistir.
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Tablo 23. Kaspaz-3 boyanma yogunlugunun gruplar arasi karsilagtirmasi

Kaspaz-3

Kontrol ANTU LPS ANTU+JZL | LPS+JZL 184 p
184
51,00 181,00 137,00 100,00 81,50 <0.05

(38,00-77,00)

(152,00-212,00)>¢

(116,00-166,00)*

(68,00-134,00)°

(62,00-111,00)°

Degerler ortanca (min.-max.) olarak verilmistir. a: Kontrol grubuna, b: ANTU grubuna, c: LPS grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir. p<<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 24. Kaspaz-3 boyanma yogunlugunun gruplar arasi karsilastirmasi. a: Kontrol grubuna, b:
ANTU grubuna, c: LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir. p<0.05

anlamli kabul edilmistir.
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4.8. Makroskopik Goriintiiler

Sekil 25. Kontrol

Sekil 29. ANTU Sekil 30. ANTU
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Sekil 35. ANTU tedavi Sekil 36. ANTU tedavi
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Sekil 38. LPS tedavi

Sekil 37. LPS tedavi

LPS tedavi

il 39

Sek
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4.9. Hematoksilen-Eozin Goriintiileri

4.9.1. Kontrol grubu

Sekil 40. Kontrol grubuna ait normal goriiniimlii akciger doku kesitleri. A-C: Normal kalinlikta
alveolar septumlar, normal goriiniimlii alveolar kese ve duktuslar, vaskiiler konjesyonun eslik
etmedigi arter ve arteriyoller, olagan duvar yapisina sahip bronsioller. D: Normal goriiniimlii bronsiol
epiteli (Olgek cubugu=A:200 pm, B:100 pm, C:50 um, D:20 um).
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4.9.2. ANTU grubu

Sekil 41. ANTU grubuna ait doku goriintiisiinde yaygin alveol i¢i 6dem ve vakuolizasyon alanlari
(y1ldiz). (Olgek ¢ubugu:200 um).

Sekil 42. Postkapiller veniilde konjesyon (y1ldiz) ve komsulugundaki orta ¢apli venin adventisyasi
icerisine kanama (ok) (Ol¢ek cubugu=A:200 um, B:20 pm).
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Sekil 44. Yaygin alveol i¢i kanama alanlari (y1ldiz) (Olgek cubugu:50 pm).
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Sekil 45. Alveol i¢i kanamaya isaret eden eritrositler (y1ldiz), yogun alveol i¢i makrofaj varlig1 (ok
basi) ve alveolar duvarda inflamatuvar hiicre infiltrasyonlar (ok) (Olgek ¢ubugu:20 pm).

Sekil 46. Alveol i¢i kanamaya isaret eden eritrositler (ok bas1) ve alveolar duvarda inflamatuvar
hiicre infiltrasyonlari (Olgek ¢cubugu:20 um).
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Sekil 47. Kiiciik arter ve arterioliin ileri derecede genislemis adventisyasi (yildiz) ve yaygin alveol

ici 6dem (ok bas1) (Olgek cubugu:100 wm).
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4.9.3. LPS grubu

Sekil 48. Yogun vaskiiler konjesyon (ok) ve alveolar duvar kalinlasmasi (yildiz) (Olgek
¢ubugu:200 um).

Sekil 49. Yogun alveolar duvar kalinlagsmasi (y1ldiz) ve vakuolizasyon alanlar1 (ok bas1) (Olgek
¢ubugu:100 um).
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Sekil 50. Kalinlagmis alveolar duvar icerisinde yogun kanama odaklari (ok bas1) (Olgek
¢ubugu:100 um).

Sekil 51. Brongiol liimenlerinde yogun inflamatuvar hiicre varligi (y1ldiz), kiigiik arterin geniglemis
adventisya tabakasi ve peribronsioler dokuda yaygin inflamatuvar hiicreler (ok bast), kigiik arter
liimeninde konjesyon (ok) (Olgek ¢ubugu:50 um).
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Sekil 52. Brongsiol ve damar liimenleri ile peribronsioler dokuda yogun inflamatuvar hiicre varlig
(ok bas1), arter ve yakinindaki kapiller liimende konjesyon (ok), peribronsioler dokuda kanama
alani (y1ldiz) (Olgek cubugu:50 um).

Sekil 53. Muskiiler arterin adventisyasinda yogun kanama odaklar1 (ok) ile buna yakin komsulukta
inflamatuvar hiicre infiltrasyonlari (siyah ok bast), bronsiol limeninde eritrositler (yildiz), bronsiol
epitelinde deskuamasyon (kirmizi ok basi) (Olgek gubugu:50 pm).
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Sekil 54. Bronsiol epitelinde deskuamasyon alanlari (ok bast), bronsiol liimeninde inflamatuvar
hiicre varligi (yildiz) (Olgek ¢ubugu:50 pm).

Sekil 55. Kalinlagmis alveolar duvar igerisinde ¢ok sayida eritrosit kristaloidleri (oK) ile yine
alveolar duvar igerisinde yogun makrofaj varligi (ok basi) (Ol¢ek ¢ubugu:20 pum).
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Sekil 56. Bronsiol liimeninde ¢ok sayida noétrofil (yildiz), bronsiol epitel hiicre ¢ekirdeklerinde
kondansasyon (ok bast), kii¢iik arter liimeninde konjesyon (ok) (Olgek cubugu:20 pm).

Sekil 57. Bronsiol limeninde (y1ldiz) ve bronsioliin lamina propriasinda (ok) ¢ok sayida notrofil
(Olgek gubugu:20 um).
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Sekil 58. Kalinlagmusg alveolar duvarda yogun nétrofilik infiltrasyon alanlari (ok basi) ve makrofaj
varlig1 (ok) ile alveol igi eritrositler (yildiz) (Olgek gubugu:20 pm).
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4.9.4. ANTU tedavi grubu

Sekil 59. 0dﬂem icermeyen ve ince duvarlara sahip alveoller ile hafif perivaskiiler genisleme (ok bast)
igeren ven (Olgek cubugu=A:200 um, B:100 pm).

Sekil 60. Sinirl bir alanda alveol i¢i ve septal 6dem (y1ldiz) ile hafif perivaskiiler genisleme (ok
bas1) iceren normale yakin goriiniimde akciger dokusu (Olgek ¢ubugu:100 um).
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Sekil 61. Cogunlukla normal kalinlikta olmakla beraber yer yer hafif¢e kalinlasmis alveolar duvarlar
iceren normale yakin gériiniimde akciger dokusu (Olgek cubugu=A:50 pm, B:20 pm).
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4.9.5. LPS tedavi grubu

Sekil 62. Sinirli alanlarda hafif duvar kalinlagsmasi igeren normal gériiniimlii alveoller, 1limlt
vazokonjesyon (ok) ve limenleri inflamatuvar hiicre igermeyen normal goriiniimlii bronsioller
(y1ldiz) (Ol¢ek gubugu:200 pm).

Sekil 63. Sinirli alanlarda hafif duvar kalinlasmasi igeren normal gériiniimlii alveoller (Olgek
cubugu=A:100 pm, B:50 pm).
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Sekil 64. Normal gdriiniimlii bronsioler epitelde silli hiicrelerin apikal plazma membraninda siller
ile bazal cisimcik ¢izgisi (ok basi) (Olgek gubugu=A:50 pm, B:20 pm).
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4.10. immiinohistokimya Gériintiileri

Sekil 65. Tum gruplarda NF-xB ifadesini belirlemek i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyama
goriintiileri. A: Kontrol, B: ANTU, C: ANTU+JZL184, D: LPS, E: LPS+JZL184. ANTU ve LPS
gruplarinda kontrol ve tedavi gruplarina kiyasla daha yogun boyanma goriilmektedir (Olgek
cubugu:50 pm).
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Sekil 66. Tim gruplarda NF-kB ifadesini belirlemek i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyama
goriintiileri. A: Kontrol, B: ANTU, C: ANTU+JZL184, D: LPS, E: LPS+JZL184. ANTU ve LPS
gruplarinda kontrol ve tedavi gruplarina kiyasla daha yogun boyanma goriilmektedir (Olgek
cubugu:20 pm).
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Sekil 67. Tim gruplarda kaspaz-3 ifadesini belirlemek i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyama
gortintiileri. A: Kontrol, B: ANTU, C: ANTU+JZL184, D: LPS, E: LPS+