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OZET

Giillcan KAYNAR, Akut Akciger Hasarinda Periferik Benzodiazepin
Reseptorlerinin Rolii. Zonguldak Karaelmas Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Zonguldak,
2011.

Bu calisma, selektif periferik benzodiazepin reseptor agonisti, 4’-klorodiazepamin
(Ro 5-4864), o-naftiltiyoiire (ANTU) ile olusturulan akut akciger hasarindaki
etkilerini arastirmak amaciyla planlanmistir. ANTU sicanlara i.p olarak 10 mg/kg
dozunda verilmis ve 4 saat icinde maksimum diizeye ulasan, plevral efiizyon (PE) ve
akciger agirhigi /viicut agirligi oranindaki (AA/VA) artisla karakterize akut akciger
hasari1 modeli gelistirilmistir. Sicanlara, ANTU’dan 30 dakika once, 4’-
klorodiazepam (0.1, 0.5, 2 ve 4 mg/kg, i.p) uygulanmis ve akut akciger hasar iizerine
olan etkisi incelenmistir. ANTU uygulamasindan 4 saat sonra gogiis kafesi agilmisg,
plevral efiizyon mayi toplanmis, akciger agirligi olciilmiis ve akciger dokusunun
histopatalojik incelemesi yapilmistir.

4’klorodiazepam, 2 ve 4 mg/kg dozlarinda, AA/VA oraninda anlamli bir azalma
olusturmus ve akciger 6demi iizerinde bir koruyuculuk saglamistir. 4’klorodiazepam
kullanilan tiim dozlarinda, efiizyon gelisimini (PE/VA) istatiksel anlamli diizeyde
azaltmis ve efiizyon gelisimine karsi koruyuculuk saglamistir. Caligmamizda
kullandigimiz NMDA reseptor antagonisti MK-801 ise, AA/VA oraninda herhangi
bir koruyuculuk saglamamis, plevral efiizyon gelisimini ise anlamlh diizeyde
azaltmstir.

Selektif periferik benzodiazepin reseptor agonisti 4’klorodiazepam, ANTU ile
olusturulan akciger 6demi ve efiizyon gelisiminde koruyucu etkinlik gostermistir. Bu
sonuclar, benzodiazepinlerin, santral sinir sistemindekilerden farkli olarak periferde
yerlesmis olan periferik reseptorleri aracilifiyla akciger hasar mekanizmalarim
etkileyebilecegini gostermektedir. Periferik benzodiazepin reseptorlerinin doku
hasar ve inflamasyon iizerine olan bu olumlu ve koruyucu etkileri, onlarin akciger

hastaliklarinda potansiyel bir ilag olarak ele alinmalarina olanak saglayacaktir.

Anahtar Sozciikler: Akut akciger hasari, a-naftiltiyoiire, periferik benzodiazepin
reseptorll, 4’klorodiazepam, akciger ddemi, plevral efiizyon,

MK-801



ABSTRACT

Giilcan KAYNAR, The Role of Peripheral Benzodiazepine Receptors on Acute
Lung Injury. Zonguldak Karaelmas University, Health Science Institute,
Department of Medical Pharmacology, Master of Science Thesis, Zonguldak, 2011.
This study was designed to investigate the effects of selective peripheral
benzodiazepine receptor agonist 4’-chlorodiazepam (Ro 5-4864) on acute lung injury
induced by a-naphthylthiourea (ANTU).

Injection of ANTU (10 mg/kg i.p.) produced pulmonary edema as indicated by an
increase in lung weight/body weight ratio (LW/BW) and pleural effusion (PE)
reaching a maximum within 4 h in rat. 4’-chlorodiazepam (0.1, 0.5, 2 and 4 mg/kg,
i.p.) carried out to rats 30 min prior to ANTU. In another group, NMDA receptor
antagonist, MK-801 (0.3 and 3 mg/kg) carried out to rats 30 min prior to ANTU. The
thorax was opened and pleural effusion was carefully collected by suction and
measure volumetrically. The lungs were removed and all surrounding tissues were
dissected and weighed with an analytical balance.

4’-chlorodiazepam at the doses of 2 and 4 mg/kg, had a prophylactic effect on
ANTU-induced pulmonary edema (LW/BW). 4’-chlorodiazepam had a prophylactic
effect on ANTU-induced PE formation at all doses and significantly reduced PE and
PE/BW ratio. NMDA receptor antagonist, MK-801 had no effect on lung edema, but
significantly reduced pleural effusion.

These result suggested that peripheral benzodiazepine receptors play an important
role in modulation of acute lung injury induced by ANTU. These results
demonstrated that peripheral benzodiazepine receptor agonists may be a novel

therapeutic target for the lung diseases including acute lung injury.

Keywords: Acute lung injury, oa-naphthylthiourea; peripheral benzodiazepine
receptor, 4’-chlorodiazepam, pulmonary edema, pleural effusion, MK-

801

vi



ICINDEKILER

Sayfa

KABUL V8 ONAY .ottt ettt ettt et ettt et eesaeees iii
ONSOZ ..ottt v
OZET ...ttt v
ABSTRACT ...ttt et ettt ettt st enee e vi
ICINDEKILER ......cocoovitiiieieeeeeeeeeete et vii
SIMGELER VE KISALTMALAR .......cceviiiiiiiiiisceeiee et ix
SEKIL DIZINT......coouiiiiiiiieieeeeeeee et X
TABLO DIZINI. ..ottt xi
L GIRIS ottt 1
2. GENEL BILGILER ........coiuiiiiiiiiiiiciciniie et 3
2.1. AKUt AKCIZEr Odemi ........cocvovieieieiiieieeeeieieee ettt 3
2.1.1. Akut akciger hasarinda patogenez...........coccuveeevviveiinniieeiniiieeeniiee e 5
2.1.2. Akut akciger hasar1 deneysel hayvan modelleri.........c.ceeeriieeenniieeannnee. 7
2.1.3. a-Naftiltiyolire (ANTU).....coiiiiiiieeiee e 8

2.2. BenzodiazZepinler.........cccoiviiiiiiiiiiiiiiiei et 10
2.2.1. Benzodiazepinlerin etki mekanizmalart .............cccoococeriniiiiinninnenees. 11
2.2.2. Benzodiazepinlerin solunum sistemi iizerine etkileri..............ccccceeeeeee. 12
2.2.3. Periferik benzodiazepin reSeptorleri.........ccceeevieiiereiiiireriiiee e, 13

2.3. Glutamik Asid ve Glutamerjik Reseptorler...........ccccoviiiiiiiiiiiiiiieieeeee 14
2.3.1. NMDA reseptorlerinin solunum sistemi iizerine etkileri........................ 15

3. GEREC VE YONTEM .......coouiiiiiiiiiieieieieeeeeieeeeet et 16
3.1. Akut Akciger Hasar1 Deney Modelinin Olusturulmast............ccccceeeiueeeennnee 16
3.2, Deney ProtoKOIl. .....oouueeiiiiiiiiiiiiieieee et 17
3.3. Kimyasal Maddeler ............oooeiiiiiiiiiiiie et 18
3.4. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi..............ccccvvveeevevereeeceeeenerennen. 18

4. BULGULAR ..ottt ettt et 19
4.1. Alfa-Naftiltiyoiire’nin Pulmoner Sistem Uzerine EtKisi.................ccceunen.. 19
4.2. 4 Klorodiazepam’in ANTU Aracili Akut Akciger Hasar1 Uzerine Etkisi ....19
4.3. MK-801’in ANTU Aracili Akut Akciger Hasar1 Uzerine EtKisi.................. 20
S.TARTISMA ...ttt ettt et ettt e st eeeaeees 29
6. SONUCLAR VE ONERILER..........cccceeviiiioiiiiiiccceeee e 35

vii



Ek 1: Etik Kurul Onayl.........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiceee e

9. 0ZGECMIS

viii



AA/VA
AAH
AAH/ASSS
ANTU
ASSS
BDR
BZ
DDL
FiO,
GABA
GABA4
GABAjg
IL-1
IL-1p
IL-2
IL-6
IL-8
i.p.
iNOS
L-NAME
LPS
LTB4
NaCl
NF-kappaB
NMDA
NO
PaO,
PE
PE/VA
SSS
TNF-a
TXA;

SIMGELER VE KISALTMALAR

Akciger agirhigi/Viicut agirhig
Akut akciger hasari

Akut akciger hasar1 / Akut solunum sikintist sendromu
Alfa-naftiltiyoiire

Akut solunum sikintist sendromu
Benzodiazepin reseptorii
Benzodiazepin

Diisiik dansiteli lipoprotein
Solunan havadaki fraksiyone O,
gama-aminobiitirik asit
gama-aminobiitirik asit A reseptorii
gama-aminobiitirik asit B reseptorii
Interlokin-1

Interlokin-1 beta

Interlokin-2

Interlokin-6

Interlokin-8

intraperitoneal

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
NC-nitro-L-arginin metil ester
Lipopolisakkarid

Lokotrien By

Sodyum Kloriir

Niikleer faktor kappaB
N-metil-D-aspartat

Nitrik oksit

Parsiyel oksijen basinci

Plevral efiizyon

Plevral efiizyon/Viicut agirlig:
Santral Sinir Sistemi

Tiimor nekrozis faktor-alfa

Tromboksan A,

1X



SEKIL DiZiNi

Sekil Sayfa
1. ANTU ile olusturulan akut akciger hasarinda 4’-klorodiazepam (Ro 5-4864) ve

MK-801’in, akciger agirligi/viicut agirligi oran1 (AA/VA x10%) iizerine olan

EEKIIETT ettt 21
2. ANTU ile olusturulan akut akciger hasarinda 4’-klorodiazepam (Ro 5-4864) ve
MK-801’in, plevral efiizyon miktar1 (PE) (ml) tizerine olan etkileri. ................. 22
3. ANTU ile olusturulan akut akciger hasarinda 4’-klorodiazepam (Ro 5-4864) ve
MK-801"in, plevral efiizyon/viicut agirhigi orani (PE/VA x 10%) iizerine olan
EEKIIET T ettt s e 23
4. Kontrol S1¢an aKCIZOTT ...ccceeveruuriiiieeeeeriiiiiiieeeeeeriiiiete e e e ereireeteeeeessaaneeeeeeseennns 24
5. ANTU uygulanan S1¢an aKCiZeTi.....ccceeruurereruiieeeeiiieeeeiieeeeeiieeeeeeee e eeieee e 24
6. ANTU + Ro 5-4864 0.1 mg/kg uygulanan sican akCigeri........cccceeeveuvvvrereerennnnes 25
7. ANTU + Ro 5-4864 0.5 mg/kg uygulanan sican akCigeri.........cccevvuveeeeriuieerennnne. 25
8. ANTU + Ro 5-4864 2 mg/kg uygulanan sigan akCiZeri .........c.ooevuvveeeeeeerennnnnne. 26
9. ANTU+ Ro 5-4864 4mg/kg uygulanan sican akCigeri. ......ccoocuveeernueeeennieeeennnne. 26
10. ANTU + MK-801 0.3 mg/kg uygulanan sican akCigeri..........ccceeeveeeerniveeeennneen. 27
11. ANTU + MK-801 0.3 mg/kg uygulanan sican akCigeri.........cccveeeenueeeennineeennnne. 27
12. ANTU + MK-801 3 mg/kg uygulanan sigan akCigeri ..........cccceeerreeeereeieeeenneen. 28



TABLO DIiZiNi

Tablo Sayfa
1. DENEY GIUPILATT c.eeeiiiiiiiiiiee ettt ettt e e e ettt e e e e s ettt eeeesssnaneaeaeesennnns 17
2. Tiim Gruplarin AA/VA Oranlart ...........occiiiiiiiiiiiniee e 21
3. Tiim Gruplarin PE (ml) Degerleri........cccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiee et 22
4. Tim Gruplarin PE/VA Oranlart .........c.ocoooiiiiiiiiiiieee e 23

X1



1. GIRiS

Akut akciger hasar1 (AAH), yiiksek mortalite orani ile halen yogun bakim
tinitelerinin en o©liimciil seyreden hastaliklar1 arasinda ilk sirada yer almaktadir.
Fizyopatolojisini, permeabilite artisina ikincil gelisen non-kardiyojenik pulmoner
o0dem olusturmaktadir. AAH’da biriken alveoler 6dem, esas olarak alveolo (epitel)-
kapiller (endotel) bariyerde permeabilite artisina baghdir. AAH ayn1 zamanda,
inflamasyon ve artmig permeabilite sendromu olarak da tanimlanmaktadir. Alveolo
kapiller iinit’de hasarm agresif inflamatuvar reaksiyon sonucu olustugu ileri

siiriilmektedir (1,2).

AAH’deki alveolo-kapiller membranda bozulmaya neden olan faktorler
degiskenlik gostermektedir. Tetikleyici faktorler direkt veya indirekt yolla akciger
dokusuna zarar verebilmektedirler. Akciger enfeksiyonu, duman-zehirli gaz
inhalasyonu, ila¢ reaksiyonu, gastrik asit aspirasyonu gibi nedenler direkt hasara yol
acarken, sepsis, travma ya da pankreatit gibi nedenler indirekt yollarla akcigerde
hasar olusturabilmektedirler (3-5). Patogenezde bir¢ok hiicresel ve biyokimyasal
mediyatoriin rol oynadig1 gosterilmistir (6). Toksik oksijen radikallerinin, arasidonik
asit metabolitlerinin, sitokinlerin ve nitrik oksitin (NO) hasar mekanizmalarinda rol

oynadiklari ileri siiriilmektedir (7).

Benzodiazepin (BZ) tiirevleri, santral ve periferik tipte farkli reseptorlerle
etkilesirler dolayisiyla, trankilizan, antidepresan, kas gevsetici, antikonviilzan,
sedatif, analjezik, antiinflamatuvar ve anksiyolitik etki gibi genis kullanim alanlan
bulunmaktadir. BZ’ler, y-aminobiitirik asit (GABA) reseptoril iizerindeki kendilerine
0zgli BZ baglanma yerlerine (veya BZ reseptorlerine) baglanarak farmakolojik
etkilerini ~ gosterirler. GABA, santral sinir sisteminin  major inhibitor
norotransmitteridir  (8). Benzodiazepinlerin beyinde bulunan santral tipteki
reseptorlerinin  yan1 sira, beyin digindaki bazi organlarda periferik tipte
reseptorlerinin - de  bulundugu gosterilmistir. Yapilan c¢aligmalarda santral
benzodiazepin reseptor antagonisti flumazenil’in, bazi periferik etkileri bloke
etmedigi saptanmistir (9). Bu bulgular, benzodiazepinlerin santral sinir sisteminde
bulunan reseptorlerinden farkli ve periferde yerlesim gosteren reseptorlere sahip

olduklarin1 gostermektedir. Santral sinir sisteminin diginda, periferde de GABA



reseptorlerinin (akciger, pankreas beta hiicresi, hipofiz, adrenal hiicreler, damar,
mesane, uterus, barsak diiz kaslari, kalp, bobrek, karaciger ve fibroblast hiicresi)

bulundugu ve inhibitor etkinlige sahip oldugu gosterilmistir (10,11).

Beyin sapinda bulunan GABA reseptorleri, akcigerdeki parasempatik
aktiviteyi etkilemektedir ve GABAs ve GABAp reseptorlerinin, postgangliyonik
parasempatik sinirlerin presinaptik uclarinda varligi gosterilmistir; bu reseptorler,
kolinerjik sinir aktivitesini azaltmaktadir (8) ve bu etki GABA reseptorlerinin

bronkodilator etkinligini 6ne ¢ikarmaktadir.

Benzodiazepinlerin solunum sistemindeki etkilerini inceleyen caligmalar
oldukca az sayidadir. Benzodiazepin reseptorlerinin uyarilmasi, solunum yolu diiz kas
hiicresinde hiperpolarizasyona neden olarak, gevsemeye, mevcut obstriiksiyonun ortadan
kalkmasina yol agmakta ve gevsemeye neden olan ilaclarin etkisini potansiyalize
etmektedir. Bu etkileri nedeniyle, hava yolu obstriiksiyonunun (bronkospazm) var
oldugu astim ve kronik obstriiktif akciger hastaliginda tedavi secenegi olarak giindeme

gelmektedirler.

Santral sinir sistemi (SSS) diginda, periferde bulunan non-néronal GABA
reseptorleri hakkinda ¢ok az sayida calisma bulunmaktadir. Bu reseptorlerin akciger
hiicre hasar1 ve inflamasyonu iizerindeki etkilerini inceleyen calismalar ise oldukca
kisithdir. Benzodiazepinlerin solunum sistemi {izerine olan potansiyel koruyucu

etkilerinin ayrintili olarak incelenecegi calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda, ANTU ile AAH deney modeli olusturulmustur. ANTU,
akciger mikrovaskiilaritesinde doza bagimli permeabilite degisikligi yaparak
pulmoner 6deme yol acan kimyasal bir ajandir (12). Caligmamizda selektif periferik
benzodiazepin reseptor agonisti 4’-klorodiazepamin (Ro 5-4864), ANTU aracili

AAH iizerine olan etkilerinin arastirilmas1 amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Akut Akciger Odemi

Akut akciger 6demi, alveollere ve interstisyel alana sivi dolmasidir. Sivinin
intravaskiiler alandan interstisyum ve alveolar alana hareketi sonucu meydana
gelmektedir. Patofizyolojisinde kapiller hidrostatik basingta artis, kapiller onkotik
basingta azalma, akciger kapiller membran gecirgenliginde artma ve lenfatik akimin
azalmasi izlenmektedir (13). Normal sartlarda interstisyuma giin i¢inde 500 ml s1v1
sizmakta ve lenfatik drenaj ile dolasima geri alinmaktadir. Saglikli kosullarda, sizan
sivimin  artmasi, lenfatik drenaji da artirarak sivi birikimini engellemeye
caligmaktadir. Ancak, sizan sivi lenfatik drenaj kapasitesini asti§i zaman, sivi once

doku araligina, olay ilerlerse alveollere dolmaya baglamaktadir.

Olusma nedenlerine bagli olarak iki tip akciger 6demi tarif edilmektedir,
bunlar hidrostatik (kardiyojenik) 6dem ve permeabilite (non-kardiyojenik 6dem, akut

akciger hasar1) 6demidir (14).

Hidrostatik Odem (kardiyojenik Odem): Patofizyolojisindeki mekanizma,
pulmoner kapiller hidrostatik basincindaki artigla ortaya cikmaktadir. Sol kalp
yetmezligi veya asir1 hidrasyon gibi durumlarda sol atrial basinci artmakta, bu da
pulmoner kapiller hidrostatik basingta artisa neden olmaktadir. Kapiller hidrostatik
basing artisi, interstisyel alana daha fazla sivi sizmasina neden olur. Fakat alveoler
duvarlar arasindaki kollajen agi ile interstisyel bosluktaki alveoler mikrodamarlar
sikica sarilmis olduklarindan sizinti, sozii edilen bu alanda ancak cok sinirli bir
miktarda gerceklesebilmektedir. Ekstraalveoler arterioller ve veniiller ise oldukca
ince duvarh olduklarindan ve alveoler epitelyum ile desteklenmediklerinden dolayi,
bu bolge sivi sizintisina daha fazla duyarlidir. Bu yiizden interstisyel alana sivi

sizintis1 Oncelikle ekstraalveoler kistmdaki kapillerlerden baglamaktadir (15).

Permeabilite Odemi (Nonkardiyojenik Odem, Akut Akciger Hasar) :
AAH ve ASSS, teknolojik gelismelerin getirdigi yeni tedavi olanaklarina karsin,
yiikksek mortalite orani ile halen yogun bakim iinitelerinin en oliimciil seyreden

hastaliklar1 arasinda ilk sirada yer almaktadir. Bu tip 6dem, endotel hasar1 sonucu



membrandan asir1 miktarda siv1 ve protein gecmesi nedeniyle gelisir (1-3,16). Bircok
nedene bagli olarak ortaya cikabilen ve her yasta goriilen, mortalitesi yiiksek olan,
pulmoner kapiller gecirgenligin artmasi sonucu olusan akciger ©demi ile
karakterizedir. Nonkardiyojenik pulmoner 6demde major patofizyolojik olay, alveolo
(epitelyum)-kapiller (endotel) bariyerde permeabilite artist ve alveoler alanda
proteince zengin sivi toplanmasidir. Zamanla alveoller iginde fibrin ve diger
proteinlerden olusan hyalen membranlar olusur. Bu patolojik siire¢, hem alveol
icinde mevcut olan siirfaktanin fonksiyonunu bozar ve hem de Tip 2 pnomositlerde
hasara yol acgarak yeni siirfaktan iiretimini Onler. Boylece alveol iginde yiizey
gerilimi diisiiriilemedigi icin alveoler kollapsa neden olur. Sonugta, pulmoner
komplians azalir, solunum yiikii artar ve bunu oksijenasyonda bozulmaya bagl
solunum sikintis1 takip eder. Bu patofizyolojik siire¢ agir solunum yetmezligiyle

sonuglanir (2,17).

Vaskiiler permeabilite artisiyla seyreden, akut ve persistan akciger

inflamasyonu olarak tarif edilen AAH nin ii¢ klinik 6zelligi bulunmaktadir:

1. Radyolojik olarak yaygin bilateral infiltratlar,

2. Parsiyel oksijen basincinin, solunan havadaki fraksiyone O;’ye oraninin
(PaO,/FiO;) uygulanan pozitif ekspiryum-sonu basing (Pozitif End-
Expiratory Pressure) (PEEP) diizeyine bakilmaksizin 300 mmHg veya
daha altinda olmas1

3. Sol atriyum basincinda artmay1 gosteren bulgu olmamasi

ASSS ise, tanim olarak akut akciger hasari ile hemen hemen aymidir. Tek
farki, hipokseminin (PaO,/FiO, oram1 200 mmHg veya daha diisiiktiir) daha derin
olmasidir. Bu tamimlamaya gore, AAH, ASSS’nun erken safhasi olarak
gosterilmektedir. Bunun iki avantaji olabilir; birincisi ASSS’nin erken ve daha az
siddette olan safhasinda tedaviye baslanmasi tedavi basarisini artirabilir. Ikincisi
erken safhada tespit edilen laboratuvar ve biyokimya sonuclar1 sendromun daha iyi
taninmasin1 saglar. Diger yandan, AAH’nin her zaman ASSS’ye doOniismesi
beklenemez. Bu nedenle, AAH ve ASSS’yi ayri birer sendrom olarak diisiinerek

tedavi etmek gerekmektedir (16).



AAH ve onun ciddi formu ASSS’nin en yaygin nedenleri, sepsis, pndmoni,
aspirasyon ve travma sayilabilir. Pnomoni, gastrik icerigin aspirasyonu, toksin
inhalasyonu (ozon, sigara, nitrojen), yag embolisi, suda bogulma, radyasyon gibi
direkt nedenlere ya da sepsis, sok, multipl transfiizyon, damar i¢i intravaskiiler
koagiilasyon, kardiyopulmoner “by-pass” gibi indirekt nedenlere bagl olabilir.
Ayrica yiikksek rakim, norojenik, narkotik asir1 doz, eklampsi, kardiyoversiyon
sonrasi, operasyon sonrasi, anestezi sonrasi gibi sebebi tam olarak belirlenemeyen

nedenlerden dolay1 da gelisebilmektedir (1-6).

2.1.1. Akut akciger hasarinda patogenez

Alveolo-kapiller permeabilitede artmaya bagli olarak gelisen AAH,
akcigerlerin hava yollar1 veya dolasim yoluyla maruz kaldigi ¢ok cesitli nedenlere

bagl olarak ortaya c¢ikabilen akut bir klinik durumdur.

AAH’de, baslatic1 bir olay1 takiben bir takim hiicresel ve kimyasal
mediyatorlerin aktif hale gecmesiyle patolojik siire¢ baglamaktadir. Bu mediyatorler,
hiicreler tarafindan 6zellikle de notrofillerden salinan doku igin toksik enzimlerin ve
serbest oksijen iiriinlerinin ortaya c¢ikmasina neden olur. Sonucta da alveol ve
kapiller hasarla giden bir dizi olaylar zinciri baslar. Normal pulmoner kapiller
endotel hiicreleri secici gecirgendir. Serum proteinlerini gecirmez ve proteinler
intravaskiiler kompartmanda kalirlar. S1vi ise membranin kars1 tarafina, hidrostatik
ve ozmotik giiclerin kontroliiyle gecer. Ozmotik gradientle olusan bu sivi, interstisyel
alandan lenfatikler aracilifiyla yeniden dolagima kazandirilir. Alveol epitel
hiicrelerinin arasindaki siki baglantilar sivinin alveoler alana gegisini engeller (1-3).

Normal sartlarda epitel bariyeri, endotel bariyerinden daha az gec¢irgendir.

Inflamatuvar mediyatorlerin neden oldugu 16kosit aktivasyonu sonucunda
ortaya cikan reaktif oksijen iiriinleri ve proteazlar, kapiller endotel ve alveol epiteline
zarar verirler. AAH’ye neden olan faktorlerin tetikledigi mekanizmalar sonucunda,
alveolo-kapiller bariyer 6zelligini kaybeder. Olay1 baslatan durum ne olursa olsun
patolojik degisikliklerin farkli olmamasi1 dikkat cekicidir. AAH patogenezinde
gelisen olaylarda, bircok hiicresel ve biyokimyasal mediyatoriin rol oynadigi

disiiniilmektedir. Kompleman aracili noétrofillerin  uyarilmasiyla aktive olan



sitokinlerin major rol oynadig bilinmektedir. Proinflamatuvar sitokinler, akcigerde
inflamatuvar hiicrelerden, akcigerin epitelyum hiicrelerinden ve fibroblastlar
tarafindan iiretilebilirler. Tiimor nekrozis faktor-o. (TNF-a), interlokin-1beta (IL-1p),
interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8) gibi proinflamatuvar sitokinler cesitli
uyaranlarla salinirlar. Aktive olan arasidonik asit metabolitleri (trombosit aktive edici
faktor, tromboksan-A; (TXA,), lI6kotrien-B4 (LTB4) permeabilitede artisa ve hiicresel
hasara neden olmaktadir. Ozellikle sepsiste bircok hiicre tarafindan iiretilen NO de
giiclii bir endojen vazodilator olup gerek permeabilite artis1 gerekse reaktif oksijen
triinleriyle birlikte alveolo-kapiller hasarin olusmasinda rol alirlar. Notrofillere
benzer sekilde, akciger dokusundaki alveoler ve interstisyel makrofajlardan da
proteolitik enzimler ve reaktif oksijen iirlinleri salinmakta ve doku hasarina neden
olmaktadir. Olusan hasar sonucu protein, vaskiiler alandan ozmotik gradientle siviyla
birlikte kacar. Bu interstisyumun ve lenfatiklerin drene edebilecegi kapasiteyi de
asar. Hava bogsluklar1 proteinli 6dem sivisiyla ve dejenere olan hiicrelerin
kalintilariyla dolar. Fonksiyonel siirfaktan kaybedilir ve sonugta alveoler kollaps

gelisir (1-7).

AAH’nin agir formu ASSS’de klinigi agirlagtiran ve prognozu kétiilestiren bir
diger faktor ise organ yetmezliklerinin gelisimidir. En sik goriilen organ yetmezlikleri
bobrek (%13-55), karaciger (%12-95), SSS (%0-30), kardiyovaskiiler sistem (%6-54),

gastrointestinal sistem (%7-30) ve hematopoetik sistemdir (%0-5) (18).

Akut Akciger Hasarinda Tedavi: Yapilan tiim c¢alismalara ragmen
AAH’nin ve onun agir formu olan ASSS’nin tedavisindeki basar1 oram yeterli
diizeyde artirnlamamaktadir. Yiiksek mortalite ve morbidite ile seyreden ASSS’de
gelistirilen yeni tedavi stratejileri ile morbidite oran1 diismiistiir, ancak halen %35
gibi bir oranda mortalite gelismektedir. Oliimlerin az bir kismi1 solunum yetmezligine
baglh olmakla birlikte, hastalarin ¢ogu altta yatan primer hastaliga veya sepsis gibi
sekonder komplikasyonlara bagli olarak kaybedilmektedir. Temel tedavi prensipleri;
yeterli doku oksijenizasyonunun saglanmasi, primer nedenin bulunarak ortadan
kaldirilmasi, hastaya metabolik destek saglanmasi, komplikasyonlarm dnlenmesi ve

tedavisidir (2,16,18).



2.1.2. Akut akciger hasar1 deneysel hayvan modelleri

AAH’ye neden olan olaylarin ¢esitliligi ve insan {izerinde denemenin ¢ok zor
olmasi gibi nedenler, bu hastalifa neden olan mekanizmalarin ayrintili incelenmesini
zorlagtirmaktadir. Sonu¢ olarak da, akciger hasarin1 baslatan ya da baslamis
patolojiyi ilerleten faktorler ve bunlarin altinda yatan fizyolojik ve inflamatuvar
degisikler tam olarak aydinlatilamamistir. Mevcut hipotezlerin test edilmesi ise bu
nedenlerden dolay1r zorluk arzetmektedir. Bu durumda, hayvan deneyleri ve
olusturulan hasar modelleri, hastalarla laboratuvar verileri arasindaki kopriiyii

olusturmaktadir (19,20).

Ideal bir ASSS hayvan modelinde, notrofilik alveolit, hyalin membran
birikimi ve mikrotrombiis formasyonundan olusan patolojik iicliiniin gelismesi
beklenmektedir. Ancak bu ozelliklerin hepsinin bir arada bulundugu, insandaki
patolojiyi tam olarak taklit eden ideal bir model yoktur. Bu faktorlerden birinin
olmamasi da bu modelin bir AAH formu olmadig1 anlamina gelmez. Dolayisiyla,
deneysel calismalarda hangi faktorlerin etkisini incelemek istiyorsak, o faktorlerin
aktive oldugu modeli segmek daha dogru bir yaklasim olacaktir. Bundan dolayi,
literatiir incelendigi zaman, AAH’deki farkli patolojik mekanizmalar1 incelemek

tizere, farkli deney modellerinin kullanildig1 gozlenmektedir.

Yaygin kullanilan AAH hayvan modellerinin 6zellikleri: Hayvanlarda,
insan AAH ozelliklerini olusturmaya yonelik olarak cok sayida farkli model

stratejileri gelistirilmistir (19,20). Bu model sistemlerinin baslica tipleri:

Zararh bir stimulusla akcigerin direkt olarak hasarlandigi modeller:
Bunlarin baslicalar; intratrakeal veya intranazal olarak bakteri veya lipopolisakkarid
(LPS) gibi bakteriyel bir iiriiniin verilmesi; aspirasyon olusturmak iizere hidroklorik
asit (HCI) gibi bir asitin veya gastrik partikiillerin verilmesi; oksijenin yiiksek
inspirasyon fraksiyonunda verilmesi; %0.9 sodyum kloriir (NaCl) ile seri lavajlar
yapilarak siirfaktanin tiikketilmesi, hilusun klempe edilerek iskemi/reperfiizyon
olusturulmasi veya yiiksek tidal voliimlerde mekanik ventilasyon kullanarak mekanik

germeye maruziyet.



Akcigerin indirekt olarak hasarlandigi modeller: Bu kategori, sepsis
olusturma temeline dayanan modelleri igerir. Ornegin; cekal baglama ve delme,
intravendz olarak bakteri veya LPS verilmesi ve mezenterik iskemi/reperfiizyon.
ANTU ile olusturulan akut akciger hasar1 da indirekt modele uygun bir yontemdir.
Bu kategori aym1 zamanda oleik asit modelini de icerir ki bu model multipl kemik
kirikli hastalarda kemik iliginden oleik asit serbestlesmesini taklit etme temeline

dayanir.

Kombinasyon modelleri: Insan AAH/ASSS hastaligina daha benzer bir
model yaratmak icin farkli hasarlanma stratejileri kombine edilmistir, bunlarin i¢inde
en sik yer alanlar; % 0.9 NaCl lavajin1 takiben mekanik ventilasyon veya cekal

baglama ve delme islemini takiben hemoraji olusturma gibi yaklasimlardir.

2.1.3. a-Naftiltiyoiire (ANTU)

Alfa-naftiltiyotire, pulmoner 6dem ve plevral efiizyon gelistirerek, pulmoner
yetmezlikle 6liime neden olan ve rodendisit olarak gelistirilmis kimyasal bir ajandir.
Yapilan incelemelerde, doz ve zaman bagimli olarak AAH gelistirdigi ve bu
kosullarda deneysel AAH deney modeli olarak kullanilabilecegi saptanmistir (12).
Elektron ve 151k mikroskopisinde yapilan morfolojik calismalar, ANTU nun akciger
hasar mekanizmasinda hedef yapimin kapiller endotel hiicreleri oldugunu
gostermistir. Endotel hiicre hasari, endotel bariyer fonksiyonunun ortadan
kalkmasina, kapiller permeabilitenin artmasina ve buna bagh olarak interstisyel ve

alveoler 6dem gelisimine neden olmaktadir (21).

Standart deney modelinde hayvanlara (sican ve fare en ¢ok kullanilan hayvan
tirleridir) intraperitoneal olarak ANTU uygulamasi yapildiginda, 4 saat icinde
maksimum diizeye ulasan akciger ddemi ve plevral efiizyon gelismektedir. Olusan
hasarin siddeti doza ve zamana baghdir. Olusan 6dem 24-48 saat icinde tamamen

kaybolmakta, ya da ilerleyip kemirgenin 6liimiine neden olmaktadir (12).

ANTU’nun etki mekanizmas1 kesin olarak aydinlatilamamistir. ANTU’ya
baglh akciger 6deminin, pulmoner vaskiiler yatak ve hava yolundan kaynaklandigi

digiiniilen bir kisim vazoaktif maddeler aracilifiyla oldugu veya ANTU’nun



dogrudan hasar1 sonrasi bu vazoaktif maddelerin ortaya c¢iktigi diisiiniilmektedir.
Isaretli ANTU verilerek yapilan ¢ahismalarda, akciger ve karacigerde
makromolekiillere baglandig1 ve bu toksik yapilarin desiilfiirasyonu sonucu reaktif
molekiillerin olustugu gozlenmistir. ANTU kismen de karaciger ve akcigerdeki
mikrozomlarda sitokom P450 monoksijenaz ile metabolize edilmekte ve kovalent
baglanmaya ve toksik etkiye neden olabilecek ara molekiiller olusabilmektedir

(12,22,23).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, ANTU aracili akut akciger hasarinda L-
arginin/NO yolaginin rol oynadigi, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)
ekspresyonunun akciger dokusunda artis gosterdigi saptanmistir. Sézkonusu
calismada, NOS inhibitorii, N®-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME) uygulamasinin
akciger 6dem gelisimini inhibe ettigi saptanmistir. Bu bulgular NO’nun ANTU
aracili gelisen akciger hasarinda sitotoksik bir molekiil olarak hareket ettigini
gostermektedir (24). Benzer sekilde, endotelin peptidlerin de ANTU aracili akciger
hasarinda rol oynadiklari ortaya konmustur (25). ANTU uygulanan si¢an
akcigerlerinde anjiotensin I'in anjiotensin II’ye doniisiimiiniin ve anjiotensin
doniistiiriici enzim aktivitesinin azaldigr saptanmistir (26,27). ANTU aracili
patolojide aragidonik asit metabolitlerinin de rol oynadigi gosterilmistir (22,27).
ANTU toksisitesinde reaktif oksijen radikallerinin rol oynadigi, ANTU aracili
gelisen oksidatif stresin diisiik dansiteli lipoprotein (DDL) oksidasyonuna neden

oldugu ve okside DDL’nin akciger dokusunda biriktigi gosterilmistir (28).

Pek cok anestezik madde, anestezik 6zelliklerinin yaninda, vaskiiler endotel
ve diiz kas fonksiyonlarim etkileyerek akciger inflamatuvar cevaplarimi modiile
etmektedir. Yapilan calismalar, morfinin santral analjezik etkilerinin yani sira,
periferik etkileriyle doku hasar1 ve inflamasyon {izerine de etki ettigini
gostermektedir. Morfin, diger bazi édem modellerinde oldugu gibi, ANTU aracili
akciger 6deminde de koruyucu etki gostermektedir (29). Benzer sekilde, iiretan,
tiopental ve pentobarbitalin de ANTU aracili akut akciger hasarinda koruyucu etki
yaptig1 saptanmistir (30). Anestezik maddelerin bu etkilerini kismen NO olusumunu

inhibe ederek gosterdigi, morfinin iNOS’u inhibe ettigi bildirilmistir.



Sonug¢ olarak, ANTU’nun epitel ve kapiller permeabilite artis1 temelinde,
inflamatuvar reaksiyonlarin da rol oynadigi AAH olusturdugu, hasar mekanizmalar1
tam olarak aydinlatilamamis olsa da, doku hasarina, serbest oksijen radikallerinin,
NO’nun, eikozanoidlerin, endotelin ve angiotensin peptidlerin  katildigi
gosterilmistir. Anestezik maddelerin akciger fizyolojisi ve fizyopatolojisi iizerinde
onemli etkileri oldugu ve doku hasarinda rol oynadigi bilinen pek ¢ok mediyatorii

etkiledigi bilinmektedir.

Yapilan  c¢alismalarda,  benzodiazepinlerin =~ ANTU  aracili  hasar
mekanizmalarim1 etkileyebildikleri gosterilmistir. Bu etkinin santral mi yoksa
periferik reseptorler araciligiyla mi oldugu konusunda yapilmis bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Dolayisiyla tezimizde amacimiz, periferik benzodiazepin reseptor
(PBR) agonistlerinin ANTU aracili AAH’deki mekanizmalar iizerinde etkisinin olup

olmadigin1 aragtirmaktir.

2.2. Benzodiazepinler

1,4-Benzodiazepin tiirevleridir; molekiillerinde heterosiklik halka icinde azot
atomlar1 1 ve 4 numarali yerlerde bulunur. Benzodiazepinler diinyada en fazla
kullanilan ila¢ gruplarindan biridir. Terapotik indekslerinin yiiksek olmasi,
karacigerde oksidatif enzimleri pek indiiklememeleri ve bu nedenden dolay1 diger
ilaglarla etkilesimlerinin daha diisiik seviyede olmasi, anksiyolitik etkilerini gorece
selektif bir bicimde yapmalari, iiyelerinin ¢ogunun psisik bagimlilik olusturma
potansiyellerinin diger ilaclara gore (6zellikle barbitiiratlara gore) daha diisiik olmasi
gibi iistiinliiklerinden dolayi, hipnotik, sedatif ve anksiyolitik olarak 1960 yilinda ilk
kez pazarlanmalarindan itibaren giderek, barbitiiratlarin ve diger hipnosedatif

ilaglarin yerini almislardir.

Benzodiazepinler etki siirelerine gore ii¢ gruba ayrilirlar:
1. Uzun etki siireli benzodiazepinler: Diazepam, klordiazepoksid, klorazepat,
prazepam, medazepam, flurazepam ve nitrazepam’dir. Son ikisi hipnotik olarak,

digerleri ise anksiyolitik olarak kullanilir. iclerinde en fazla kullanilan1 diazepamdir.
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2. Orta etki siireli benzodiazepinler: Oksazepam, alprazolam, lorazepam,
temazepam ve loprazolam’dir. Ilk ikisi anksiyolitik olarak, digerleri ise hipnotik

olarak kullanilir.

3. Kisa etki siireli benzodiazepinler: Midazolam ve triazolamdir. Hipnotik olarak
ve preanestezik medikasyon i¢in kullanilirlar; midazolam genel anestezi indiiksiyonu
yapmak icin kullanilmaktadir. Etkilerinin kisa siirmesi esas olarak belirgin derecede
redistribiisyon gostermelerine ve biraz da eliminasyon yarilanma Omiirlerinin kisa

olusuna baghdir.

Benzodiazepin reseptorlerini etkileyen maddelerin simflandirilmasi:
Santral benzodiazepin reseptorlerine baglanarak etkinlik gosteren maddelerin

farmakolojik etkilerinin niteligine gore ii¢ tiirli ayirt edilir:

1. BZ reseptor agonistleri; bunlarin 6rnegi anksiyolitik ve hipnotik etki yapan

benzodiazepinleridir.

2. Ters (inverse) agonistler; bunlar benzodiazepin reseptoriinii aktive eden, fakat
benzodiazepinlere zit yonde agonist etkileri (konviilsan, prokonviilsan ve
anksiyojenik etki gibi) olusturan agonistlerdir. Benzodiazepin reseptoriiniin endojen

agonist ligandinin bu gruptan bir madde olabilecegine inanilmaktadir.

3. BZ reseptor antagonistleri; Bunlar agonistlerin etkisini antagonize eden
maddelerdir. Gerek agonistlerin gerekse ters agonistlerin etkisini ortadan kaldirirlar.

En fazla incelenen 6rnegi, flumazenil’dir (31).
2.2.1. Benzodiazepinlerin etki mekanizmalari

Gama-aminobutirik asid (GABA) postsinaptik néron membraninda kendine
ozgii reseptorleri (GABA4 reseptorleri) aktive ederek, bu reseptorlere kenetlenmis

kloriir kanalimin agilmasina (néronda hiperpolarizasyona) neden olur. Boylece

GABA, noronlarda postsinaptik ve duruma gore presinaptik inhibisyon yapar.
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GABA, reseptorii, ortasinda bir anyon (Cl) kanali bulunan oligomerik bir
yapidir. Benzodiazepinler, GABA, reseptorii iizerinde kendilerine o6zgli BZ
baglanma yerlerine (veya BZ reseptorlerine) baglanarak farmakolojik etkilerini
olustururlar. Ancak GABA, reseptorleri iizerinde direkt etkinlik gostermezler,
GABAerjik sinir uglarindan saliverilen GABA ile iliskili ve ona bagimh olarak etki
olustururlar. BZ baglanma yerleri GABA, reseptdr pentamerinin alfa ve gama alt-
birimlerinin bitisme yerleri iizerindedir. Bu nedenle BZ reseptorleri GABAj
reseptorlerinin hepsi iizerinde degil, sadece alfa ve gama alt-birimine sahip olanlar
tizerinde bulunur. No6ronlar iizerinde benzodiazepinlerin etkinlik gosterebilmeleri
icin ortamda GABA bulunmasi gerekir ve ortamdaki GABA diizeyinin artmasina
pararlel olarak benzodiazepinlerin etkinligi de artar. Benzodiazepin molekiillerinin
BZ reseptorlerine baglanmasi allosterik bir degisiklik yaparak GABA reseptorlerinin
GABA'’ya afinitesini artirir ve GABA molekiillerinin kendi reseptorlerine baglanma
oran1 da artar. BOylece ortamda benzodiazepinler yokkenkine gore daha az sayida
GABA molekiilii iyon kanalim1 (kloriir) aymi derecede acar. Baska bir deyisle

benzodiazepinler GABA’nin gravimetrik etki giiciinii artirirlar (32).

2.2.2. Benzodiazepinlerin solunum sistemi iizerine etkileri

Benzodiazepinler kullanmilan hipnotik mutad dozlarinda solunum sistemini
etkilemezler fakat 6zellikle cocuklarda ve karaciger yetmezligi olan kisilerde dikkat
etmek gerekir. Preanestezik medikasyon ya da endoskopi gibi daha yiiksek dozlarda
kullanimlarinda, alveoler ventilasyonu hafif derecede deprese edebilir ve respiratuvar
asidoza neden olabilirler. Bu ilaclar, anestezi esnasinda ya da opioidlerle birlikte
verildiklerinde apneye neden olabilirler. Benzodiazepinler, SSS’yi deprese eden
alkol gibi maddelerle birlikte alindiklarinda, hastada ciddi intoksikasyona neden
olabilirler ve solunumsal destege ihtiya¢ duyarlar. Benzodiazepinler, kullanilan doza
bagli olmakla birlikte, solunum giicliigli, apne, uyku apnesinin kotiilesmesi,

obstriiktif akciger hastaliginin kotiilesmesi gibi etkileri gosterebilir (33).

Beyin sapindaki GABA,4 reseptorleri, akcigerdeki kolinerjik iletimi modiile
etmektedir. Hem GABA, kanallar1 hem de GABAjg reseptorleri, akciger post
gangliyonik parasempatik sinirlerin presinaptik yiizeylerinde farmakolojik olarak

tanimlanmislardir ve kolinerjik sinir aktivitesini inhibe etmektedirler (8).
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2.2.3. Periferik benzodiazepin reseptorleri

Kloriir kanallar1 ve GABA, reseptorleri ile kenetlenmis bilinen santral
benzodiazepin reseptorlerinden baska, c¢esitli hiicrelerin mitokondri dis membran
tizerinde yerlesmis benzodiazepin reseptorleri de bulunmaktadir. Bunlara ilk
zamanlar sadece santral sinir sistemi disindaki yerlerde bulundugu sanilarak periferik
tipte benzodiazepin reseptorleri denilmistir. Bunlar santral sinir sisteminde esas
olarak glia hiicrelerinin mitokondrilerinde ve periferde steroid hormon sentez eden
(adrenal korteks ve gonadlardaki gibi) endokrin hiicrelerin mitokondrilerinde
bulunurlar. Son iki yerde steroid hormon sentezinin ilk maddesi olan kolesteroliin

hiicre i¢ine transferine aracilik eder ve steroid sentezini diizenlerler (34).

Yapilan calismalarda, PBR’lerin hem beyin hem de periferik dokularda
bulundugu gosterilmistir. PBR’leri ilk olarak bobrek dokusunda gosterilmistir (35).
Bundan bagka, kalp, akciger, hipofiz, karaciger, trombositler, mast hiicreleri,
makrofaj, dalak, timus, barsak, lenf nodu ve testis dokularinda da periferik
benzodiazepin reseptorlerinin varlign gosterilmistir (36,11). Tiim bu dokulardaki

resptorlerin tam olarak ne fonksiyon gordiikleri heniiz aydinlatilamamistir.

SSS’deki GABA, reseptortorlerinin  yanisira, benzodiazepinler periferik
dokulardaki farkli bolgelere de baglanirlar. PBR ligandi 1-(2-chlorophenyl)-N-
methyl-N(1-methylpropyl)-3-isoquinoline carboxamide (PK11195, antagonist) ve 7-
chloro-5-(4-chlorophenyl)-1,3-dihydro-1-methyl-2-H-1,4-benzodiazepin-2-1 (Ro 5-
4864, agonist) pek cok hiicresel fonksiyonu etkilemektedir. Benzodiazepinlerin bu
reseptorlere afiniteleri farklilik gostermektedir. Klonazepam ve flumazenil santral
benzodiazepin reseptorleri i¢in spesifik ligand olarak etki ederken, PBR’leri Ro 5-
4864’°¢e yiiksek afinite ile baglanmaktadirlar. Bunlar icinde en belirgin olam steroid
sentezidir. Yapilan calismalar PBR’lerin immiin sistem fonksiyonlarinin
regiilasyonunda da rol oynadigimi gostermektedir. Bu reseptorler, monosit, notrofil,
NK hiicresi, lenfosit CD4 ve CDS8 hiicreleri, trombosit ve eritrositlerde
tanimlanmislardir. Dolayisiyla, bu reseptor ligandlarinin kemotaksis ve lenfoid hiicre
proliferasyonu gibi monosit fonksiyonlarinin modiilasyonunda etkili olduklar ileri

siiriilmektedir (37).
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Yapilan c¢aligmalarda, Ro 5-4684’iin insan periferik kan mononiikleer
hiicrelerinde interlokin-2 (IL-2) {iretimini inhibe ettigi gosterilmistir (38). Farelerin
Ro 5-4684 ile tedavisinin, makrofajlardan reaktif oksijen iriinleri, interlokin-1 (IL-
1), TNF-o ve IL-6 gibi inflamatuvar mediyatorlerin iiretimini anlamli oranda
azaltig saptanmustir (39). Torres ve ark. PBR agonistlerinin anti-inflamatuvar
etkileri oldugunu ve karagenin ile olusturulan penge Odeminde koruyucu etki

gosterdigini bulmuslardir (40).

SSS’de bulunan reseptorlerden farkli olarak, hem santral sinir sisteminde hem
de periferik dokularda bulunan PBR’lerin etkileri bugiin i¢in tam olarak ortaya
konulamamistir. Cok genis bir dagilim gosteren bu reseptorlerin fizyolojik ve
patolojik olaylardaki rollerini ortaya koyabilmek icin deneysel calismalara

gereksinim bulunmaktadir.

2.3. Glutamik Asid ve Glutamerjik Reseptorler

Beyin ve omurilikte bulunan eksitator bir nbromediyatordiir. Glutamik asid veya
onun iyonize sekli olan glutamat iyonu, sinir uglarinda a-oksoglutarik asid ve glutamin
ile dinamik denge halinde bulunur. Glutamik asid, glutamerjik sinir ucunda, glutaminaz
enziminin yardimiyla glutaminin hidrolizi sonucu olusur. Sinir ucundan glutamat
saliverilmesinin kalsiyuma bagmhi oldugu gosterilmistir. Glutamerjik reseptorler,
eksitator amino asid reseptorleridir. Beyinde ve omurilikte, cesitli agonist ve
antagonistlere olan duyarhliklarina gore dort tiirli glutamat reseptorii tanimlanmusgtir.
Bunlardan ilk iicii iyon kanalina kenetli (iyonotropik) reseptorlerdir: (i) Beyinde
bulunmayan sentetik bir madde olan N-Metil D-aspartat’a (NMDA) glutamattan daha
fazla duyarli olan NMDA reseptorleri. (ii) AMPA (o-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolpropionik asid) reseptorleri. (iii) Kainat reseptorleri. (iv) Metabotropik glutamat

reseptorleri.

Bu reseptorlerden halen en fazla incelenmis olan glutamat reseptorleri NMDA
reseptorleridir. Postsinaptik yerlesim gosterirler. Bu reseptorler bir kanal proteini ile
(katyon, Ca*, Na") kenetlenmislerdir. NMDA reseptorii molekiil kompleksi iizerinde
NMDA reseptoriinii allosterik sekilde etkileyen ve kanal fonksiyonunu modiile eden bir

glisin baglanma yeri ve poliamin baglanma yeri, voltaja-bagimli magnezyum baglanma
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yeri ile fensiklidin, ketamin gibi maddeleri baglayan bir fensiklidin baglanma yeri
bulunur. Katyon kanali; magnezyum ve fensiklidin tarafindan voltaja bagimh bir sekilde
bloke edilir. Ketamin, dizosilpin (MK-801) ve benzomorfan tiirevleri de, reseptor-kanal
molekiil kompleksi iizerindeki fensiklidin baglanma yerine baglanip onun gibi inhibitor
etki yaparlar. Gerek kompetitif ve gerekse nonkompetitift NMDA reseptor
antagonistlerinin antiepileptik, noroprotektif ve anksiyolitik ila¢ olarak tedavide

kullanilma potansiyelleri vardir (41).

2.3.1. NMDA reseptorlerinin solunum sistemi iizerine etkileri

Son yillarda yapilan calismalar noron dis1 yapilarda da glutamerjik sinyal
iletiminin oldugunu gostermektedir (42). Periferik inflamatuvar olaylarda, NMDA
reseptor ekspresyonunun artis gosterdigi ve  NMDA reseptor antagonistlerinin
inflamasyon ya da doku hasari iizerinde koruyucu olabildikleri gosterilmistir. NMDA
reseptorlerinin rat akcigerinde alveolar duvar, bronsiyal diiz kas, bronsiyal epitel ve
list hava yoluna giden sinirlerdeki varligi gosterilmistir. Izole perfiize akciger
preparatinda, yiikksek NMDA konsantrasyonunun, akut yiiksek-permeabilite ddemine
neden oldugu ve NMDA reseptor antagonisti MK-801’in 6dem gelisimini Onledigi
saptanmistir. Brongiyal astimin kardinal bulgularindan olan hava yolu asin
duyarliligr ile NMDA reseptorleri arasindaki iliskiyi gosteren arastirma sonuglari
elde edilmistir. Perfiize domuz akcigerinde, NMDA’nin havayolu perfiizyon
basincim artirdigr ve bu artisin MK-801 tarafindan ortadan kaldirildigr gosterilmistir
(43). Bu ve benzeri calismalar, NMDA reseptorlerinin akciger patofizyolojisinde rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Diger yandan, NMDA reseptorlerinin solunum
sistemi iizerine olan etkilerinde, birbirine ters diisen sonuglarin elde edilmis olmasi
nedeniyle, hem AAH’deki hem de havayolu inflamasyonundaki rolleri tam olarak

ortaya konulamamustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Akut Akciger Hasar1 Deney Modelinin Olusturulmasi

Deneyler, 200-240 gram (g) agirh@inda, her iki cinsiyetten Wistar albino
sicanlarda gerceklestirilmistir. Sicanlar, Zonguldak Karaelmas Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretim Merkezi’'nden alinmistir. Hayvanlar 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik ortam diizeninde, standart laboratuvar kosullarinda yetistirilmistir.
Hayvanlar iizerinde yapilan uygulamalar ve protokoller icin, “Zonguldak Karaelmas

Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan” onay alinmustir (Ek 8.1.).

Deney siiresince, hayvanlar ayr kafeslerde, oda 1sisinda (22 °C) tutulmustur.
ANTU, 4 miligram/mililitre (mg/ml) olacak sekilde zeytinyaginda siispansiyon
halinde hazirlandiktan sonra sicanlara, 10 mg/kilogram (kg) dozda intraperitoneal
(i.p.) olarak uygulanmistir. ANTU i.p. olarak 10 mg/kg dozunda uygulandiktan
sonra, 4 saat icinde maksimum diizeye ulasan akut akciger hasar1 olugsmaktadir ve bu
hasarda, plevral efiizyon (PE) olusumu, akciger agirligi/viicut agirhig (AA/VA) ve
plevral efiizyon/viicut agirligi (PE/VA) oranlarinda artma saptanmaktadir. Kontrol
grubuna sadece i.p. olarak zeytinyagi verilmistir, bu grup ayn1 zamanda c¢oziicii

kontrolii grubu olarak degerlendirilmistir.

Dort saat sonra siganlarin abdominal aortu, tiopental sodyum anestezisi (50
mg/kg) altinda kanatilmistir. Gogiis kafesi dikkatlice acilmis ve plevral aralikta
birikmis olan efiizyon sivisi enjektorle cekilmistir. Bu esnada cevre dokulardan
kanama olmamasina ve efiizyon sivisina kan karismamasina 6zen gosterilmistir.
Akciger cikarildiktan sonra, cevre dokulardan temizlenmis ve hassas terazide
tartilmistir. Efiizyon sivisinin miktar1 (PE, ml), akciger agirhigi/viicut agirlig
(AA/VA) ve plevral efiizyon/viicut agirligit (PE/VA) oranlar1 hesaplanmis ve akut
akciger hasart gostergeleri olarak degerlendirilmistir. Akcigerler, %10’luk

formaldehit icinde muhafaza edilmis ve histopatolojik incelemeleri yapilmustir.
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3.2. Deney Protokolii

Hayvanlar 8 gruba ayrilmistir. Her grupta 8 hayvan incelenmistir. ANTU
hayvanlara 10 mg/kg dozunda i.p. olarak uygulanmistir. Coziicii kontrol grubuna
zeytinyagi i.p. olarak verilmistir. Akciger hasan tizerine olan etkileri incelenecek
maddeler, ANTU’dan 30 dakika ©nce i.p. olarak uygulanmistir. Calismamizda,
selektif periferik benzodiazepin reseptor agonisti, 4’klorodiazepam (Ro 5-4864) artan
dozlarda kullanilmistir. NMDA reseptor antagonisti MK-801’in (Dizosilpin) ise iki

farkli dozu kullanilmistir. Gruplar ve kullanilan dozlar, Tablo 1’de verilmektedir.

Tablo 1. Deney Gruplari

Calisma Gruplar:

Gruplar Kimyasallar Uygulama Yolu
1 Zeytinyag1 (ANTU coziiciisii, ¢oziicti kontrol grubu) ip.

2 ANTU (10 mg/kg) ip.

3 ANTU + 4’klorodiazepam (0.1 mg/kg)* i.p./i.p.
4 ANTU + 4’Kklorodiazepam (0.5 mg/kg)” ip./ip.
5 ANTU + 4’klorodiazepam (2 mg/kg)® ip./ip.
6 ANTU + 4’klorodiazepam (4 mg/kg)* i.p./i.p.
7 ANTU + MK-801 (0.3 mg/kg) * i.p./i.p.
8 ANTU + MK-801 (3 mg/kg) * ip./i.p.

*Tiim uygulamalar ANTU’dan 30 dakika 6nce yapilmustir.

Histopatolojik inceleme icin, akcigerler %10 formaldehit icinde 2-3 giin
birakilarak fikse edilmistir. 10 um’lik kesitler halinde, hematoksilen-eozin boyasi ile
boyanmistir. Tiim loblar incelemeden gegirilmistir. Boyanmis olan kesitler, 151k

mikroskobunda incelenmistir.

Akciger dokusu histopatolojik incelemesinde, intraalveoler ddem,
perialveoler hemoraji ve interstisyel inflamatuvar hiicre reaksiyonu agisindan
degerlendirilmis ve skorlanmistir. Skorlama 0-3 arasinda yapilmistir. Ayrica

skorlama haricinde akciger dokusundaki histomorfolojik degisiklikler belirlenmistir.

17



3.3. Kimyasal Maddeler

a-naphthylthiourea (ANTU) (Interchim), Dr. E. Schillinger, Schering AG,
Berlin, Germany. Zeytinyagi, Sigma (St. Louis, MO, USA). 4’klorodiazepam (Ro 5-
4864) and MK-801 hydrogen maleat, Sigma (St Louis, MO, USA).

3.4. Verilerin istatistiksel Degerlendirilmesi
Elde edilen verilere ait tamimlayici degerler ortama + standart hata (SH)
olarak verilmistir. Gruplar aras1 farkliliklar ‘Tek Yonlii Varyans Analizi’ (One-Way

ANOVA) ile farkliligin hangi gruptan kaynaklandig ise, LSD testi ile aragtirilmistir.

Analiz sonuglarinin degerlendirilmesinde, p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Alfa-Naftiltiyoiire’nin Pulmoner Sistem Uzerine EtKisi

Tiim gruplarin AA/VA oranlari, PE miktarlar1 ve PE/VA oranlan Tablo 2-3

ve 4’de verilmektedir.

10 mg/kg dozunda i.p. olarak ANTU verildikten 4 saat sonra, AA/VA
oranlarinda kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli diizeyde (p<0.05) farklilik
gosteren bir artis saptanmistir. AA/VA oram kontrol grubunda 51.6 £ 2.6, ANTU
grubunda ise 101.2 + 5 hesaplanmistir (Sekil 1).

Saglikl1 kontrol grubu sican akcigerlerinde plevral efiizyon saptanmamustir.
ANTU verilen grupta, eksuda ozelliginde, hemorajik olmayan plevral efiizyon
gelisimi gozlenmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, ANTU grubunda (5.1 +
0.3 ml) istatistiksel anlamli olarak yiiksek miktarda efiizyon gelisimi saptanmigtir

(p<0.05) (Sekil 2-3).

Histopatolojik incelemede, kontrol grubu ile karsilastirildiginda (Sekil 4),
ANTU aracili patoloji, temel olarak intraalveoler 6dem ve interstisyel inflamatuvar
hiicre reaksiyonu seklinde kendini gostermektedir (Sekil 5). Bu grupta, peribronsiyal
lenfoid agregat olusturacak diizeyde inflamatuvar hiicrelerin periferden ziyade
santralde toplandig1 ve alveoler makrofaj sayisinin intraalveoler 6demle ilintili olarak
arttigr dikkati cekmektedir. ANTU grubunda maksimum diizeyde intraalveoler 6dem
(skor: 3), orta diizeyde inflamasyon (skor: 2.3) ve hafif-orta diizeyde perialveoler

hemoraji (skor: 1.6) gdzlenmistir.

4.2. #Klorodiazepam’m ANTU Aracih Akut Akciger Hasar1 Uzerine Etkisi
4’klorodiazepam’in 0.1 ve 0.5 mg/kg dozlarinda, AA/VA oranlarinda anlamli

bir azalma gozlenmezken, 2 ve 4 mg/kg dozlarinda, AA/VA oranlarinda anlamli bir

azalma ve koruyuculuk gozlenmistir (Sekil 1). Bu sonuglar, 4’klorodiazepam’in

kullanilan daha yiiksek dozlarinda koruyuculuk gosterdigini ortaya koymaktadir.
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4’klorodiazepam’m 0.1 mg/kg dozu ile 4 mg/kg dozu arasinda da anlamhi fark

bulunmustur.

4’klorodiazepam’1in kullanilan tiim dozlarinda, PE olusumuna kars istatistiksel
anlamli ve doz bagimli bir koruyuculuk sagladigi saptanmistir (Sekil 2-3).
4’klorodiazepam’in 0.1 mg/kg dozu ile, 0.5, 2 ve 4 mg/kg dozlar1 arasinda da anlaml

fark bulunmustur.

Histopatolojik incelemede, 4’klorodiazepam’in 6zellikle diisitk dozlarindaki
koruyucu etkinin daha fazla oldugu izlenmektedir. Intraalveoler 6demde en fazla
azalma 0.1 mg/kg grubunda izlenmistir (Sekil 6). ANTU-aracili hemoraji iizerine
olan koruyucu etki, 0.1 ve 0.5 (Sekil 7) gruplarinda daha belirgin bulunmustur.
Interstisyel inflamatuvar hiicre reaksiyonu iizerine olan koruyucu etkinin de benzer
sekilde 0.1 ve 0.5 gruplarinda (skor: 1.6), 2 (Sekil 8) ve 4 mg/kg (Sekil 9) gruplarina

gore daha fazla oldugu saptanmistir.

Histomorfolojik olarak, 0.5, 2 ve 4 mg/kg gruplarinda, interstisyel aralikta,
artan doza bagl olarak fokal ama sayisal yogunlugu fazla kopiiksii makrofaj gruplari
ve anfizematdz genislemeler dikkati ¢ekmistir. Ayrica, ANTU grubundaki kadar
yaygin olmamakla beraber, fokal peribrongiyal lenfoid agregat olusumu tim

gruplarda devam etmektedir.

4.3. MK-801’in ANTU Aracih Akut Akciger Hasar1 Uzerine Etkisi

Calismamizda kullandigimiz NMDA reseptor antagonisti MK-801 ise,
AA/VA oraninda herhangi bir koruyuculuk saglamamis (Sekil 1), plevral efiizyon

gelisimini ise anlamhi diizeyde azaltmistir (Sekil 2-3).

MK-801, kullanilan her iki dozunda da, ANTU aracili intraalveoler 6dem,
hemoraji ve perialveoler inflamatuvar reaksiyonu acisindan, herhangi bir
koruyuculuk gostermemistir (Sekil10-12). Bunun yanisira, plevrada mezotelyal hiicre
proliferasyonuna neden olmustur (Sekill0-11). ANTU aracili akciger dokusu
hasarim1 artirict etkisinin yanisira, viseral plevra dokusunda da iritasyona bagl

mezotel hiicre proliferasyonuna neden olmustur.
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Tablo 2. Tiim Gruplarin AA/VA Oranlari

Akciger Agirhgy/Viicut
GRUPLAR Agrhg Oram Sta“‘(igg)Hata
(AA/VA x 10%)
Kontrol (zeytinyagi/¢oziicii kontrolii) 51.6 2.6
ANTU 101.2 5.0
ANTU + 4’klorodiazepam (0.1 mg/kg) 96.6 8.5
ANTU + 4’klorodiazepam (0.5 mg/kg) 91.1 7.4
ANTU + 4’klorodiazepam (2 mg/kg) 84.8 9.9
ANTU + 4’klorodiazepam (4 mg/kg) 71.4 3.9
ANTU + MK-801 (0.3 mg/kg) 103.5 5.2
ANTU + MK-801 (3 mg/kg) 103.1 4.1
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Sekil 1. ANTU ile olusturulan akut akciger hasarinda 4’-klorodiazepam (Ro 5-4864)
ve MK-801’in, akciger agirhigi/viicut agirligi oran1 (AA/VA x10%) iizerine
olan etkileri. Her grupta n=8, *p<0.05.
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Tablo 3. Tiim Gruplarin PE (ml) Degerleri

GRUPLAR Plevral Efiizyon Miktari Standart Hata
(mlD) (SH)
Kontrol (zeytinyagi/¢6ziicii kontrolii) 0 0
ANTU 5.1 0.3
ANTU + 4’klorodiazepam (0.1 mg/kg) 2.5 0.3
ANTU + 4’klorodiazepam (0.5 mg/kg) 1.5 0.4
ANTU + 4’klorodiazepam (2 mg/kg) 1.0 0.3
ANTU + 4’klorodiazepam (4 mg/kg) 1.6 0.3
ANTU + MK-801 (0.3 mg/kg) 39 0.2
ANTU + MK-801 (3 mg/kg) 3.7 0.2
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Sekil 2. ANTU ile olusturulan akut akciger hasarinda 4’-klorodiazepam (Ro 5-4864)
ve MK-801’in, plevral efiizyon miktar1 (PE) (ml) iizerine olan etkileri. Her

grupta n=8, *p<0.05.
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Tablo 4. Tiim Gruplarin PE/VA Oranlari

GRUPLAR Plevral Efiizyon/Viicut Standart Hata
Agirhg Oram (SH)
(PE/VA x 10°)
Kontrol (zeytinyagi/¢oziicii kontrolii) 0 0
ANTU 193.6 11.4
ANTU + 4’klorodiazepam (0.1 mg/kg) 106.8 12.3
ANTU + 4’klorodiazepam (0.5 mg/kg) 58.3 14.7
ANTU + 4’klorodiazepam (2 mg/kg) 42.0 11.9
ANTU + 4’klorodiazepam (4 mg/kg) 74.1 16.7
ANTU + MK-801 (0.3 mg/kg) 170.6 9.2
ANTU + MK-801 (3 mg/kg) 152.3 11.7
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Sekil 3. ANTU ile olusturulan akut akciger hasarinda 4’-klorodiazepam (Ro 5-4864)
ve MK-801’in, plevral efiizyon/viicut agirligi oran1 (PE/VA x 10%) tizerine

olan etkileri. Her grupta n=8, *p<0.05
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Sekil 4. Kontrol si¢an akcigeri (H&E x4).

Sekil 5. ANTU uygulanan sigan akcigeri (H-E x10).
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Sekil 6. ANTU + Ro 5-4864 0.1 mg/kg uygulanan si¢can akcigeri (H&E x40). ANTU

grubuna gore, hemoraji, 6dem ve inflamasyonda azalma izlenmektedir.

Sekil 7. ANTU + Ro 5-4864 0.5 mg/kg uygulanan si¢an akcigeri (H&E x10). ANTU

aracili patolojide azalma, kopiiksii makrofaj hiicreleri izlenmektedir.
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Sekil 8. ANTU + Ro 5-4864 2 mg/kg uygulanan sican akcigeri (H&E x40).

Sekil 9. ANTU+ Ro 5-4864 4mg/kg uygulanan sican akcigeri (H&E x4). ANTU

Anfizematdoz degisiklikler

izlenmektedir.

azalma

patolojide

aracili

saptanmigtir.
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Sekil 10. ANTU + MK-801 0.3 mg/kg uygulanan sican akcigeri. (H&E x10).

Viseral plevra proliferasyonu izlenmektedir.

Sekil 11. ANTU + MK-801 0.3 mg/kg uygulanan sican akcigeri. (H&E x 40).

Viseral plevra proliferasyonu izlenmektedir.
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Sekil 12. ANTU + MK-801 3 mg/kg uygulanan si¢an akcigeri (H&E x40). Hemoraji,

inflamasyon ve 6demde azalma goézlenmemektedir.

28



5. TARTISMA

Calismamizda hipnotik, sedatif ve anksiyolitik amacli klinik kullanim1 olan
benzodiazepinlerden, santral sinir sistemi disindaki periferik reseptorleri iizerinde
selektif agonistik etki gosteren 4’klorodiazepam’in, ANTU aracili AAH modelinde,
pulmoner ddeme kars1 kullanilan doz ve siirede koruyucu etki gosterdigi ve plevral
efiizyon olusumunu anlaml diizeyde azaltarak koruyuculuk sagladigi saptanmistir.
Akciger agirhigr iizerindeki koruyucu etki diisiik dozlarda izlenirken, efiizyon
tizerinde tim dozlarda etkili bulunmustur. Histopatolojik incelemede,
4’klorodiazepam’in doku hasarin1 tam olarak geriye dondiirmedigi, yer yer

anfizematoz degisikliklerin ve peribronsiyal lenfoid agregatlarin olustugu izlenmistir.

Calismamizdaki sonuglar literatiir bulgular ile uyumlu olarak, benzodiazepin
reseptorlerinin periferik yerlesim gosteren tiirlerinin, doku hasar1 ve inflamasyon
tizerinde etki gosterebildiklerini teyit etmektedir. Solunum sisteminde bulunan
PBR’ler ile ilgili ¢cok az sayida calisma bulunmaktadir. Calismamizda, literatiirde ilk
olarak ANTU ile olusturulan AAH modelinde, bu reseptorlerin etkileri incelenmistir.
Benzodiazepinlerin kullanilan klinik endikasyonlar1 disinda, su anda deneysel
sonuglarla simirli olsa da, doku hasarinda rol oynayan mekanizmalara etkili olduklar

izlenmektedir ve bu yeni endikasyonlarin olugmasina zemin hazirlayabilecektir.

Yapilan calismalarda PBR’lerin, inflamatuvar mediyatorler, serbest oksijen
riinleri, NO gibi inflamasyon ve doku hasarinda rol oynayan mediyatorleri
etkileyebildikleri ve bu mekanizmalar iizerindeki etkileri nedeniyle de doku hasarini

modiile edebildikleri 6ne siiriilmektedir (37-40).

AAH ve onun agir formu ASSS, degisik nedenlere bagli olarak ortaya
cikabilen, pulmoner kapiller gegirgenligin artisina sekonder gelisen bir
nonkardiyojenik pulmoner 6demdir. AAH’de primer patoloji alveolo (epitel)-kapiller
(endotel) bariyerdeki permabilite artisina bagli  alveoler 6dem gelisimidir.
AAH/ASSS’de alveolo kapiller iinit’de hasarin agresif inflamatuvar reaksiyon
sonucu olustugu ve bu patolojinin temelde bir inflamasyon sendromu olarak gelistigi
konusunda fikir birligi olugsmustur. Bu genel tanimlama dogrultusunda yapilan yogun

calismalar ve teknolojinin getirdigi yeni tedavi olanaklarina karsin, ASSS, yiiksek
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mortalite orani ile halen yogun bakim {initelerinin en 6liimciil seyreden hastaliklar

arasinda ilk sirada yer almaya devam etmektedir.

AAH, gelisen pulmoner ddemle karakterize, akut solunum yetmezliginin ani
baslangicini ifade eden genel bir terimdir (13). Klinik olarak akut baslangich, inatg1
hipoksemi ile kendini gosterir ve akciger grafisinde pulmoner ddeme bagli bilateral
difiiz infiltratlar ve kompliansta énemli derecede azalma ile karakterizedir. Akciger
hasari, bazi durumlarda akciger ve alveol epitelyumunun dogrudan hasarlanmasi
sonucu olusurken, bazen de dolayli mekanizmalar ve hematojen yolla olusan
inflamatuvar mediyatorler araciligl ile olusmaktadir. Dolayli mekanizmalar normal
inflamatuvar yanitin asir1 diizeyde olusmasindan kaynaklanmaktadir. Endotoksinler,
makrofaj ve/veya monositlerden TNF, IL-1, IL-6, IL-8 ve trombosit aktive edici
faktor gibi mediyatorlerin salinimina neden olmakta; bu mediyatorler de 16kosit ve
endotel aktivasyonuna neden olarak Iokositlerin endotele  yapigsmasini
kolaylastirmaktadir. Sonucta notrofillerden aciga ¢ikan oksijen radikalleri, proteazlar
ile aragidonik asit aktivasyonu sonucunda prostanoidler, lokotrienler ve pek¢ok hiicre
tarafindan asin miktarda olusturulan NO, endotel hiicrelerinde harabiyete neden
olmaktadir. Endotel ve alveol epitel hiicrelerinin bu asir1 inflamatuvar yanita bagl
hasari sonucu, proteinden zengin sivi alveoler bosluga sizmaktadir. Bu sivinin iginde
bulunan fibrin ve diger proteinler hyalen membranlarin olusumuna neden olmakta,
selliller hasara bagl olarak azalmis siilfaktan iiretimi de alveolar kollapsa sebep
olarak oksijenasyonun bozulmasina sebebiyet vermektedir. Sonug¢ olarak, patolojik
siirecin ilerlemesiyle, hem endotelyal hem de epitelyal hiicre fonksiyonlarinin

bozulmasi sonucu klinik goriiniim AAH’yi olugturmaktadir (1-7, 44).

AAH’nin daha agr formu olan ASSS’de, hiicresel ve kimyasal
mediyatorlerin rolii ile hasar agirlasmaktadir. Bu mediyatorlerin tetikledigi
notrofillerden toksik enzimlerin ve serbest oksijen iiriinlerinin ortaya ¢ikisi, alveoler
ve kapiller hasar ilerletmektedir. Kompleman aracili nétrofillerin uyarilmasiyla
aktive olan sitokinler patogenezde Onemli rol oynamaktadirlar. Proinflamatuvar
sitokinler; akcigerde inflamatuvar hiicrelerinden, akcigerin epitelyum hiicrelerinden
ve fibroblastlar tarafindan iiretilebilirler. TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8 patogenezdeki
onemli proinflamatuvar sitokinlerdir. Kompleman {iriinleri, arasidonik asit

metabolitleri ve NO, permeabilite artis1 ve hiicresel hasara katki saglamaktadirlar (3).
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AAH nedenlerinin ¢ok ¢esitli olmasi, patofizyolojik mekanizmalarin tam
olarak aydinlatilamamasi gibi nedenlerden dolayi, AAH tedavisinde genel kabul
gormiis etkin ve standart bir medikal tedavi bigcimlendirilememistir. Tedavinin temeli
destekleyici diizeyde kalmaktadir. AAH’deki mekanizmalarin daha 1iyi
anlasilabilmesi ve yeni tedavi seceneklerinin olusturulabilmesi ve ozellikle yogun
bakimlardaki mortalite oranlarinin disiiriilebilmesi icin, yogun bir sekilde deneysel
caligmalar siirdiiriilmektedir. AAH patofizyolojisi farkli nedenlere bagh olarak farkli
mekanizmalarla gelismektedir. Deneysel calismalar da bu mekanizmalarin muhtemel
mediyatorlerini  anlayabilmek icin farkli modellerde olusturulmakta ve

incelenmektedir (13).

AAH deney modeli olusturmak icin kullanilan ajanlardan biri de alfa-
naftiltiyoiiredir (20-29). ANTU ilk zamanlarda rodendisit olarak kullanilmig
kimyasal bir ajandir, doz ve zaman bagimli olarak AAH deney modeli olusturmak
icin kullanilmaktadir. ANTU toksisitesinde primer hedef yapilarin kapiller endotel
hiicreleri oldugu gosterilmistir. Endotel hasar1 endotel bariyerin kaybolmasma ve
kapiller permeabilitenin artmasina ve sonugta intertisiyel, alveolar 6deme ve plevral
efiizyon gelisimine neden olmaktadir. ANTU’nun kesin olarak hangi mekanizmayla
akciger hasar olusturdugu bilinmemektedir fakat oksidatif stresin ve reaktif oksijen
radikallerinin, NO’nun, endotelin ve anjiotensin peptidlerin doku hasarma aracilik
ettikleri gosterilmistir (24-29). Dolayisiyla, ANTU aracili hasarda, reaktif oksijen
radikallerinin yam1 sira immiin inflamatuvar yolaklarin da aktive oldugu

izlenmektedir.

Benzodiazepinler santral GABA, reseptorleri disinda, periferal dokularda
baska bolgelere de baglanmaktadirlar. SSS’de bulunandan farklilik arzeden bu ikinci
tip baglanma yerlerine ilk tamimlanmalarn sirasinda periferal tip benzodiazepin
reseptoril ismi verilmistir. Daha sonra bu tip reseptorlerin SSS’de de bulundugu
gosterilmistir. Bu tip reseptorlerin yaygin olarak immiin sistem organlar1 ve
hiicrelerinde ~ bulundugu  gosterilmistir  (10). Bu  bulgular  PBR’lerin
immiin/inflamatuvar olarlarda rol oynayabileceklerini ve doku hasar1 ve
inflamasyonda  potansiyel koruyucu ajanlar olarak  kullanilabileceklerini

diistindiirmiistiir.
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Benzodiazepinler yaygin kullanim alani olan ajanlardir. Bu etkilerinin yani
sira, yapilan c¢alismalarda, periferik etkileri ile immiin fonksiyonlar1 modiile
edebildikleri, fare makrofaj hiicresinde PBR’leri etkileyerek, LPS-aracili IL-1, IL-6
ve TNF aktivitesini baskiladiklar gosterilmistir (45). Kisa etkili benzodiazepin olan
midazolam, sayilan sitokin yapiminin modiilasyonu yam sira, NO olusumunu
azaltmakta, notrofil fonksiyonlarini inhibe etmekte, iNOS ve siklooksijenaz-2
ekspresyonunu ve siiperoksit anyon olusumunu azaltmaktadir (11,46,47). Monosit ve
mast hiicrelerindeki NO ve TNF-a sentezini modiile etmekte, makrofaj hiicrelerinden
proinflamatuvar mediyatorlerin salinimimi ve siiperoksit iiretimini baskilamaktadir
(9,48). Midazolamin ANTU aracili AAH’deki efiizyon olusumuna karsi anlamh
diizeyde koruyuculuk gosterdigi de saptanmistir. Diger yandan, midazolam periferik
reseptorleri bloke ederek, endotel hiicrelerindeki TNF-o aracili vaskiiler hiicre
adezyon molekiilii-1 ekspresyonunu ve monosit adezyonunu inhibe etmektedir.
Midazolamin bu etkileri santral benzodiazepin reseptor blokorii flumazenil ile bloke
edilememekte, PBR blokérii ile bloke edilmektedir (9,48). Bu bulgular midazolamin
endotel hiicresi iizerindeki PBR’leri etkileyerek antiinflamatuvar etki gosterdigini
ortaya koymaktadir. Bu bulgular, midazolamin ANTU aracili akciger hasarindaki
kismi  koruyucu etkisini  periferik reseptorleri araciifi  yapabilecegini
disiindiirmektedir ki bizim calismamizin hipotezi olan, PBR’lerin ANTU aracili
hasarda rolii oldugu goriisii, midazolamin etkilerine de kismen aciklama

getirmektedir.

Yapilan ¢caligmalarda, selektif PBR agonisti Ro 5-4684’iin, monositlerden IL-
2 (39), makrofajlardan IL-1, TNF-a ve IL-6 gibi inflamasyon mediyatorlerinin ve
reaktif oksijen {iriinlerinin (11,39) iiretimini anlamli oranda azalttigi, karagenin ile
olusturulan pence 6deminde koruyucu etki gosterdigi ve anti-inflamatuvar etkileri
oldugu (40) gosterilmistir. Benzer sekilde Ro 5-4684, romatoid artritin siddetini
azaltmakta, kronik tedavide inflamatuvar hiicrelerin eklem aralifina gociinii bloke
etmekte, kikirdak ve kemik yikimina karsi koruyuculuk gostermektedir (49).
PBR’lerinin ayrica hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda da rol oynadigi meme
kanser ve glioma hiicrelerinde gosterilmistir (50). PBR ligandlarinin, iskemi-
reperfiizyon hasar1 gibi oksidatif stresin gelistigi patolojilerde antiapoptotik olarak
davrandigi, oksidatif stres ve iskemi-reperfiizyon hasarina karsi kalpte koruyucu

olduklar1 gosterilmistir (51,52).
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Farges ve ark. Ro 5-4684’iin, karegenin ile olusturulan plorezi modelinde,
antiinflamatuvar bir etki gosterdiklerini ve bu etkisini de kismen glokokortikoidler
izerinden gosterdiklerini saptamiglardir. Calismalarinda, Ro 5-4684, erken fazda
goriilen notrofil birikimini ve gec¢ fazda goriilen mononiikleer hiicre akisini inhibe
etmistir. Ayrica Ro 5-4684’iin, myeloperoksidaz ve adenozin deaminaz aktivitelerini

de azalttigim gostermislerdir (10).

Calismamizda kullandigimiz PBR  agonisti Ro 5-4684, ANTU’nun
olusturdugu pulmoner o6dem ve efiizyonda azalma yapmaktadir. Akciger
agirhigindaki azalma 2 ve 4 mg/kg dozlarinda anlamli bulunmustur. Efiizyon
miktarinda ise, tiim dozlarda azalma gozlenmistir. Bu sonuglar, Ro 5-4684’iin
PBR’lerini etkileyerek, akciger patolojisindeki mekanizmalar iizerinden kismi
koruyucu etkinlik gosterdigini ortaya koymaktadir. ANTU aracili AAH’de yogun bir
inflamasyon olaymin da devam ettigi disiinildigiinde, Ro 5-4684’iin,
antiinflamatuvar etkinlige de sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Gerek 6dem ve
efiizyon, gerekse histopatolojik hasar tiizerindeki etkisi, ANTU aracili hasar
tamamen geriye dondiirme diizeyinde degildir. Bu durumda, daha yiiksek dozlarin
denenmesi diisiiniilebilir ya da bu durum, ANTU aracili hasarin cok degisik
mekanizmalar1 etkilemesi ve Ro 5-4684’lin bu mekanizmalar {izerinde etkisiz
kalmasi seklinde yorumlanabilir. Akcigerde anfizemat6z degisiklikler ise ilacin yan

etkisi seklinde degerlendirilebilir.

Calismamizda, ANTU aracili akut akciger hasarinda etkinligini inceledigimiz
bir baska ila¢ ise NMDA reseptor antagonisti MK-801’dir. Calismamizda
kullandigimiz MK-801, ANTU aracili AAH’de, AA/VA oranlarindaki artis {izerinde
bir koruyuculuk gostermemis fakat efiizyon olusumunu anlamli diizeyde bloke
etmistir. PE/VA oranlan incelendiginde, 3 mg/kg dozunun anlamlh azalma sagladigi
fakat 0.3 mg/kg dozunda bir koruyuculuk olmadigi goézlenmistir. Histopatolojik
incelemede ise, her iki dozun da, 6dem, hemoraji ve perialveoler inflamatuvar hiicre
reaksiyonu agisindan herhangi bir koruyuculuk saglamadigi, efiizyon azaltic1 olumlu
etkisinin yaninda, ANTU aracili doku hasarim artirdigi gozlenmistir. Diger yandan,
MK-801’in viseral plevra dokusunda da iritasyon yaratarak, mezotel hiicre

proliferasyonuna neden oldugu gbzlenmistir.
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Literatiirde, NMDA-tip glutamat reseptorlerinin noron dis1 dokularda da
bulundugu gosterilmistir.  Ekstranéronal NMDA  reseptorlerinin  biyolojik
karakteristikleri hala c¢oziilememistir ve intra- ve ekstra-ndronal NMDA
reseptorlerinin ~ farmakolojik  karakteristiklerinin ayni oldugu  heniiz
kanitlanamamistir. Akciger dokusunda, asir1 miktarda glutamat olusumunun hiicre ici
kalsiyumunu artirarak, kalmudolin bagimli NO miktarin1 artirdigi, artan NO’nun
hiicre ve cevresi icin sitotoksik etki gosterdigi, ayrica glutamat aracili reaktif oksijen
tirlerinin olusumunun da rol oynadig1 one siiriilmektedir (42). Bununla birlikte,
NMDA reseptor antagonistlerinin fizyolojik 6nemi, giiniimiiz bilgileri dogrultusunda
spekiilatif kalmaktadir. Bronsiyal diiz kas tonusunu artirdign (53) ya da tersine

azalttig1 (54) yoniinde yayinlar bulunmaktadir.

Izole perfiize akciger dokusuna NMDA eklendiginde, yiiksek-permeabilite
tarzinda AAH’ye neden olmaktadir ve bu etkinin MK-801 ile ©nlenebildigi
bildirilmistir (42). Bu ve benzeri bulgular, bazi tiir AAH’lerde endogen NMDA
reseptor aktivasyonunun olabilecegini desteklemektedir (55). Bununla beraber, Ben-
Abraham ve arkadagslari, NMDA reseptor antagonisti dekstrometorfan’in, mezenter
iskemi-reperfiizyon hasarmi azalttigini, fakat bu koruyucu etkinin doz bagiml
oldugunu, diisiik ve yiiksek dozlarda koruyucu olmadigi gibi hasar1 artirabilecegini
ileri siirmektedirler (42). Doz bagimli bu etki bizim ¢alismamizda da gozlenmistir.
PE/V A orani iizerine etki diisiik dozda anlamsiz, yiiksek dozda anlamli bulunmustur.
Kullanilan her iki dozda da MK-801, akciger dokusu tiizerinde iyilestirici degil,
aksine patolojiyi artiric1 etki gostermis ve viseral plevral iritasyonu yapmistir. Bu
sonuglar, NMDA reseptorlerinin AAH patogenezinde rol oynadigini fakat bu etkinin
daha ayrmntili calismalarla netlestirilmesi gerektigini ve terapotik kullanim
potansiyeli gosterebilmesi i¢in, daha kesin kanitlara ulagilmasi zorunlulugunu ortaya

koymaktadir.

Tiim sonuglar g6z oniine alindiginda, akcigerde varlig1 gosterilen PBR’lerin,
ANTU aracili AAH patofizyolojik mekanizmalar1 iizerinde rol oynayabildigini ve
selektif PBR agonisti Ro 5-4684’iin bu hasara karsi koruyucu potansiyele sahip
oldugunu gostermektedir. NMDA reseptor antagonisti MK-801 ise, ANTU aracili
AAH’da etkisiz bulunmustur.
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6. SONUCLAR VE ONERIiLER

Tez calismamizda, ANTU ile deneysel AAH modeli olusturulmustur. Selektif
PBR agonisti Ro 5-4684 ve glutamat NMDA reseptor antagonisti MK-801’in, ANTU

aracili AAH’ye kars1 koruyucu olup olmadiklar1 aragtirilmistir.

1. Ro 5-4684’iin kullanilan doz ve siirede, ANTU ile olusturulan AAH modelinde,
akciger parankim doku hasar iizerinde istatistiksel anlaml bir koruyuculuk sagladig

(ytiksek dozda),

2. Efiizyon olusumu iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir gerilemeye neden

oldugu goriilmiistiir.

3. MK-801’in kullanilan doz ve siirede, ANTU ile olusturulan AAH modelinde,
akciger parankim doku hasar iizerinde anlaml bir koruyuculuk saglamadigi, aksine
hasar1 artiric1 etki gosterdigi ve plevrada mezotelyal hiicre proliferasyona neden

oldugu,

4. Efiizyon olusumu iizerinde yiiksek dozda istatistiksel olarak anlamli bir

gerilemeye neden oldugu goriilmiistiir.

5. Bu sonuglar, PBR’lerin, temelde permeabilite artis1 ile karakterize fakat aym
zamanda yogun bir inflamasyon reaksiyonunun da olustugu AAH patofizyolojisinde

rol oynayan mediyatorler {izerine etki gosterdiklerini ortaya koymaktadir.

6. NMDA reseptor antagonisti, ANTU aracili AAH’de koruyucu etkiye sahip
degildir.

7. Ro 5-4684°tn ve genel anlamda, selektif PBR agonistlerinin, akciger
hastaliklarinda rol oynayan patofizyolojik mekanizmalar iizerindeki etkilerinin tam
olarak ortaya konmasi, bu ilaglarin AAH, astim gibi immiin/inflamatuvar

patolojilerde potansiyel ilaglar olarak gelistirilmelerine olanak saglayacaktir.
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