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Akciger 6demi, siklikla akut solunum yetmezligine yol acan, yaygin klinik bir
durumdur. Bu durum genellikle artmis sempatik sinir sistemi aktivitesi sonucu
goriilen pulmoner vazokonstriksiyon ile iligkilidir. Pulmoner vaskiiler basinglardaki
ve pulmoner kan hacmindeki belirgin artiglar, artan pulmoner kapiller basincin
hidrostatik etkisi nedeniyle pulmoner 6dem firetir. Fizyolojik olarak alveolar-kapiller
membran, optimum gaz degisimi saglarken, alveolar boslukta sivi birikimini
onleyerek ve ¢ozlinen biiylik maddelerin difiizyonunu sinirlandirarak bir bariyer
gorevi gormektedir. Alveolar sivi absorbsiyonu ve sekresyonu arasindaki denge,
alveolar boslukta optimal gaz degisimini siirdiirmek i¢in kritik bir dneme sahiptir.
Akciger 6deminde alveolar-kapiller bariyerin geg¢irgenligindeki artmanin sonucu
protein bakimindan zengin sivinin interstisyum ve alveolar bosluklara gegisi s6z

konusudur.
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Plevral boslukta anormal miktarda plevral sivi birikmesi plevral efiizyon, olarak
tanimlanmaktadir ve bu durum cesitli mekanizma ve hastaliklarin neden oldugu
yaygin bir sorundur. Hemen hemen her akciger hastalig1 ve akciger dis1 hastaliklarin
cogu plevral efiizyonla iligkili olabilir. Plevral efiizyon, 6zellikle solunum sistemini
tehlikeye atan yasa baghi normal degisiklikler géz oOniine alindiginda, solunum
sistemi {izerinde énemli etkiler yaratir. Ozellikle pulmoner gaz degisimini yetersiz
hale getirir, ancak sivi hacmiyle orantili olarak pulmoner fonksiyonda kisitlayici

degisikliklere neden olur ve akciger kompliyansini azaltir.

Alfa-naftiltiyoiire (ANTU), rodendisit olarak gelistirilmis kimyasal bir ajan olup
doza bagl bir sekilde 6zellikle kapiller endotel hiicreleri hedef almaktadir. Yapilan
caligmalarda ANTU’ nun yetiskin si¢anlarda pulmoner vaskiiler gecirgenligi
arttirdigr bunun yaninda akut pulmoner 6dem ve plevral efiizyona neden oldugu
gosterilmistir. ANTU’ nun pulmoner toksisitesi ve pulmoner vaskiiler gecirgenlik
artisina yol agmast ANTU’ yu siganlarda bir¢ok morfolojik ¢alismada kullanilmak
icin akciger O6deminin yaygmn bir modeli haline getirmektedir. Standart deney
modelinde sicanlara intraperitoneal olarak ANTU uygulandiginda 4 saat iginde
akciger 6demi ve plevral eflizyon ciddi diizeylere ulasmaktadir. Olugsan 6dem 24-48
saat icinde ya tamamen iyilesebilmektedir ya da durum giderek kétiileserek 6liim ile

sonuglanabilmektedir.

ANTU pnomotoksisitesinde, reaktif oksijen radikallerinin rol oynadig1 gosterilmistir
Reaktif oksijen tiirleri (ROS), endojen kaynakli normal oksijen metabolizmasinin
dogal bir yan iriinii olarak olusabildigi gibi eksojen bir uyarana bagl olarak da
ortaya ¢ikan son derece reaktif molekiillerdir. Endojen olarak olusan ROS (hidrojen
peroksit, siiperoksit anyon, hidroksil radikali), hiicre homeostazinda énemli rollere
sahiptir. Asirt Uiretildiginde veya antioksidan seviyeleri ciddi sekilde tiikendiginde bu
reaktif tiirler hiicrenin lipid, protein ve DNA’ sina saldirarak oksidatif hasara sebep
olurlar. Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve ferroksidaz gibi
endojen antioksidan enzimler, ROS aktivitelerini sonlandirabilmektedirler. Oksidatif
stres kronik inflamasyona yol agabilir ve bu da kanser, diabetes mellitus,

kardiyovaskiiler, ndorolojik ve pulmoner hastaliklar gibi bircok hastalifin



patogenezinde rol oynamaktadir. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri, akcigerlerdeki
patolojik inflamatuvar siirecin olusumunda aracilik etmektedir ve akciger epitelinin
hasar gormesine neden olmaktadirlar. Akcigerdeki inflamatuvar yanit sirasinda,
makrofajlar, nétrofiller ve lenfositler dahil olmak iizere bagisiklik hiicreleri aktive
olur ve interleukin-1 beta (IL-1B), Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a) ve
benzerlerini serbest birakir. IL-18 ve TNF-a, giiclii proinflamatuvar aktivitelere sahip
olduklar1 ve ¢esitli proinflamatuvar mediatorlerin salgilanmasini destekleyebildikleri

icin en 6nemli proinflamatuvar sitokinlerdir.

Baslica pineal bezden sentezlenen melatonin (MLT), néroendokrin bir hormondur.
MLT, beyin-omurilik s1visi, tlikiiriik, safra, eklem sivisi, amniyotik sivi ve anne siitii
de dahil olmak f{izere tiim biyolojik sivilar i¢inde mevcut bulunmaktadir. MLT,
hidrofobik olmas1 nedeniyle pasif diflizyonla membranlar1 ve kan-beyin bariyerini
gecme yetenegine sahiptir. Pineal bezden ritmik MLT salgilanmasi, hipotalamusun
suprakiyazmatik c¢ekirdegindeki sirkadiyen saat tarafindan yonlendirilir. Bu saat,
retinal 1518a maruz kalma yoluyla aydinlik/karanlik dongiisii ile senkronize
edilmektedir. Sirkadiyen ritimler, bireylerin yasadiklar1 c¢evredeki giinliik
degisikliklere gore fizyolojik ve patolojik yanitlarin olusturulmasinda 6nemli rol
oynamaktadirlar. Sirkadiyen ritmi diizenlemek i¢in salgilanan MLT, reaktif tiirleri
dogrudan siipiirme ve antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirarak antioksidan
savunma sistemini modiile etme kapasitesi sayesinde oksidatif stresi azaltan gii¢lii bir
antioksidandir. Bir¢cok calismada MLT’in oksidatif/nitrozatif strese karsi korumada
etkili oldugu gosterilmistir. ML T in oksidatif stres iizerine etkisini, reaktif oksijen ve
reaktif nitrojen tiirlerinin detoksifikasyonu seklinde gosterdigi ileri siiriilmektedir.
Dolayli etkisini ise pro-oksidan enzimlerin aktivitesini bastirirken antioksidan
enzimleri uyararak gostermektedir. MLT ve metabolitleri bu etkileri sayesinde ¢esitli
hastaliklara karst koruyucu etkilere sahiptirler. MLT’in pulmoner diizeyde de

antioksidan ve vazodilator 6zelliklere sahip oldugu ileri siirtilmektedir.
Bu ¢aligmanin amaci, ratlarda MLT yoksunlugunun (pinealektomi) ve eksojen MLT

uygulamasinin  ANTU ile olusturulmus pulmoner o6dem iizerine etkilerini

gbzlemlemekti.
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Bunun i¢in akciger dokularinda malondialdehit (MDA), indirgenmis glutatyon
(GSH), toplam antioksidan durumu (TAS), toplam oksidan durumu (TOS), katalaz
(CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) diizeyleri olmak {izere oksidatif stres
belirtecleri belirlendi. IL-1B ve TNF-a ¢ok sayida inflamatuvar akciger hastaliginin
gelisimine aracilik etmektedir. Bu yiizden ¢alismamizda akciger dokusunda IL-1 ve

TNF-a seviyeleri arastirildi. Akciger dokusunda histopatolojik inceleme yapildi.

Melatonin ve metabolitleri, hem serbest radikalleri temizleme yetenekleri hem de
doku antioksidan kapasitesini artirma potansiyelleri sayesinde genis spektrumlu
antioksidanlardir. Melatonin'in farelerde siklofosfamid kaynakli oksidatif akciger
toksisitesine karsi etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada GSH seviyeleri ile SOD ve
CAT aktivitelerini 6nemli dl¢lide diizelttigi ayrica fare akciger dokularinda oksidatif
toksisiteyi Onlemeye yardimci oldugu ortaya konmustur. Yetigkin C57BL/6J
farelerde akciger iskemi-reperfiizyon hasarinda melatoninin etkisinin arastirildigi bir
caligmada ise, bu hasar neticesinde dolasimdaki TNF-a ve IL-1P seviyelerinde artig
bildirilmistir. Melatoninin, oksidatif stres ve inflamasyonun inhibisyonu yoluyla
akciger iskemi-reperflizyon hasarin1 hafiflettigi ortaya konmustur. Bizim
calisgmamizda ANTU uygulamasi oncesi 30 giin boyunca melatonin takviyesi
yapilmasi melatonin tedavi yapilmayan gruba gére (ANTU) akciger IL-1p ve TNF-a
seviyelerinde ciddi diisiise sebep olmustur. Ilave olarak pinealektomi sonrast ANTU
uygulamasi yapilmasi, pinealektomi yapilmadan melatonin takviyesi yapilarak
ANTU uygulamasi yapilmasina kiyasla IL-18 ve TNF-a seviyelerinde ciddi artig
gbzlenmesine neden olmustur. Calismamizda histopatolojik olarak ANTU grubunda
konjesyon, yaygin inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve interstisyel pulmoner 6dem
tespit edildi. ANTU+PINX grubunda hasarin siddeti artmisti. Melatonin injeksiyonu
yapilan ANTU+MLT ve ANTU+PINX+MLT gruplarinda hasarin ve histopatolojik
degisikliklerin belirgin olarak azaldigi tespit edildi. Melatonin tedavisi akciger

efiizyon ve d6deminin gerilemesini ve akciger mimarisinin iyilesmesini destekledi.
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Bu sonuglar, kronik melatonin tedavisinin dogrudan siipiiriicii etkilerinin yani sira,
notrofil infiltrasyonunu inhibe ederek, oksidan-antioksidan durumunu dengeleyerek
ve inflamatuvar mediatorlerin olusumunu diizenleyerek melatoninin akciger hasarina
kars1 antioksidan ve antiinflamatuvar bir etki sagladigin1 gostermektedir. Toplu
olarak bu sonuglar; melatoninin inflamasyonu baskiladigin1i ve melatoninin
inflamatuvar bozukluklarin tedavisi i¢in potansiyel bir aday ajan olabilecegini

desteklemektedir
Anahtar Sozciikler : Alfa-naftiltiyotlire (ANTU), pinealektomi, melatonin, pulmoner

0dem, oksidatif stress, sican

Bilim Kodu : 1090
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Pulmonary edema is a common clinical condition and often leads to acute respiratory
failure. This condition is generally associated with pulmonary venoconstriction,
which is seen as a consequence of overactivity of the sympathetic nervous system.
Significant increases in pulmonary vascular pressure and pulmonary blood volume
lead to pulmonary edema due to the hydrostatic effect of increased pulmonary
capillary pressure. Physiologically, the capillary-alveolar membrane provides
optimal gas exchange, and acts as a barrier by preventing fluid accumulation in the
alveolar space and limiting the diffusion of large solutes. The balance between
alveolar fluid uptake and secretion is critical to maintaining optimal gas exchange in
the alveolar space. As a result of the increase in the permeability of the alveolar-
capillary septum in pulmonary edema, the protein-rich fluid passages into the

interstitial and alveolar spaces.
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The abnormal accumulation of pleural fluid in the pleural space is defined as pleural
effusion, this leads to a common problem caused by various mechanisms and
diseases. Almost every pulmonary disease and most non-pulmonary diseases may be
associated with pleural effusion. Pleural effusion has significant effects on the
respiratory system, especially the normal age-related changes that compromise the
respiratory system. especially, it makes pulmonary gas exchange insufficient,
however causes restrictive changes in lung function proportional to the fluid volume

and reduces lung compliance.

Alpha-naphthylthiourea (ANTU) is a chemical agent developed as a rodenticide that
specifically targets capillary endothelial cells in a dose-dependent manner. Studies
have shown that ANTU increases pulmonary vascular permeability in adult rats, as
well as causes acute pulmonary edema and pleural effusion. The pulmonary toxicity
and increased pulmonary vascular permeability of ANTU make ANTU a popular
model for pulmonary edema that uses in several morphological studies in rats. In the
standard experimental model, when ANTU is administered intraperitoneally to rats,
pulmonary edema and pleural effusion reach dangerous levels within 4 hours. Edema
that occurs can completely heal within 24-48 hours or the condition may gradually

worsen and lead to death.

Reactive oxygen radicals have been shown a role in ANTU pneumotoxicity.
Reactive oxygen species (ROS) are highly reactive molecules that can occur as a
natural by-product of endogenous normal oxygen metabolism, or as a result of an
exogenous stimulus. Endogenously formed ROS (hydrogen peroxide, superoxide
anion, hydroxyl radical) has important roles in cell homeostasis. When ROS
overproduced or when antioxidant levels are severely depleted, these reactive species
cause oxidative damage by attacking cell lipids, protein, and DNA. Endogenous
antioxidant enzymes such as superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase
and peroxidase can terminate the activities of ROS. ROS Oxidative stress can lead to
chronic inflammation that plays a role in the pathogenesis of many diseases such as
cancer, diabetes and cardiovascular, neurological, and pulmonary diseases. Reactive
oxygen and nitrogen species mediate the pathological inflammatory process in the

lungs and cause damage to the lung epithelium.



During the inflammatory response in the lung, released immune cells including
macrophages, neutrophils, lymphocytes are activated and release interleukin-1-beta
(IL-1B), tumor necrosis factor-alpha (TNF-o). IL-13 and TNF-a are the most
important proinflammatory cytokines for having strong stimulatory activities, also

they can support the secretion of many inflammatory mediators.

Melatonin (MLT), is a neuroendocrine hormone, which is primarily made by the
pineal gland MLT is found in all biological fluids, including cerebrospinal fluid,
saliva, bile, joint fluid, amniotic fluid, and breast milk. Being hydrophobic, MLT has
the ability to pass through membranes and the blood-brain barrier by passive
diffusion. Rhythmic MLT secretion from the pineal gland is driven by the circadian
clock in the suprachiasmatic nucleus of the hypothalamus. This clock is
synchronized with the light/dark cycle by exposure to light in the retina. Circadian
rhythms play an important role in the formation of physiological and pathological
responses according to daily changes in the environment of individuals live. MLT
Secreted to regulate circadian rhythm, MLT is a powerful antioxidant that reduces
oxidative stress, its ability to directly seek reactive species and modulate the
antioxidant defense system by increasing the activities of antioxidant enzymes.
Several studies have shown that MLT is effective in protecting against
oxidative/nitrous stress. It is suggested that MLT effect on oxidative stress by
detoxification of reactive oxygen and reactive nitrogen species. Its indirect effect is
shown by suppressing the activity of pro-oxidant enzymes while stimulating
antioxidant enzymes. for these effects, MLT and its metabolites have protective
effects against various diseases. MLT also have antioxidant and vasodilator

properties at the pulmonary level.
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The aim of this study was to observe the effects of lack of MLT (pinealectomy) and
the addition of exogenous MLT on ANTU-induced pulmonary edema in rats. For this
purpose, markers of oxidative stress were determined, including malondialdehyde
(MDA) levels, low glutathione (GSH), total antioxidant status (TAS), total redox
status (TOS), catalase (CAT), and superoxide dismutase levels (SOD). IL-1B and
TNF-a mediate the development of several inflammatory lung diseases.

Therefore, in our study, the levels of IL-1p and TNF-a in lung tissues were

examined. Histological examination was performed on lung tissue.

Melatonin and its metabolites are broad spectrum antioxidants due to their ability to
scavenge free radicals and their ability to increase tissue antioxidant capacity. In a
study investigating the effects of melatonin against cyclophosphamide-induced
oxidative lung toxicity in mice, it was revealed that it significantly improved GSH
levels and SOD and CAT activities, and also helped prevent oxidative toxicity in
mouse lung tissue. In a study investigating the effect of melatonin on lung ischemia-
reperfusion injury in adult C57BL/6J mice, an increase in circulating TNF-o and IL-
1B levels was reported as a result of this damage. Melatonin has been shown to
alleviate lung ischemia-reperfusion injury through inhibition of oxidative stress and
inflammation. In our study, supplying melatonin for 30 days before ANTU
administration caused a serious decrease in lung IL-1p and TNF-a levels compared
to the untreated group. In addition, supplying the ANTU after pinealectomy caused a
significant increase in IL-1p and TNF-a levels compared to supplying the ANTU
with melatonin  supplementation without pinealectomy. In our study,
histopathologically, congestion, diffuse inflammatory cell infiltration, and interstitial
pulmonary edema were detected in the ANTU group. The severity of the injury
increased in the ANTU+PINX group. It was determined that damage and
histopathological changes were significantly reduced in ANTU+MLT and
ANTU+PINX+MLT groups that received melatonin injection. Melatonin treatment
promoted regression of pulmonary effusion and edema and improvement of lung

architecture.
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These results show that, in addition to the direct scavenging effects of chronic
melatonin therapy, melatonin provides an antioxidant and anti-inflammatory effect
against lung injury by inhibiting neutrophil infiltration, balancing oxidative
antioxidant status, and regulating the formation of inflammatory mediators.
Collectively, these results support that melatonin suppresses pro-inflammatory
mediators and that melatonin may be a potential candidate agent for the treatment of

proinflammatory disorders.
Key Word : Alpha-naphthyl thiourea (ANTU), pinealectomy, melatonin,

pulmonary edema, oxidative stress, rat

Science Code : 1090
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BOLUM 1

GIRIS

Akciger interstisyumuna sivi akisi, lenfatikler tarafindan uzaklastirilma hizini astigi
zaman akciger 6demi olugsmaktadir. Ekstravaskiiler akciger sivisi biriktikce, alveolar
tasma meydana gemekte ve bu da gaz degisiminde bozulmaya neden olmaktadir.
Bozulmanin biiytikliigi ile birlikte hipoksi olusabilir ve sonugta solunum yetmezligi
ve hatta oliimle sonuglanabilir. Birgok farkli hastalik ve bozuklugun sonucu olarak
gelisen pulmoner 6demin [1], artan basing veya artan gegirgenlikten kaynaklandigi
diisiiniilmektedir [2]. Artan basingli akciger 6demi, hiicresel hasarin olmamasi, diisiik
proteinli 6dem si1vist ve uzun siireli gelisim siireci ile karakterizedir. Buna karsilik,
gecirgenligi artirllmis akciger 6demi, hiicresel hasar, proteinden zengin ddem s1visi
ve hizli baslangi¢ ile karakterizedir. Analjezikler, antiaritmik ajanlar ve opiyatlar
dahil olmak {iizere bir dizi ilacin, dogrudan toksisite veya bir inflamatuvar
reaksiyonun dolayli olarak artmasi gibi kardiyojenik olmayan faktorler yoluyla

akciger hasara neden oldugu bildirilmistir [3].

Tiyoiireden tiiretilen bir kimyasal bilesik olan alfa-naftil-tioiire (ANTU) ilk kez bir
rodentisit olarak kullanilmistir [4]. ANTU, si¢anlarda masif pulmoner 6dem ve
plevral efiizyona neden olmaktadir [5]. ANTU gibi toksik maddeler, sitokrom P-450
tarafindan iretilen reaktif tiirler yoluyla akciger hasarina neden olur ve bu da
pulmoner 6deme yol agan endotel hasarina neden olmaktadir. Bu ajanlarin pulmoner
toksisite mekanizmasi iyi anlasilmamistir ve 16kositler, oksijen radikalleri, aragidonik
asit metabolitleri ve sitokinler gibi inflamatuvar mediatorlerin bir sekilde pulmoner

ddem etiyolojisinde rol oynamasi miimkiindiir [6].

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif, kismen indirgenmis molekiiler oksijen (O2)
tiirevleridir. Biyolojik sistemlerdeki 6nemli ROS arasinda siiperoksit radikal anyonu,

hidrojen peroksit ve hidroksil radikali bulunur. Uretilen oksitleyici ajanlar,



proteinler, DNA ve lipidler dahil olmak {izere ¢ok sayida hiicresel bilesenle
etkilesime girebilir [7]. Akciger 6demi sirasinda {iiretilen ROS, hiicresel proteinlere,
lipidlere, niikleik asitlere ve hiicre dis1 matris elemanlarina kolayca zarar verir [8].
ROS, endotelin diizenlenmesinde ikili bir rol oynamaktadir. Fizyolojik seviyelerde,
ROS ile indiiklenen sinyal ekseni, endotel tarafindan vaskiiler tonusu korumak i¢in
gereklidir ve ayrica istilaci patojenlere karst anjiyogenez ve akut inflamatuvar
yanitlar1 kolaylastirir. Buna karsilik, patolojik ortamlarda asir1 ROS {iretimi, yani
hiperoksi, iltihaplanma, c¢evre kirliligi, endotelyal bariyer disfonksiyonu ile
iligkilendirilmistir. ROS, hem in vitro hem de in vivo endotel gecirgenligini arttirir.
Zararli uyaranlara yanit olarak endotelyal hiicre ve nétrofiller, dogrudan gecirgenligi
ve inflamatuvar yaniti tetikleyen ROS {iretebilmektadir [9]. Oksidatif stresin
sonuglarindan biri, ara metabolizmada yer alan anahtar enzimlerin inaktivasyonunu
icerebilir. Oksidatif stres kendi basina miyokard hasari, sepsis, pulmoner 6dem,
bobrek ve karaciger yetmezligi ve artmis mortalite gibi komplikasyonlarla iligkili

olabilir [10].

Epifiz bezinin ana iiriinii olan melatonin, diger viicut sivilarinda ve dokularinda
yiiksek konsantrasyonlarda bulunur ve antioksidan ve antiinflamatuvar etkilere
sahiptir [11]. Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin), memelilerde epifiz bezi
tarafindan ve ayrica Harder bezi, deri, bagirsak ve bagisiklik sistemi gibi endokrin
olmayan diger organlar tarafindan da sentezlenir [12]. Son kanitlar, melatoninin in
vivo hem oksijen hem de nitrojen bazli reaktif molekiillerin temel temizleyicisi
oldugunu gostermektedir. Hem fizyolojik hem de farmakolojik konsantrasyonlarda
etkileri vardir. Melatonin ve metabolitleri, serbest radikalleri ve tiirevlerini
detoksifiye edebilir. Melatonin ayrica diger hiicre i¢i antioksidan enzimlerin
aktivitesini de gelistirir, glutatyon gibi diger antioksidanlarin olusumunu uyarir ve
mitokondriyal solunum fonksiyonunu ve ATP sentezini gelistirir [13]. Melatonin ve
metabolitleri, yiiksek dozlarda toksisite olmaksizin tolere edilen giiclii antioksidanlar
olarak kabul edilmektedir. Cok sayida ¢alisma ayrica melatonini anti-inflamatuvar ve
anti-apoptotik  etkilerle iliskilendirmistir.  Cesitli ~ caligmalar ~ melatoninin
lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilmis inflamatuvar sitokinleri/kemokinleri hafiflettigini
gostermistir. Yakin zamanda, melatoninin si¢anlarda pulmoner 6édem olusumunu

azalttig1 bildirilmistir [14].



Tim bu etkileri goz oniline alindiginda melatoninin, ANTU aracili pulmoner 6dem ve
eflizyona kars1 protektif etki gosterecegi disliniilmektedir. Ancak, melatonin
yoksunlugunun (pinealektomi) ve eksojen melatonin uygulamasinin ANTU kaynakli

pulmoner 6dem tizerine etkileri heniiz arastirilmamistir.

Bu c¢alismada, ratlarda MLT yoksunlugunun (pinealektomi) ve eksojen MLT
uygulamasinin  ANTU ile olusturulmus pulmoner oOdem iizerine etkilerini
gbzlemlendi. Bunun i¢in akciger dokularinda malondialdehit (MDA), indirgenmis
glutatyon (GSH), toplam antioksidan durumu (TAS), toplam oksidan durumu (TOS),
katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) diizeyleri olmak iizere oksidatif stres
belirtecleri belirlendi. IL-1B ve TNF-a ¢ok sayida inflamatuvar akciger hastaliginin
gelisimine aracilik etmektedir. Bu yiizden ¢alismamizda akciger dokusunda IL-1 ve

TNF-a seviyeleri arastirildi. Akciger dokusunda histopatolojik inceleme yapildi.



BOLUM 2

2.1. SIVI KOMPARTMANLARI

Cogunlugu sudan olusan viicut sivilart ¢ok sayida madde igcermektedir. Viicuttaki
stvilarin dagilimi, viicut saglhiginin ve fonksiyonunun korunmasi ve yasamin devam
ettirilmesi i¢in 6nemlidir [15]. Deri, kas, i¢ organlar ve beyin gibi dokular %70-80
sudan olusurken yag dokusu ve kemik %10-20 oraninda sudan olusmaktadir.
Erkeklerde viicut agirliginin %601 sudan olusurken kadinlarda ise viicut agirliginin

%50'sinin sudan olustugu tahmin edilmektedir [16].

Toplam viicut suyu iki sivi kompartmani arasinda dagilmaktadir. Viicut suyunun iicte
ikisi hiicre i¢i s1vi bolmesinde (ICF), iicte biri hiicre dis1 sivi bélmesinde (ECF) yer

almaktadir [17].

2.1.1. intraselliiler Sivi

Hiicrede sitozol, organeller ve ¢ekirdegin bulundugu i¢ ortama hiicre i¢i siv1 (ICF)
denilmektedir [18]. ICF hacmi, viicut hiicreleri icerisindeki siviyr temsil etmektedir
[19]. Hiicre i¢i sivi toplam viicut agirhigmin yaklasik %57'sini olusturmaktadir
(Cizelge 2.1). Hiicreler icindeki toplam bosluk hiicre sitoplazmasi olarak
tanimlanmaktadir [20]. Sitozoliin bilesimi plazma ve interstisyel sivilardan farklidir.
Hiicrenin pH"1, Na*/H" ve CI/HCO3- gibi degistiricilerle, gesitli fosfat ve protein
tamponlar1 ile ve arteriyel CO> basincinin ayarlanmasi gibi ¢esitli membran tasima
mekanizmalar1 sayesinde 6.9-7.0 civarinda tutulmaktadir. Sodyum, kalsiyum, kloriir
ve bikarbonat hiicre ic¢i sivilarda daha diisiik konsantrasyonlarda bulunurken,
potasyum, magnezyum, siilfat, inorganik, organik fosfatlari, proteinleri ve diger
organik tiirleri hiicre i¢i sivilarda daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir

(Sekil —2.2) [21].



2.1.2. Ekstraselliiler Sivi

Ekstraselliiler sivi, hiicre digindaki tim viicut sivilarmi kapsamaktadir. ECF, tim
viicut hiicrelerini ¢evreler, korur ve ayn1 zamanda immiinoaktif olarak yikama iglemi
yapar [22]. Hiicre dist sivi, toplam viicut agirhiginin yaklagik %43'lini
olusturmaktadir (Sekil 2.1). Hiicre dis1 sivi kan plazmasi, interstisyel sivi, lenf ve
beyin omurilik sivisi, eklem sivisi, Iserdz sivi, bagirsak sivisi gibi transselliiler

stvilar1 kapsamaktadir [23].

ICF - toplam viicut agirhginin %57'si ECF - Toplam Viicut Agirhginin % 43'ii
0,
ISF %20 Plazma %6.5
Kas %42 -
RBC %3,5 + . e X 4
N g I. (G
i A 0 cr .4-::3—-,—» Transselliler
T IR e T - > _:J' sivi %2,5
” G’h‘% Na* . i"ﬂ@‘?ﬂ
‘ Beyin ve ig organlar %8 ) o S
| H ahy
Diger %3.5 Kemik %10

Yag dokusu %4

Sekil 2.1. Viicut sivisinin boliimleri [2].

2.1.3. interstisyel Siv1

Interstisyel sivi, hiicreleri gevreleyen interstisyumun sivi fazini olusturur. Trans-
kilcal filtrasyon ile {iretilmektedir. Esas olarak lenfatik damarlar tarafindan
temizlenmektedir. Interstisyel sivimin kilcal damarlardan lenf damarlarma yavas
akisi, besinlerin dokulardaki hiicrelere taginmasini saglamaktadir. Ayni1 zamanda
hiicrelerden gelen atik iiriinlerin de lenf damarlarima tasinmasini saglamaktadir.
Interstisyel stvinin olusumu ve temizlenmesi arasindaki denge nedeniyle s1v1 birikimi

olmamaktadir. Basing siirekli diisiik tutulmaktadir (yaklasik olarak 0 mmHg) [24].



Interstisyel sivinin akis yoniinii hidrostatik basing, onkotik basing, endotelyal
biitiinliik ve lenfatik sistemler gibi faktorler kontrol etmektedir. Bu faktorlerin
Starling yasast tarafindan yonlendirildigi disiiniilmektedir [25]. Konsantrasyon
gradyant veya basing gradyani mevcut oldugunda interstisyel sivi, dokulardaki
hiicresel ortami modiile etmek icin kilcal damarlar ile lenfatik damarlar arasindaki
yakin mesafeli bir boslukta suyu ve c¢oziinenleri rastgele tasimaktadir [26].
Interstisyel siv1 basinci dokularin yogunluguna bagl olarak degismektedir. Yogun
bag dokusunda daha yiiksek basinca sahiptir. Interstisyel sivi basmcinin degeri
pozitif veya negatif olabilir. Pozitif degerler kilcal damara zorlanan sividan
kaynaklanmaktadir, negatif degerler ise interstisyuma zorlanan sividan

kaynaklanmaktadir [25].

2.1.4. Plazma (intravaskiiler Siv1)

Plazma, tiimii tek bir yerde gercek sivi koleksiyonu olarak var olan biiyiik bir sivi
bolmesidir [27]. Viicutta malzeme tasmmmasinda, pH diizenlenmesinde ve diger
metabolik siire¢lerde 6nemli bir rol oynamaktadir [21]. Plazmanin %91-92 si su ve
%8-9 u kat1 madde igermektedir [28]. Kan plazmas1 bir¢ok kii¢lik organik molekiil
icerir, daha biiyiik molekiiller icin ise bir tagima sistemi gorevi goriir. Kendisi plazma

proteinlerinin igerigi ile karakterize edilmektedir [29].

Inorganik elektrolitler, plazmanin 6nemli kimyasal bilesenleridir. Jeokimyasal agidan
daha az miktarda kalsiyum, potasyum, magnezyum, siilfat ve fosfat iceren nétr pH'ya
yakin bir sodyum kloriir bikarbonat elektrolit ¢dzeltisinden olusmaktadir. Igeriginde
cok cesitli eser metaller de bulundurmaktadir. Bu metaller arasinda silikon, demir,
manganez, kobalt, ¢inko, bakir, krom ve selenyum bulunur. Alblimin, globulinler ve
fibrinojen gibi yiliksek molekiiler agirlikli proteinler plazmanin %7'sini olusturur.
Kandaki plazma proteinleri plazmanin yiiksek ozmotik basmcinin korumasina
yardimct olmaktadir. Ayrica plazmada laktat, sitrat ve tartrat gibi organik asitler;
glisin, alanin, histidin, sistein ve sistin gibi amino asitler; ve peptitler (yani
glutatyon), sekerler (glikoz ve digerleri) ve yag asitleri gibi diger bir¢ok organik
tiirler de bulunmaktadir (Cizelge 2.1) [21].



BILESENLER

pH

Kalsiyum (mg 1-!)
Sodyum (mg 1-)
Potasyum (mg 1-')
Magnezyum (mg 1-!)
Kloriir (mg 1-!)
Siilfat (mg 1-1)

Bikarbonat (mg 1-V

Fosfat (inorg, HPO*4(mg

1-h

Demir (mg 1-1)
Manganez (mg 1-!)
Bakir (mg 1-')
Kobalt (mg 1-')
Albiimin (mg 1-")
Globulin (mg 1)-!)
Fibrinojen (mg 1)-!)

Bilirubin (mg 1)-!)

Cizelge 2.1. Viicut sivilarinin kimyasal bilesimi [21].

PLAZMA

7.33-7.45

100

3,265

156

24

3,580

48

1,647

63-123

0.0006-0.08

0.6-1.4

0.001-0.01

48,000

23,000

2,800

INTERSTISYEL
SIVI

7.33-7.45

100

3,333

156

24

4,041

48-192

1,709-1,892

63

INTRASELLULER
SIVI

40-60

160-230

6,060—6,256

316-365

106248

961

1,709

3,200-5,800



Arjinat (mg 1-1) 16

Sisteinat (mg 1-!) 3
Histidinat (mg 1-1) 13
Sitrat (mg 1-!) 22
Laktat (mg 1-1) 164

Intravaskiiler bosluktaki hidrostatik basing, suyu ve elektrolitleri kilcal damardan
interstisyel bosluga iten kuvvettir [30]. Kilcal duvar bu iki bélme arasinda bariyer
olusturmaktadir. Sivinin bu bariyer boyunca hareketi fizyolog Starling tarafindan
formiile edilmistir (Sekil 2.2). Bu durum, suyun hiicre zar1 boyunca hareketinden
farklidir. Kilcal damarda su ve c¢oziinmiis maddeler kilcal duvar boyunca esit
derecede hareket etmektedir. Coziinenler su ile birlikte bariyer boyunca aktigi igin
herhangi bir ozmotik basing olusturmaz. Plazma proteinleri ve &zellikle alblimin
kilcal duvar boyunca kolay hareket edemez. Plazma proteinleri onkotik basing adi

verilen bir kuvvet uygulamaktadir [28, 31].



Albiimin

Hidrostatik
Basinc

ol

Kapiler
Gecirgenlik

Sekil 2.2. Kilcal membran boyunca ultrafiltratin dagilimi [32].

2.1.5. Transselliiler S1vi

Transselliiler sivi, hiicrelerin i¢inde bulunmamaktadir. Bu sivi, yiiksek gegirgen
kilcal zarlardan diflizyon yoluyla ekstraselliller sivi ile serbestce degis tokus
edemeyen daha kiiclik siv1 koleksiyonlaridir. Gozilin odaciklarindaki camsi ve sulu
hiimérler, beyin omurilik sivisi ve eklem kapsiillerindeki sinovyal sivi, transselliiler
stviya Ornek verilebilir. Bu sivilar onlar1 g¢evreleyen koroid pleksus, sinovyal
membranlar gibi 6zel hiicre katmanlar tarafindan salgilanmaktadir. Bu 6zel sivilar,
gdz kiiresinin boyutunu ve seklini korur, beyni ani hareketlerden kaynaklanan

travmalardan korur ve eklemleri yaglamaya hizmet etmektedir [33].

2.1.6. Ekstraselliiller Akciger Sivi

Cesitli bilesenleri iceren kompleks, dinamik bir karigimdir. Akcigerlerin derin
kisimlarimi kaplamaktadir. Siirfaktanlar ¢ogunlukla dipalmitoil fosfatidilkolin gibi
fosfolipid-protein materyalinden olugmaktadir. Akcigerlerin ylizey gerilimini

diisiirmesine, gaz aligverisi icin 1slak bir yiizey olusturmasina ve akcigerleri



genisletmek icin gereken kas eforunun azaltilmasina yardimci olmaktadirlar.
Glikomukoproteinlerden olusan "mukus" yabanci partikiillerin yakalanmasina ve
temizlenmesine yardimci olmaktadir. Cesitli literatlir kaynaklar1 akciger sivisinin,
genelde pH'1 7.4 civarinda olan interstisyel siviya benzer bir elektrolit sivisi

oldugunu ileri stirmektedirler [21].

2.2. Starling Denklemi

Starling kuvvetleri, dolasimdaki kan ve doku bosluklar1 arasinda sivi gegislerinin
iiretilmesinden sorumlu temel kuvvetlerdir. Starling, kilcal basincin dokulara gegisi
nasil belirledigini ve proteinlerin ozmotik basincinin dokulardan emilimi nasil
sagladigini agiklamistir. Starling ayrica dolasimdan siirekli olarak az miktarda sivinin
kayboldugunu (kilcal duvarin siirtiinme direnci) ve lenf olusturdugunu fark etmistir.
Starling, kilcal basincin yiikselmesinden sonra doku kolloidal ozmotik basincinin
azaldigin1 ve sivinin interstisyel bosluklara transiidasyonunu siirlamak i¢in karsit
kuvvetler olusturdugunu 6ne stirmiistiir [34]. Kilcal damarlardan siv1 filtrasyonunu
sinirlayan ana kuvvetin kilcal hidrostatik basing (Pc) ile plazma kolloid ozmotik
basinci (np) arasindaki fark oldugunu bulmustur [35]. Boylece Starling,
mikrosirkiilasyon ve interstitium arasindaki sivi dengesinin korunmasindan sorumlu

temel kuvvetleri tanimlamigtir. Bu fiziksel kuvvetlere Starling kuvvetleri denir:

e Kapiler Hidrostatik Basin¢ (PC): Su ve elektrolitleri kilcal damardan
interstisyel bosluga iten temel kuvvettir [30].

o Interstisyel Hidrostatik Basin¢ (Pi): Tiim dokularda mikrovaskiiler
hidrostatik basinca kars1 bir yonde hareket eden bir hidrostatik basing da
bulunmaktadir. Dokularin hidrostatik basinci, Pif pozitif oldugunda siviyi
kilcal membranlarin i¢inde tutar, Pif negatif oldugunda ise digar1 itmektedir.

¢ Plazma Onkotik Basinc1 (IIC): Starling mikrovaskiiler duvarlara etki eden
filtrasyon basing gradyanini dengelemek i¢in yeterli bir ozmotik basing
uygulandigimi belirlemistir. Plazmadaki tiim proteinler birlestirildiginde
ozmotik basing veya 25-30 mmHg plazma onkotik basing iiretirler. Plazma
onkotik basinci, 25-30 mmHg'lik bir hidrostatik filtrasyon basincina karsi
koymak i¢in yeterli biiytikliiktedir.
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o Interstisyel Onkotik Basing (ITi): Plazma proteinleri gogu organin dokularina
girdiginden doku sivilarinda bir protein ozmotik basinci liretirler. Bu ozmotik
basing, plazmanin onkotik basincindan c¢ikarildigi i¢in dokulara filtrasyonu

tesvik edecek bir yonde etki etmektedirler [36].

s ¢ e <amwy

Sekil 2.3. Kilcal damarlardaki hidrostatik ve onkotik basing gradyanlar1 arasindaki
hareket [37].

Denklem su sekildedir [38]:

Q=Af(Pc—/Fi)—o (mc—m)

Qf: Akciger mikrovaskiilatiiriinden interstisyuma sivinin Net Filtrasyonu
Kf: Filtrasyon Katsayis1

o: Protein Yansima katsayisi

PC: Kapiler Hidrostatik Basing

Pi: Interstisyel Hidrostatik Basing

1tc: Plazma Onkotik Basinci

mi: Interstisyel Onkotik Basing; Starling iliskisini tanimlamak icin kullamlan iki

katsay1 vardir: Filtrasyon Katsayis1 (Kf) ve Yansima Katsayisi (o) [34].

11



a
Net filtrasyon Net absorpsiyon

Arteriyol Venule Net filtrasyon

Sekil 2.4. Kilcal akigkanlar dinamiginin klasik Starling ilkesi [39].

2.2.1. Filtrasyon Katsayisi

Filtrasyon katsayisi, hidrolik iletkenligin (Lp) ve filtrasyon yiizey alaninin (SA)
iiriinii olarak tanimlanmaktadir. Esas olarak konvektif su tasinimina karsi endotel
bariyer gegirgenligini 6lgmektedir. Vaskiiler gecirgenligin bir oOlgiisiidiir. Dogas1
geregi protein akigindan daha hassastir [40]. Bir organin filtrasyon 6zelligi, kilcal
damardan ne kadar sivimin filtrelenecegini belirleyen filtrasyon katsayis1 (Kf)
cinsinden tanimlanabilmektedir. Starling kuvvetlerinde belirli bir dengesizlik bir

kilcal yatak boyunca ne kadar sivinin filtrelenecegini belirlemektedir [41].

2.2.2. Yansima Katsayisi

Bir maddenin yansima katsayisi, kilcal zardan gecirgenligini tanimlamaktadir ve
kilcal duvar boyunca Olgililen onkotik basing gradyanina uygulanan bir diizeltme

faktoriidiir. Plazma proteinlerinin yansima katsayisi, mikrovaskiiler duvar plazma

proteinlerine gecirgen olmadiginda bire esit olmaktadir. Mikrovaskiiler duvar,
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plazma proteinlerine gegirgen oldugunda bu katsayr sifira esittir. Mikrovaskiiler
bariyer plazma proteinlerine gegirgen olmadiginda tam onkotik basing mikrovaskiiler
duvar boyunca uygulanir. Fakat mikrovaskiiler duvar proteinlere kars1 gecirgense
daha az basing¢ uygulanir [36]. Alblimin i¢in normal yansima katsayisinin yaklasik
0,9 (0,80-0,98) oldugu sodylenmektedir. Albiimin i¢in yansima katsayisindaki
azalma, intravaskiilerden interstisyel bosluga albiimin sizintisina neden olmaktadir.

Sonugta transkapiller kolloid ozmotik basingta azalma meydana gelmektedir [42].

2.3. LENF SISTEMIi

Lenfatik sistem, lenfoid doku, doku sivisi/lenf ve lenfoid hiicrelerinin tasima

yollarindan olusan bir agdir. Ana bilesenleri su sekildedir:

1. Gog eden dendritik hiicreler (makrofajlar ve lenfositler, lenf diigiimleri, timus,
dalak, kemik iligi, bagirsak ve akcigerlerdeki lenfoid doku, karaciger lenfoid
hiicreleri ve lenfoid olmayan organlarin dendritik hiicreleri)

2. Damarlar (hiicreler arasi1 bosluk, lenfatikler ve perivaskiiler bosluklar).

3. Swvilar (doku sivist ve lenf).

Lenfatik sistemin en aktif koluna sahip organ ve dokular deri, bagirsak ve
akcigerlerdir. Bunlar dis ¢evreye maruz kalan viicut yapilaridir. Diger tiim lenfoid
olmayan viicut dokular1 da doku sivisi/lenf tarafindan siiziilmektedir ve bir dendritik

hiicre ve makrofaj ag1 igermektedir [43].
2.3.1. Lenfatik Sistem islevi
Lenfatik sistemin {i¢ ana islevi bulunmaktadir. Birincisi sivi dengesinin korunmasi,

ikincisi bagirsak lenfatikleri yag emiliminden sorumlu oldugu i¢in beslenme islevi,

tiglinciisii ise konak savunmasidir (Sekil 2.5) [44].
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Sekil 2.5. Lenfatik damarlar boyunca lenf taginmasi [45].

Lenfatikler, sivi ve proteinleri interstisyel bosluktan toplayip kan dolasimina geri
dondiirerek tek yonlii bir tagima sistemi olusturmaktadir (Sekil 2.6) [46]. Lenf
damarlari, kilcal ultra filtrat1 ve dokudan kagan plazma proteinlerini kan dolagimina
geri dondiirmektedir. Kardiyovaskiiler sistemle ortaklasa ¢alisan lenfatikler, doku ve
plazma homeostazini siirdiirmekten sorumludur. Doku bosluklarinda kilcal siiziintii
birikmesi yeniden emilim yoluyla degil, esas olarak lenf drenaji yoluyla
onlenmektedir. Olgiimler dogrudan Pi ve ni'den yapildiginda, tiim Starling
kuvvetlerinin toplami vendz kilcal damarlarda emici bir kuvvet degil, hafif bir

filtrasyon kuvveti olusturmaktadir [44].

Lenfatik sistem, kalan fazla siviy1 ve proteinleri interstisyel bosluklardan ¢ekip kana
geri dondiirerek sistemin dengelenmesinden sorumludur. Lenfatik sistem dengeye
gelene kadar bu proteinleri ve diger biiylikk molekiilleri vendz sisteme geri
dondiirmekten sorumludur. Fazla sivi, ozmotik ve hidrostatik basinglarin
korunmasinda birincil rol oynayan baslangic lenfatiklerine tasinmaktadir. Bu ylizden

lenfin net akis hizi, kanin akis hizindan yaklasik 100-500 kat daha azdir [47].
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Sekil 2.6. Interstisyel s1vi, makromolekiiller ve kan damarlarindan ekstravaze olan
immiin hiicreler lenfatik kilcal damarlar tarafindan toplanmaktadir [48].

Akciger kan damarlarimin mikrosirkiilasyonu, dolagimdaki kandan akcigerin
perimikrovaskiiler dokusuna az miktarda sivi sizmasina izin verme egilimindedir.
Normalde, bu sivi pulmoner lenfatik sistem tarafindan etkin bir sekilde uzaklastirilir,
boylece sivi alveol duvarlarinda birikmez veya hava bosluklarini dolduramaz [49].
Venoz basingtaki bir artig, kandan sivi transiidasyon hizini arttirmaktadir ve sonucta
lenfatik sistemin siviyr uzaklastirma yetenegini asmakta ve Odem ile
sonuclanmaktadir [50]. Lenfatik sistem, alveollerde sivi birikmeden Once akista

%300k bir artisa neden olabilmektedir [51].

2.4. MIKRODOLASIM

Mikrosirkiilasyon, kan damarlarinin ¢apinin yaklasik 5 ila 100 um arasinda degistigi
mikro damarlardan olusan sistemik dolasimin terminal vaskiiler agidir. Bu mikro
damarlar arteriyoller, postkapiller veniiller, kilcal damarlar ve bunlarin (alt) hiicresel
bilesenlerinden olusmaktadir [52, 53]. Bir ila ii¢ kat diiz kas hiicresi ile sarilmis
endotel tiiplerdir (Sekil 2.7) [54]. Kan ve viicut dokularit arasinda 1s1, solunum
gazlari, besinler, atik {riinler, su ve hormonlarin taginmasi ve degisimi bu
mikrodamar aginda gergeklesmektedir. Mikrovaskiilatiirde akan kan ayni zamanda
l6kositleri ve lenfositleri doku hedeflerine tasir ve enflamatuar ve bagisiklik

hiicrelerinin aligverisi burada kan ve doku arasinda gerceklesmektedir.
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Mikrodamarlar ayrica periferik vaskiiler direng, vaskiiler kapasitans ve kan
basincinin diizenlenmesine onemli 6lgiide katkida bulunmaktadirlar. Viicudun doku

ve organlarina kan akiginin kontroliinden sorumlu efektorlerdir [55].

Arteriyol Prekapiller sfinkterler Arter

Thoroughfare
kanal

Metarteriole
Venule

Sekil 2.7. Mikro dolasim bilesenleri [56]

Birim zaman basina mikrovaskiiler kan akisinin amaci, doku ve kan bdlmeleri
arasinda gerekli madde aligverisini saglamaktir. Bunu gerceklestirmenin iki temel
yolu da diflizyon ve filtrasyondur. Basit diflizyon, solunum gazlar1 i¢in kantitatif

olarak en 6nemli kilcal degisim aktivitesidir [57].

2.5. PULMONER DOLASIM

Pulmoner dolasim, kalp, akcigerler ve sirt arasinda kan ve diger doku sivilarinm

degistirme islevi goren genis bir atardamar, damar ve lenfatik ag icermektedir [58].
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Sistem Asagidaki Bilesenlere Ayrilabilir:

* Arter devresi, sag ventrikiilde ana pulmoner arterden kaynaklanmaktadir. Arter,
arteriyol ve kilcal damar ag1 olusturmak i¢in sag, sol ana dallara ve diger dallara
ayrilmadan 6nce sadece 5 cm'lik bir kismi1 vardir.

* Venoz devre, kilcal damarlar1 bosaltan venler ile baglamaktadir. Daha kiiglik
damarlar olugturmak ve sol atriyuma akan ana pulmoner damarlar1 olusturmak
icin birlesmektedirler.

* Lenfatikler, kuru alveolar membranin korunmasinda ve pulmoner dolasimda

doku stvisinin birikmesini 6nlemede énemli bir rol oynamaktadir [58].

2.5.1. Pulmoner Dolasim Fonksiyonlar:

1. Pulmoner arterler karisik vendz kan tagimaktadir. Pulmoner arterlerden, oksijensiz
kan, biiyiik bir gaz degisiminin meydana geldigi alveolar / kilcal {initelerden
kanalize edilmektedir. Sistemik dolagima dagitim i¢in pulmoner venler tarafindan
sol kalbe geri donmektedir.

Pulmoner vaskiilatiir ayrica kani filtrelemeye, mikroembolileri gidermeye
yardimci olmaktadir. Cesitli vazoaktif hormonlarin metabolik diizenlenmesine
katilmaktadir.

Endotel, interstisyel sivi homeostazini saglamak i¢in proteinlerin, ¢dziinenlerin ve
stvilarin hiicre dis1 ekstravazasyonunu aktif olarak diizenleyen siki bir bariyer

olusturmaktadir [59].

Pulmoner dolagim, diisilk basingl, yiiksek akighi bir devredir [51]. Sistemik
dolasimdan farkli olarak pulmoner dolagim, pulmoner arter (ortalama basing 12 ila
20 mm Hg) ve sol atriyum (7-12 mm Hg) arasinda yalnizca kiigiik bir basing farki
olan diisiik basingli bir sistemdir (Sekil 2.8) [58]. Bu yapida sivinin pulmoner
damarlardan interstisyel bosluga gegmesi engellenmistir. Sag ventrikiil diisik gaz
degisimine uyarlanmistir [60]. Pulmoner ve sistemik damar sistemi arasindaki
onemli bir fark, hipoksiye verilen yanit olmaktadir. Pulmoner sistemde hipoksi,
kanin daha iyi ventilasyon bdlgelerine ulagmasini saglar. Bu mekanizma alveolar-
arteriyel dengeyi korur ve bdylece bolgesel hastalik durumlarinda ventilasyon-

perflizyon farkliliklarim1i en aza indirerek akcigerin en verimli sekilde
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oksijenlenmesini saglayarak bolgelere kan akisini saglamaktadir [61]. Diisiik basing

nedeniyle, pulmoner dolasim mekanik etkilere kars1 hassas bir yapidir [60, 62].

Sekil 2.8. Sistemik ve pulmoner dolasim ile cesitli seviyelerde basing Slgiimleri
numaralandirilmigtir. SVC, superior ven i¢i bos; PA, pulmoner arter; RA,
sag atriyum; LA, sol atriyum; LV, sol ventrikiil; RV, sag ventrikiil; IVC,

inferior ven [63].

2.5.2. Pulmoner Kan Akis1

Alveol duvarlarindaki kilcal damarlar, iclerindeki kan basinci ile sismektedir, ayni
zamanda dis taraftaki alveolar hava basinct ile sikistirilmaktadir. Akciger
alveollerinde hava basinci, kilcal damar kan basincindan daha biiyiik oldugunda,
kilcal damarlar kapanmakta ve kan akisi olmamaktadir. Yercekimi sayesinde
akcigerin tepesinden tabana kadar hidrostatik bir basing gradyani vardir. Bu durum

akcigerin tabanindan akcigerin tepesine kiyasla 5 kat daha fazla kan akisim
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saglamaktadir. Pulmoner kilcal basinca (Pcp) ve pulmoner alveolar hava basincina

(Ppac) bagli olarak ii¢ pulmoner kan akimi bdlgesi tanimlanabilmektedir [58, 64].

2.6. PULMONER ODEM

Pulmoner 6dem, akciger dokusu stvisinin olusumu ve geri akisi arasinda, akciger lenf
ve ven damarlar1 yetmezligi tarafindan masif doku sivisinin emilmesine yol agan
dengesizliktir [65]. Pulmoner 6dem, akcigerin ekstravaskiiler boliimlerinde anormal
stvi birikmesi olarak da tanimlanabilir [66]. Akcigerdeki nispi intravaskiiler ve
ekstravaskiiler siv1 miktarlari, cogunlukla kapiller membranin gegirgenligi ve ayrica
onkotik basing tarafindan kontrol edilir. Sivi, akcigerlerin interstisyumuna ve son
olarak luang kilcal damarindan alveollere gecer ve burada birikir, bu da ciddi
pulmoner ventilasyon ve gaz degisimi bozukluguna yol agar [65]. Pulmoner 6dem,
akut hava yolu obstrilksiyonunun potansiyel olarak yasami tehdit eden bir

komplikasyonudur [67].

Pulmoner 6dem, siv1 filtrasyonu, siizlilmiis siviy1 interstisyel bosluktan temizlemek
icin lenfatik sistemin kapasitesini astiginda (= artan hidrostatik basinglardan
kaynaklanan kardiyojenik 6dem) ve/veya alveolar endotel ve epitel boyunca sivi

tasinmasi diizensiz hale geldiginde ortaya ¢ikar) [68].

2.6.1. Pulmoner Odem Simiflandirmasi

Pulmoner 6dem, kardiyojenik ve nonkardiyojenik olmak iizere iki kategoriye ayrilir.
Her ikisi de degisen derecelerde oksijen desatiirasyonu ve solunum sikintisi ile
sonuglanan alveollerde akut s1v1 birikiminden kaynaklanir. Farkli nedenleri olmasina
ragmen, kardiyojenik ve nonkardiyojenik pulmoner 6demi benzer klinik goriiniimleri
nedeniyle ayirt etmek zor olabilir. Kardiyojenik ve nonkardiyojenik pulmoner 6dem
arasindaki farklar1 anlamak, etkili terapotik miidahalenin gerceklesmesi icin

gereklidir [66].
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2.6.2. Hidrostatik Odem (Kardiyojenik Odem)

Kardiyojenik pulmoner édem, artan hidrostatik basinca ikincil olarak akcigerde sivi
birikmesidir. Hastalikli veya asir1 ¢alisan bir sol ventrikiil akcigerlerden aldig1 kani
yeterince pompalayamadiginda, kalpteki basing yiikselir. Artan basing, siviyr kan
damar1 duvarlarindan hava keselerine dogru iter [69]. Bu, pulmoner 6demin en
yaygin seklidir. Sol taraftaki basincin artmasina ve kalbin sol tarafinda kan
birikmesine katkida bulunan tiim faktorler (miyokard enfarktiisii, sistemik
hipertansiyon veya sol tarafli kapak lezyonu) kardiyojenik pulmoner 6deme neden

olabilir [70, 71].

Akciger mikro sirkiilasyonu boyunca sivi filtrasyonu i¢in hidrostatik kuvvet,
pulmoner kilcal damarlardaki hidrostatik basinca yaklasik olarak esittir ve bu protein
ozmotik basing gradyani ile kismen dengelenir. Pulmoner kapillerlerdeki hidrostatik
basingtaki hizli artig, transvaskiiler siv1 filtrasyonunun artmasina neden olur (Sekil
2.9B). Pulmoner kilcal damarlarda artan hidrostatik basing, genellikle artan sol
ventrikiil diyastol basinci ve sol atriyal basingtan kaynaklanan pulmoner vendz
basincin yiikselmesinden kaynaklanir. Sol atriyal basincin hafif yilikselmeleri (18 -25
mm Hg), perimikrovaskiiler ve peribronkovaskiiler interstisyel bosluklarda édeme
neden olur. Sol atriyal basing daha da yiikseldik¢e (>25 mm Hg), 6dem sivist akciger

epitelini gegerek alveolleri proteinden fakir siviyla doldurur [72].

2.6.3. Gegirgenlik Odem (Kardiyojen Olmayan Odem)

Kardiyojenik olmayan pulmoner ddem, akcigerin damar gecirgenligindeki artistan
kaynaklanir, bu da akciger interstisyumuna ve hava bosluklarina sivi ve protein
akisinin artmasina neden olur (Sekil 2.9C) [72]. Kardiyojenik olmayan pulmoner
0dem, dogrudan veya dolayli bir patolojik hasarin sonucu olarak ortaya ¢ikar [71].
Kardiyojenik olmayan pulmoner 6dem (NCPE), patolojik kalp hastalig1 ve sol atriyal
basingta yiikselme olmaksizin ortaya ¢ikabilir [73]. NCPE’ nin tartismasiz en bilinen
sekli akut solunum sikintis1 sendromudur (ARDS). NCPE’nin kapsami ARDS'den
cok daha genistir. Yiiksek irtifa pulmoner 6demi, nérojenik pulmoner 6dem, opioid

doz asimu, salisilat toksisitesi, pulmoner emboli ve reekspansiyon pulmoner 6édemi,
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reperfiizyon pulmoner 6demi ve transfiizyona bagl akut akciger hasar1 (TRALI) gibi

diger etiyolojileri icerir [74].

Artan gegirgenlik pulmoner 6demi (IPPE) kardiyak kaynakli degildir ve hidrostatik
veya onkotik basing gradyaninda herhangi bir primer degisiklik olmaksizin alveolar-
kapiller endotelyal membranin gecirgenliginin artmasina neden olur. Endotel zarinin
artan gecirgenligi, sivi ve proteinin interstisyel bosluga ve alveollere siiziilmesine
izin verir. NCPE, yiiksek bir protein icerigine sahiptir, ¢linkii vaskiiler membran,
plazma proteinlerinin disa dogru hareketine kars1 daha gecirgendir. Interstisyumda ve
intra-alveolar boslukta biriken proteince zengin sivinin protein/plazma orani 0,85'ten
fazladir. Birikmis pulmoner 6demin net miktari, sivinin akcigere filtrelenme hiz ile
stvinin  hava bosluklarindan ve akciger interstisyumundan uzaklastirilma hizi

arasindaki denge ile belirlenir [75].
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(Sekil 2.9) Normal akciger ve 6demli akcigerlerin goriintiisii, Normal akciger (A)
Normal akcigerde sivi, hidrostatik ve protein ozmotik basinglari
arasindaki net farkin yani sira kilcal membranin gegirgenligine gore
vaskiilerden interstisyel bosluga stirekli olarak digar1 dogru hareket eder.
kardiyojenik 6dem (B) Akciger interstisyel basinci plevral basinct
astiginda, siv1 visseral plevra boyunca hareket ederek plevral efiizyonlar
olusturur. Kapiller endotelin gegirgenligi normal kaldigindan,
dolasgimdan siiziilen 6dem sivis1 diigiik protein igeriine sahiptir.
kardiyojenik olmayan 6dem (C), dogrudan veya dolayli akciger hasari
(akut respiratuar distres sendromu dahil) nedeniyle mikrovaskiiler
membranin gecirgenligi arttiginda ortaya ¢ikar ve vaskiiler bosluktan

ayrilan s1v1 ve protein miktarinda belirgin bir artisa neden olur [72].
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2.6.4. Teshis

2.6.4.1. Fiziksel Muayene

Kardiyojenik pulmoner 6dem fizik muayenesi, muayenede, iliskili hipoksi ile birlikte
giderek kotiilesen dispne, takipne ve raller (veya raller) hem kardiyojenik hem de
kardiyojenik olmayan pulmoner édem i¢in ortak klinik 6zelliklerdir. Benzer sekilde
ifiiriim, juguler vendz basing artisi, periferik 6dem varligi kardiyak etiyolojiye isaret
edebilir. Kardiyojenik pulmoner édemde ince raller duyulur. Ekspirasyon sirasinda
kapanan kii¢iikk hava yollarmin aniden acildigi inspirasyon fazinda duyulurlar.
Kardiyojenik olmayan akciger 6demi fizik muayenesin de ise kardiyojenik olmayan
akciger 6demi olan hastalarda ates, balgamli oksiiriik, olasi pndmoniye isaret eden
nefes darligi, yakin zamanda geg¢irilmis travma, kan transfiizyonu gibi enfeksiyon
semptomlari, bu hastalar akut solunum yolu hastaligina ilerleyebileceginden dikkatli

bir sekilde degerlendirilmelidir [76, 77].

2.6.4.2. Akciger Odemi Laboratuvar Testi:

Elektrokardiyografi ve troponin seviyeleri ile baslayan laboratuvar incelemeleri, akut
miyokard enfarktiisiiniin gostergesiyse faydalidir. Beyin natriiiretik peptidi (BNP)
veya Onclisii proBNP'nin aminoterminal pargasinin seviyesi, N-terminal proBNP,
ozellikle klinik olarak varligi i¢in yliksek bir negatif prediktif degeri olan 100
pg/ml'den diisiikse tanisal olarak yardimci olabilir [78].

Gogilis rontgeni (CXR), pulmoner 6demi dogrulamak veya ekarte etmek i¢in en sik
kullanilan invaziv olmayan tami testlerinden biridir. Pulmoner 6demin CXR
degerlendirmesinin hacim durumu, toplam kan hacmi ve diger kalp yetmezligi

gostergeleri ile iliskili oldugu gosterilmistir [78].

Goglis bilgisayar tomografiside (BT) ayrica pulmoner 06demin non-invaziv
degerlendirmesinde kullanilmistir ve akciger sivi igerigindeki degisiklikler icin
esdeger degerlendirme de akciger yogunlugunun kantitatif degerlendirmesine izin
verir. Asiner golgeleri ve hava bronkogramlarin1 geleneksel radyografiden daha net

bir sekilde saptayabilir. Yapilarin iist {iste binmesinin ortadan kaldirilmasi nedeniyle,
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O0demin 6zel dagilim modeli enine kesitte goriintiilenebilir. BT akciger yogunlugu
Olgtimlerinin, kotiilesen pulmoner édem ile arttigi gosterilmistir. Eriskin respiratuar
distres sendromu olan hastalarda BT, akcigerin mikrokistik doniigiimiinii

saptayabilir, bu da daha kétii bir prognoza isaret eder (Sekil 2.10) [78, 79].

Sekil 2.10. Pulmoner 6demi gdsteren gogilis BT taramasi [80].

2.6.5. Tedavi

Pulmoner 6demin tedavisi altta yatan nedene ve ilerleme hizina baglhidir. Her
hastanin klinik durumu genel olarak hem CPE hem de NCPE' deki terapotik
onlemler, akcigerde asir1 sivinin neden oldugu islevsel bozuklugu tersine ¢evirmeye
yonelik olanlardan ve nedensel mekanizmay1 diizeltmeye yonelik olanlardan olusur.
Kardiyojenik pulmoner 6demde, terapotik miidahalenin amaci, yiiksek mikrovaskiiler
hidrostatik basincin azaltilmasi ve pulmoner vaskiiler yatak hacminin azaltilmasidir.
NCPE'de tedavinin en Onemli yonii, altta yatan hastalig1 tanimlamak ve kontrol
etmek ve/veya tedavi etmektir. Ditiretikler, furosemidin intravendz uygulamasindan
birka¢ dakika sonra akciger fonksiyonunda iyilesme ve pulmoner kapiller kama
basincinda bir azalma meydana gelir. Furosemid, asir1 sivi yiikklenmesine ve
tutulmasina karst kullanilabilir. Pulmoner &dem (Nitrogliserin) tedavisinde

diiiretiklere adjuvan tedavi olarak vazodilatorler eklenebilir. Dobutamin ve dopamin



gibi inotroplar, diisik SBP ve doku hipoperfiizyon belirtileri ile iligkili oldugunda

pulmoner konjesyonun tedavisinde kullanilir [81].

Oksidatif stres, miyokard hasari, sepsis, pulmoner 6dem, bobrek ve karaciger
yetmezligi ve artmis mortalite gibi komplikasyonlarla iliskili olabilir. Melatonin
giiclii bir antioksidandir ve bir¢ok calismada melatoninin oksidatif/nitrozatif strese
kars1 korumada bazi “klasik™ antioksidanlardan (6rnegin E ve C vitaminleri) daha

etkili oldugu gosterilmistir [10].
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BOLUM 3

a-NAFTILTIYOURE (ANTU)

1-(I-naftil)-2-tiyoiire veya a-naftiltiyolire (ANTU), renksiz, kokusuz, kristal toz
seklinde kimyasal bir bilesiktir. Kimyasal formiili Ci1HioN2S olup, molekiiler
agirhgr 220,28'dir. (Sekil 3.1)’de -naftiltiyolirenin kimyasal yapis1 gosterilmektedir
[82, 83].

Sekil 3.1. a-naftiltiyolirenin kimyasal yapis1 [84].

ANTU tarafindan indiiklenen 6dem, toksik bir maddenin neden oldugu akciger
O0deminin klasik 6rnegidir [85]. ANTU cok diisiik dozlarda 6ldiiriicti oldugu i¢in fare
zehiri olarak gelistirilmistir [86, 87]. ANTU yaygin plevral eflizyon ve pulmoner
o0dem ile karakterize, doza ve zamana bagl bir inflamatuvar reaksiyon olusturan
kimyasal bir ajandir [88, 89]. Plevral eflizyon ve akcigerdeki endotel hiicrelerinin ve
pnomositlerin hasarindan kaynaklanan pulmoner 6dem nedeniyle akciger agirliginda
artis gozlenmektedir [90]. Akcigerdeki kilcal endotel hiicre hasari, ANTU

toksisitesinin birincil nedenidir. Endotelin yaralanmasi, endotel bariyerinin nihai
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kaybina yol agmaktadir [91]. Bu bilesik suda c¢oziinmemesine ragmen,
bagirsaklardan kolayca emilir. Tiim hayvanlar ANTU' ya duyarlidir ancak oldiirticii

dozlar biiytik 6l¢iide farkliliklar gostermektedir (Cizelge 3.1) [92].

Cizelge 3.1. ANTU i¢in 6ldiiriicti dozlar [92].

HAYVANLAR LD mg/Kg
Sican 3
Kopek 10
Domuz 25
At 30
Inek 50
Kedi 75

Kiimes Hayvani 2500

Isik ve elektron mikroskopisi ile yapilan morfolojik caligmalar, ANTU toksisitesinin
birincil hiicresel hedefinin akcigerin kapiller endotelyal hiicresi oldugunu
gostermektedir [93, 94]. Endotel yaralanmasi, hiicre ylizeyinin kabarmasi ve sonunda
endotel bariyerinin kaybiyla birlikte goriiliir. Bu endotelyal bariyer biitlinliigliniin
kaybi, artan kapiller gegirgenlik ve alveolar ddem firetimi ile sonuglanmaktadir.
ANTU uygulamasindan yaklagik 1 saat sonra pulmoner 6dem ve plevral eksiida
olusumu baslar, 2-4 saatte maksimuma ulasir ve sonra ya diizelir ya da 6liime neden
olur [95]. ANTU modelinde plevral efiizyon olusum mekanizmasi, akciger
interstisyel sivisinin visseral plevra yoluyla plevral bosluga drenajidir. Bu,
interstisyel akciger boslugu sivi ile doyuruldugunda meydana gelir [96]. Bu nedenle

plevral eflizyon miktar1 pulmoner 6dem geligimi ile yakindan iligkilidir [97].

ANTU'nun pulmoner doku iizerindeki kesin mekanizmalart net olarak
gosterilmemistir. Pulmoner vaskiiler yataktan ve hava yollarindan kaynaklanan
vazoaktif maddelerin ANTU' nun neden oldugu pulmoner &deme katkida
bulunabilecegi tahmin edilmektedir. Bu hasara kismen arasidonik asit
metabolitlerinin aracilik ettigi gosterilmistir [98]. Arasidonik asit metabolitlerinin

yan1 sira, pulmoner vaskiiler yataktan ve hava yollarindan kaynaklanan diger bazi
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vazoaktif maddelerin de ANTU' nun neden oldugu pulmoner 6deme katkida
bulunabilecegi tahmin edilmektedir [98]. Mevcut kanitlar, ANTU' nun pulmoner
toksisitesinin, en azindan kismen, ANTU' nun bir sitokrom P-450 monooksijenaz
katalizli metabolitinin pulmoner makromolekiillere kovalent baglanmasindan

kaynaklandigini gostermektedir [99].

Akciger toksisitesi, tiolirenin miikemmel bir substrat oldugu flavin igeren
monooksijenaz enzimleri (FMO' lar) tarafindan faz I metabolizmasi sirasinda
gerceklestirilen metabolik aktivasyonu gerektirir. Heterofilik atomlar igeren lipofilik
bilesiklerin FMO oksijenasyonu, azaltilmig farmakolojik ve toksikolojik 6zelliklere
sahip daha polar, kolayca atilan metabolitler iiretir. Bununla birlikte, siilfitler ve
disiilfidler, tiyoeterler, tiyoller ve tiyotireler gibi kiiciik kimyasal gruplarin FMO
aracili S-oksijenasyonu bu kuralin bir istisnasini temsil eder ve genellikle bir ara
siilfonik asit yoluyla bir siilfoksit {iretir. Daha sonra siilfinik ve siilfonik asitlere
oksitlenebilen siilfonik asitler, son derece reaktif elektrofillerdir ve ana ilagla veya
glutatyon (GSH) veya diger siilfhidriller gibi niikleofillerle, redoks dengesini bozan
ve indiikleyen distilfidler liretmek i¢in hemen reaksiyona girdigi diisiiniilmektedir [5,

100].

ANTU’ nun bazi enzim sistemleri lizerinde ters etki yapmasi olasidir. ANTU’ nun
yant sira fenil tiyoiire ve tiyolirenin bir 6zelligi olabilen antioksidan etki de bir rol
oynayabilir. ANTU’ nun viicutta emiliminde rol oynayan faktorler bilinmemektedir.
Sudaki cok diisiik ¢oziiniirliigiine ragmen ANTU, ister oral ister parenteral yolla
verilmis olsun, viicutta oldukc¢a hizli bir sekilde emiliyor gibi gériinmektedir. ANTU”
nun toksisitesi bir dereceye kadar emilim hizina baghdir: ne kadar hizli emilirse,

hayvanin 6lecegi o kadar kesindir [101].

Sicanlarda intraperitoneal ANTU' nun neden oldugu 6dem, 3-50 mg/kg aralifinda
dozla iligkilidir. ANTU' nun siganlara intraperitoneal uygulanmasindan 4-5 saat
sonra pulmoner ddem olusur. 5 mg/kg doz oraninda ANTU uygulanan yetiskin
albino sicanlarda akciger 6demi gelismistir. 6 saat sonra, ANTU uygulanan
siganlarda pulmoner ekstravaskiiler sivi %50 oraninda artig géstermistir ve pulmoner

efiizyon hacmi 3,4-6,1 mL'ye ulasmistir. ANTU’ nun en karakteristik 0zelligi
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zehirlenmis sicanlarda hipokseminin olmamasidir. 10 mg/kg dozda intraperitoneal
bir ANTU enjeksiyonundan sonra 25 saat i¢inde sicanlarin pulmoner arteriyollerinde
ve kilcal damarlarinda ve veniillerinde kolloidal karbona kars1 gecirgenlik artmistir.
Gozlenen ilk degisiklik interstisyel ddem olmasina ragmen, 2 saat icinde endotel
hiicrelerindeki kanama ve kabuklanma tespit edilmistir. 50 mg/kg dozu takiben 6 saat
icinde elektron mikroskobisinde epitelyal hasar belirgin olarak gdzlemlenmistir. 4
saat once ANTU uygulanan si¢anlardan izole akcigerlerde anjiyotensin I'in
anjiyotensin II'ye doniisiimiiniin azaldig1 ve azalmanin kapsaminin uygulanan ANTU

dozu ve perfiizat akis hiz ile iligkili oldugu bildirilmistir [82, 102].
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BOLUM 4

MELATONIN

Pineal bez, ii¢lincii ventrikiile dogrudan baglanan ve sirkumventrikiiler organ (CVO)
olarak adlandirilan, sirkadiyen ritmi diizenleyen yaklasik 1 cm c¢apinda kirmizimsi
renkte olan kiiciik ve bir parca halinde beynin bir uzantisidir (Sekil 4.1) [103].
Sirkadiyen ritim, canli organizmalarin temel bir 6zelligi olup biyolojik islevlerin
giiniin veya yiln belirli bir zamaninda gerceklesmesini saglar. Ornegin
kardiyovaskiiler sistem, uyku/uyaniklik durumu, aclik/tokluk durumu, endokrin ve

solunum sistemin gibi fizyolojik olaylar: etkiler [104].

ticiincii ventrikiil
X pineal bez

" hipotalamus

Sekil 4.1. Pineal bez [103].

Melatonin sentezi ve salgilanmasi i¢in 151k Onemlidir. Ciinkii 151k varhiginda
melatonin sentezi baskilanirken, karanlikta bu sentez artar. Ortamin aydinlik ya da
karanlik oldugu hakkindaki bilgi melanopsin iceren retinal ganglion hiicreleri ile
baglar. Daha sonra retinahipotalamik yol araciligi ile suprakiyazmik niikleusa
ardindan paraventrikiiler niikleusa daha sonra intermediolateral kolonundan, siiperior
servikal ganglionlara ve son olarak epifiz bezine aktarilir. Sonug¢ olarak melatonin

sentezinin yapilacagi veya baskilanacag bilgisi alinmis olur (Sekil 4.2) [105, 106]
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Sekil 4.2. Retinohipotalamik yol ve melatonin sentezi dongtisii [106].

Sekil 4.3’te goriildiigii gibi melatoninin %80’1 gece yarisindan hemen sonra yaklagik
gece saat 2 ile 4 arasinda sentezlenmeye baslar. Bu saat aralifinda melatoninin serum
konsantrasyonu 80-120 pg/ml arasinda degisir. Gecenin ikinci yarisindan sonra ise
melatoninin  salgilanmas1 giderek azalmaya baslar ve melatoninin serum

konsantrasyonu 10-20 pg/ml’a kadar diiser [107].

Melatonin (pg/mL)

1401
1201
1001
801
601
401
207
0

08 10 12 14 16 18 20 22 24 02 04 06 08

Sekil 4.3. Melatonin plazma konsantrasyonu (gri alan gece vaktini gosterir) [107].
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4.1.MELATONIN BiYOSENTEZIi

1958 yilinda Lerner ve arkadaslar1 N-asetil-5-metoksitriptamini s1gir pineal bezinden
izole edip melatonin olarak adlandirmistir [108]. (Sekil 4.4)’de melatoninin kimyasal

yapist verilmigstir [109].

CH,
H/<
N
0
0
e
H.C N\
N
H

Sekil 4.4. Melatoninin kimyasal yapis1 [109].

Melatonin esasinda pineal bez kokenli bir hormonudur. Ancak ekstrapineal
melatonin kaynaklar1 da mevcuttur. Ekstrapineal melatonin kaynaklari retina, harder
bezi, l6kosit, trombosit, deri ve omurgalilarda gastrointestinal sistemde varlig

bildirilmistir [110].

Melatonin, pinealosit hiicrelerinde esansiyel aminoasitlerden biri olan triptofandan
sentezlenir. Triptofan, triptofan hidroksilaz enzimi ile 5-hidroksitiriptofan
sentezlenir. 5-hidroksitiriptofan ise dekarboksilaz ile serotonine doniistiiriiliir.
Serotoninden melatonin sentezlenirken iki enzim gorev yapar. Serotonin once N-
asetiltransferaz enzimi ile N-asetilserotonine doniistiiriiliir. N-asetiltransferaz enzimi
melatonin sentezinde hiz sinirlayict basamaktir. Daha sonra N-asetilserotonin
hidroksiindol-O-metil transferaz enzimi aracilifi ile melatonin sentezlenmis olur.
Asetilserotonin  hidroksiindol-O-metil  transferaz ~ enzimi ayn1  zamanda

asetilserotonin-O-metiltransferaz olarakta adlandirilir (Sekil 4.5) [111, 112].
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Sekil 4.5. Melatoninin sentez basamaklar1 [112].

Melatonin gii¢lii bir serbest radikal temizleyicidir. Hidrojen peroksit (H203),
hidroksil (OHe) iyonu, peroksinitrit anyonu (ONOO-), singlet oksijen ('O2),
stiperoksit anyonu (O»7) ve peroksil radikalini gibi molekiilleri detoksifiye eder.
Melatonin, siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
aktivitelerini destekler. Ayrica melatonin hiicrelerdeki glutamilsistein sentazi
uyararak glutatyon iiretimini uyararak seviyesini arttirir ve oksitlenmis glutatyonu
(GSSG) indirgenmis formuna (GSH) geri doniistiiren glutatyon rediiktazin
aktivitesini arttirir. Melatoninin antioksidan 6zelligi arasinda lipid peroksidasyonu
engelledigi ve oksidasyon sonucu olusan DNA hasarina karsi onarim enzimlerinin
aktivasyonunu artirdig1 gosterilmistir [113, 114]. Melatonin 'O, ve O"gibi serbest
radikallerin varliginda antioksidan Ozellige sahip Nl-asetil-N2-formil-5-
metoksikintiramin (AFMK) olusturur. AFMK bir ara metabolittir ve melatonin

gibi antioksidan 6zellige sahip bir bilesiktir (Sekil 4.6) [115].
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N1-asetil-N2-formil-5- metoksikiniiramin
(AFMK)

Sekil 4.6. Melatoninin antioksidan mekanizmasi [115].
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BOLUM 5

OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres, biyokimyasal siiregler sonucunda reaktif tiirlerin olugmasi, ¢evresel
kirleticiler ve radyasyon gibi zarar verici ajanlara maruz kalma veya endojen
antioksidan sistemlerinin yetersiz kalmasi1 sonucunda olusabilen hiicresel ortamin
redoks 6zelliklerindeki dengesizlik olarak tanimlanmaktadir [116]. Serbest radikaller
bir dis yoriingede eslesmemis elektronu olan reaktif kimyasallardir [117]. Kimyasal
olarak indirgenmis oksijen tilirevlerinin fazlaligina reaktif oksijen tiirleri (ROS)
denilmektedir. Digerleri ise nitrojen veya klor bazlidir [118]. Reaktif oksijen tiirleri
oksidatif strese neden olarak molekiiler hasar diizeyine yol agmaktadir [119]. DNA,
RNA, lipidler ve proteinler gibi biyomolekiillerin yapisini bozabilir ve niikleik asit
oksidasyonu ve lipid peroksidasyonuna neden olabilmektedir [120]. DNA, proteinler
ve lipidler gibi hayati biyomolekiiller zarara ugradiginda oksidatif stres meydana
gelir [121]. Oksidatif stres hiicresel yaslanma, kardiyovaskiiler hastalik, akut ve
kronik bobrek hastaligi, norodejeneratif hastaliklar, makiiler dejenerasyon, biliyer
hastaliklar gibi ¢esitli patolojik siireclerde rol oynamaktadir [122]. Mitokondri, tiim
hiicrelerde ROS kaynagidir [123]. ROS, sitoplazma, hiicre zari, endoplazmik
retikulum (ER), mitokondri ve peroksizom dahil olmak iizere cesitli hiicre
boliimlerinde enzimatik reaksiyonlarin yan iriinii olarak da tretilmektedir. Ayrica

NADPH oksidazlar gibi enzimler tarafindan da tiretilmektedirler [124].
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OKSIDATIF STRES

Sekil 5.1. ROS olusumunun temelleri [125].

Hiicre i¢i siiperoksit (O2-) esas olarak NADPH' nin oksidaz enzimleri (NOX)
tarafindan veya mitokondride aerobik solunum sonucu iiretilmektedir. Siiperoksit,
siiperoksit dismutazlar (SOD' lar) tarafindan hizla hidrojen peroksite (H202)
donitistiiriilmektedir. H202, redoks sinyalini baslatmak i¢in proteinler iizerindeki
sistein kalintilarin1  oksitleyebilir ya da peroksiredoksinler (PRx), glutatyon
peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) gibi hiicresel antioksidan proteinler tarafindan
H2O'ya doniistiiriilebilir. H202 seviyelerinin kontrolsiiz olarak artmasi, metal
katyonlar1 (Fe2+) ile reaksiyonlar sonucunda hidroksil radikalleri (OHe)
olusmaktadir. Sonug olarak hiicresel makromolekiillere geri doniisimsiiz olarak zarar

vermektedir (Sekil 5.1) [125].

5.1. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemi, serbest radikallerin
ve metabolitlerinin olusumunu diizenleyerek biyolojik sistemlerin ROS' tan
korunmasinda yardimci olmaktadir [126]. Antioksidan savunma sistemleri
kontrolsiiz ROS artisin1 onlemektedir. Enzimatik olmayan antioksidan savunma
sistemleri glutatyon, A, C ve E vitaminleri ve besinlerde bulunan antioksidanlardir.
Enzimatik antioksidan savunma sistemleri ise siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz

(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) olarak olarak bilinmektedir [127].
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5.2. ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR

Stiperoksit radikallerine karsi birincil antioksidan enzimler arasinda SOD, CAT ve
GPx bulunmaktadir. Bu enzimler, ROS' un metabolik yolunda birlikte ¢alisirlar
[127]. SOD, reaktif radikal olan O2-'yi daha az reaktif radikal H202' ye doniistiiriir
[128]. CAT, H202 ve proton dondrleri (ROOH) ile reaksiyona girerek H20
iretmektedir. Boylece CAT, hiicrelerde oksidatif strese olusumunda rol oynayan
H202 iiretiminden hiicreleri korumaktadir [129]. GPx, CAT ile aymi reaksiyonu
katalize etmektedir. H202' yi H20' ya indirger fakat elektron donérii olarak
indirgenmis glutatyon (GSH) kullanmaktadir. GPX aktivitesi GSR ve GSS gibi
enzimler yardimiyla oksitlenmis glutatyonu (glutatyon disiilfid, GSSG) indirgeyerek
veya de novo sentezleyerek GSH iiretimine bagl olarak degismektedir [130, 131].

Antioksidan Savunma SistemiTepkimeleri Antioksidan Sistemi Kapasitesi Asiimasi DurumundaTepkimeler

Stiperoksid anyon olusumu
0,+e
Solunum zinciri
0,-
ROS'larin enzimatik metabolizmalari
Stiperoksit dismutaz
20,-+ 2H+ = 0,+H,0, 0,-+H' = HO,.

(mitokondri, sitozol)
Katalaz 0,-+HO,.+H" =0, +H,0,

2H,0, - 24,0+ 0,

(peroksizom) 0,-+Fe* = Fe* +0,

Glutatyon peroksidaz
H,0, + 2GSH = 2H,0 + GSSG Fe** +H,0, = Fe** + HO + HO

(mitokondri, sitozol)
Glutatyon rediiktaz H,0,+0,- -0, +HO +HO

GSSG + NADPH + H' = 2GSH + NADP"
Glukoz6P dehidrojenaz
NADP+ + G6-P - 6-P-glukonolakton + NADPH + H'
(sitozol)
Transhidrojenaz
NADH + NADP* —» NAD' + NADPH
(mitokondri)

Sekil 5.2. Antioksidan savunma sisteminin katildigi tepkimeler ve eksikliklerinde
olusan oksidatif stres [132].
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5.3.ENZIMATIK OLMAYAN ANTiOKSIiDANLAR

Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda vitaminler (C ve E vitaminleri), B-
karoten, tirik asit ve GSH, tiyol (siilthidril) grubunu olusturan tripeptit (I-y-glutamil-
l-sisteinil-l-glisin) gibi diisiik molekiil agirlikli bilesikler bulunmaktadir. Suda
cozlinen C vitamini (askorbik asit), serbest oksijen radikallerini temizleyerek hiicre
ici ve hiicre dis1 sulu faz antioksidan kapasitesi saglamaktadir. E vitaminin en aktif
formu a-Tokoferoldiir. Yagda ¢o6ziinen E vitamini, hiicre zarinin hidrofobik i¢
bolgesinde yogundur ve oksidan kaynakli zar hasarmma karst temel savunma
saglamaktadir. Lipid peroksidasyonu sirasinda iiretilen peroksil radikaline elektron
vermektedir. E vitamini kanser hiicrelerinin apoptozunu saglamakta ve bdylece
serbest radikal olusumlarmi  engellemektedir [133]. GSH, tiim hiicre
kompartimanlarinda yiiksek oranda bulunmaktadir. GSH/GSSG (oksitlenmis
glutatyon) orani, oksidatif stresin 6énemli bir belirleyicisidir [134]. Glutatyon GSH-
Px yardimiyla hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerini detoksifiye etmektedir. GSH,
elektronunu H20 ve O2' ye indirgemek i¢cin H202' ye verir. Elektron dondrii olarak
NAD(P)H kullanan GSSG, GSH rediiktaz tarafindan tekrar GSH' ye
indirgenmektedir. GSH-Px'ler hiicre zarmin lipid peroksidasyonundan korunmasi
icin de onemli rol oynamaktadir. Indirgenmis glutatyon, protonlarr membran
lipidlerine vererek onlar1 oksidan saldirilardan korumaktadir [135]. GSH, GSH-Px
ve transferaz gibi detoksifiye edici enzimler i¢in ayn1 zamanda bir kofaktordiir. C ve
E vitamininin aktif formlarina geri doniistiiriilmesinde rol oynamaktadir. GSH
hiicreleri apoptoza kars1t korur, ayni zamanda AP-1, NF-KB ve Sp-1 gibi cesitli
transkripsiyon faktorlerini de diizenleyip ve aktive etmektedir [134]. Hem
karotenoidler hem de retinoik asitler (RA' lar), transkripsiyon faktorlerini
diizenlemede etkilidir [136]. B-Karoten, oksidan kaynakli NF-xB aktivasyonunu,
interlokin  (IL)-6 ve tiimor nekroz faktorii-a {retimini inhibe etmektedir.
Karotenoidler ayrica hiicrelerin apoptozunu da etkiler. Meme karsinom hiicrelerinde,
retinoik asit reseptorii hiicre dongiisiiniin durmasini, apoptozunu veya her ikisini

indiikleyerek biliylimeyi engelledigi gosterilmistir [137].
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BOLUM 6

GEREC VE YONTEMLER

6.1. DENEY HAYVANLARI

Bu c¢aligmada 250-300 gr agirhiginda 70 adet wistar albino cinsi erkek sigan
kullanildi. Siganlar 7 gruba (n=10) ayrildi. Deneyler siiresince 21+1°C sicaklik ve 12
saat 1s1k/karanlik periyoduna sahip ortamda tutulan hayvanlar, normal musluk suyu
ve standart si¢can yemi ile ad libitum olarak beslendiler.

Calisma Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik
Kurulu tarafindan onaylandi. (Protokol No: 2021-07-01/04). Tim deneysel
prosediirler, deney hayvanlarinin kullanimina iliskin Hayvan Etik Kurulu

Yonergelerine uygun olarak gerceklestirilmistir.

6.2. CALISMA TASARIMI
Calismanin ilk giiniinden itibaren gruplarda bulunan hayvanlara asagida belirtilen

uygulamalar ve islemler yapildu.

1- Kontrol Grubu: Bu gruptaki sicanlara ¢aligmanin 30. giiniinde i.p ANTU

cozliciisli (zeytinyag1) ayn1 hacimde verildi.

2- Sham Pinealektomi (PINX): Bu gruptaki siganlara sham PINX yapildi.
Melatonin ¢oziiciisli olan etanol soliisyonu (% 0.5 'ten az olacak sekilde % 0.9
serum fizyolojik i¢inde seyreltilir) [138] hazirlanarak bu gruptaki siganlara birinci

giinden itibaren 30 giin boyunca i.p olarak 0.5 ml verildi.

3- PINX Grubu: Bu gruptaki siganlara PINX yapildi. Siganlara ¢alismanin 30.
giiniinde i.p ANTU ¢oziiclisii (zeytinyagl) ayni hacimde verildi. Melatonin
coziiclisii olan etanol soliisyonu (% 0.5 'ten az olacak sekilde % 0.9 serum
fizyolojik icinde seyreltilir) [138] hazirlanarak bu gruptaki siganlara birinci

giinden itibaren 30 giin boyunca i.p olarak 0.5 ml verildi.
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4- ANTU Grubu: Bu gruptaki sigcanlara ¢aligmanin 30. giiniinde zeytinyaginda (4
mg/ml) siispanse edilmis 10 mg/kg dozda ANTU i.p olarak enjekte edildi [139].

5- ANTU + Melatonin (MLT) Grubu: Bu gruptaki sicanlara ¢alismanin birinci
giiniinden itibaren 30 giin boyunca i.p. MLT (10 mg/kg) enjeksiyonu yapildi [140,
141]. Yine bu gruptaki siganlara ¢aligmanin 30. giiniinde zeytinyaginda (4 mg/ml)
stispanse edilmis i.p ANTU (10 mg/kg) enjeksiyonu yapildu.

6- ANTU + PINX Grubu: Bu gruptaki sicanlara PINX yapildi. Bu gruptaki
sicanlara calismanin 30. gilinlinde zeytinyaginda (4 mg/ml) siispanse edilmis 10

mg/kg dozda ANTU i.p olarak enjekte edildi.

7- ANTU + PINX + MLT Grubu: Bu gruptaki sicanlara PINX yapildiktan sonra
siganlara calismanin birinci giinlinden itibaren 30 giin boyunca i.p. MLT (10
mg/kg) enjeksiyonu yapildi. Yine bu gruptaki siganlara ¢alismanin 30. giinlinde
zeytinyaginda (4 mg/ml) siispanse edilmis 10 mg/kg dozda ANTU i.p olarak
enjekte edildi.

6.3. MELATONIN (MLT) COZELTIiSININ HAZIRLANMASI VE
ENJEKSIYONU

MLT, enjeksiyon Oncesinde etanol igerisinde c¢ozdiirlilerek serum fizyolojik ile
uygun konsantrasyona ayarlandi. Hazirlanan bu ¢ozelti igerisindeki etanoliin final
konsantrasyonunun % 0.5’den fazla olmamasina dikkat edildi [138, 142]. MLT
enjeksiyonu yapilacak sicanlara calismanin birinci giliniinden itibaren 30 giin

boyunca i.p. MLT (10 mg/kg) enjeksiyonu yapildi.

6.4. ALFA-NAFTILTiYOURE (ANTU) iLE AKCiGER ODEMi MODELININ
OLUSTURULMASI

ANTU, enjeksiyon oncesinde 4 mg/ml olacak sekilde zeytinyaginda silispansiyon
halinde hazirlandiktan sonra siganlara 10 mg/kg dozda i.p. olarak uygulandi [143].

ANTU enjeksiyonundan 4 saat sonra anestezi altina alinan siganlarin abdominal
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aortasindan kan Ornekleri almip kanatildi [144]. Toraks dikkatlice agildi. Cevre
dokularda kanama olmamasina ve efiizyon sivisina kan karigsmamasina 6zen
gosterilerek plevral aralikta birikmis olan efiizyon sivisi enjektorle ¢ekildi. Daha
sonra ¢evre dokulardan temizlenmis ve ¢ikarilmis olan akcigerler hassas terazide
tartildi ve histolojik skorlama icin kullanildi (0-3) [145]. Efilizyon sivisinin miktar
(PE, ml), akciger agirligi/viicut agirlign (LW/BW) ve plevral eflizyon/viicut agirlig
(PE/BW) oranlar1 hesaplandi ve akciger hasar1 gostergeleri olarak degerlendirildi.
Akcigerler %]10’luk formaldehit i¢inde muhafaza edildi ve histopatolojik
incelemeleri yapildi [146].

6.5. PINEALEKTOMI (PINX) ISLEMI

Intraperitoneal olarak 80 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin [147] ile anestezi
altina alinan siganlarin Once iki gozii arasindaki kafatasi derisine bir kesi yapildi.
Aciga ¢ikan kemigin iizerindeki periost, kemikten siyrilarak Lambda’nin ortaya
cikmasi saglandi. Kafatasimin  iist kismina mikro freze matkap (Proxxon
MICROMOT 50/E, Almanya) yardimu ile pensin ucunun girecegi ebatta dairesel bir
kesi yapildi. Son olarak vendz siniis altinda yer alan pineal bez pensle tek parga

halinde ¢ikarildi [148].

6.6. BIYOKIMYASAL ANALIiZLER

6.6.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Calisma giinii akciger dokular1 derin dondurucudan alinarak MDA, GSH, SOD ve
CAT analizi ile toplam antioksidan seviyesi (TAS), toplam oksidan seviyesi (TOS),
oksidatif stres indeksi (OSI) hemen ve protein seviyelerini belirlemek i¢in tartildi.
Fosfat tampon (pH:7.5) ilavesi ile %10 homojenatlar elde edildi ve numuneler
12.000 rpm'de 1-2 dakika siireyle otomatik homojenizatér (Hangzhou Bioprep-24)
ile homojenizasyon islemi gerceklestirildi. Akciger dokusuna ait MDA seviyeleri bu
homojenatlarda belirlendi. Daha sonra doku homojenatlar1 +4 °C'de 5000 rpm'de 30
dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant elde edildi. Elde edilen siipernatantlar,

GSH, SOD, CAT, TAS, TOS, OSI ve protein seviyelerini belirlemek i¢in kullanildi.
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6.6.2. Oksidatif Stres Belirteglerinin Analizi

Akciger Dokusu Malondialdehit (MDA) Analizi

Akciger homojenatindaki MDA analizi Ohkawa vd. [149] tarif ettigi yonteme bagh
kalinarak yapildi. Akciger homojenatlari, kapakli cam tiip igerisinde %1 lik fosforik
asit (H3P04) ve %0.6’lik tiyobarbitiirik asit ile karistirildiktan sonra tiip kapaklarinin
tizeri aliiminyum folyo ile sikica sarildiktan sonra 45 dakika boyunca kaynar su
banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra karigim, n-biitanol ile ekstrakte edildikten
sonra santrifiij islemiyle n-biitanol fazinda ayrilan pembe renk deney gruplarina gore
mikroplaka kuyucuklarina yerlestirilerek ELISA okuyucuda 535 nm dalga boyunda
Olciildii ve MDA seviyesini hesaplamak i¢in kullanildi. Kor olarak n-biitanol ve
standart olarak tetrametoksipropan kullanildi. Bulgular nanomol/g yas doku olarak

sunulmustur.

Akiger Dokusu Rediikte-Glutatyon (GSH) Analizi

Akciger siipernatantindaki GSH analizi Ellman’in [150] tarif ettigi yonteme bagh
kalinarak yapildi. Akciger slipernatantlar1 deproteinize edildikten sonra ependorf tiip
icersinde 5,5'-dithiobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyona sokularak sari-
yesil renk olugmasi icin inkubasyona birakildi. Olugan renkli iiriin deney gruplarina
gore mikroplakalara yerlestirilerek ELISA okuyucuda 410 nm dalga boyunda &l¢iildii
ve GSH seviyesini hesaplamak i¢in kullanildi. Kor olarak distile su ve standard
olarak SmM/L’lik stok GSH ¢o6zeltisinden hazirlanan farkli diliisyonlar kullanildi.
Bulgular nanomol/g yas doku olarak elde edildi.

Akciger Dokusu Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi Analizi

Akciger siipernatantindaki SOD aktiviteleri, Sun vd. [151] yontemine bagl kalinarak
yapildi. Deney ortaminda ksantin-ksantin oksidaz reaksiyonu ile siiperoksit
radikalleri olusur. Olusan bu radikaller ortamdaki NBT yi (nitro blue tetrazolium)
indirgeyerek mavi renkli formazan olusmasina neden olur. Doku SOD aktiviteleri
olusan bu mavi renkli formazanm 560 nm'de ELISA okuyucuda &lgiilmesi ile

yapildi. Bulgular U/g protein olarak elde edildi.
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Akciger Dokusu Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi Analizi

Akciger siipernatantindaki CAT aktiviteleri Aebi vd. [152] yontemine bagli kalinarak
yapildi. Deney ortaminda siipernatant ile H202 iceren fosfat tamponu (pH: 7.5 mM)
karigtirildi. Siipernatandaki CAT aktivitesi ile H202, H20 ve O2' e pargalanir.
Ortamdaki hidrojen peroksitlerin yikimlanmas: 240 nm'de absorbans azalmasina
neden olur. CAT aktivitesini hesaplamak i¢in absorbanstaki azalma 1 dakika

boyunca gozlendi. Bulgular K/g protein olarak elde edildi.

Akciger Dokusu Protein Analizi

Akciger siipernatantlarinda SOD ve CAT enzim aktivitelerinin hesaplanmasi igin
protein diizeyleri Lowry vd [153] yontemine bagl kalinarak yapildi. Olusan mavi
renk 540 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda &lgiilerek protein igeriginin

hesaplanmasinda kullanildi. Bulgular mg/ml olarak elde edildi.

Akciger Dokusu Total Oksidan Seviyesi (TOS) Analizi

Akciger siipernatantinda TOS diizeylerinin 6l¢iilmesi Erel’in metoduna baglh
kalinarak yapildi [154]. Total Oksidan Seviyeleri, kit (Rel Assay Diagnostics,
Gaziantep Tiirkiye) prosediiriine bagli kalinarak kullanilarak calisildi. Olusan renkli
bilesikler 660 nm dalga boyunda ELISA okuyucu ile 6lgiilerek akciger TOS
seviyelerinin hesaplanmasinda kullanildi. Standart olarak 20 pmol/L’lik H202
solusyonu kullanildi. Bulgular pmol H202 equiv /L olarak elde edildi.

Akciger Dokusu Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Analizi

Akciger siipernatantinda TAS diizeylerinin 6l¢iimii Erel’in metoduna bagli kalinarak
yapildi[155]. Total Antioksidan seviyeleri, kit (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep,
Tiirkiye) prosediiriine bagh kalinarak calisildi. Kit talimatlarina gére mikroplakalara
konan siipernatant iizerine reaktif 1 eklenerek 660 nm’de birinci okuma ve reaktif 2
ilave edilerek ikinci okuma yapildi. Elde edilen iki absorbans arasindaki farklar

belirlenerek akciger TAS diizeylerinin hesaplanmasinda kullanildi. Kalibrator olarak
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E vitamininin suda ¢Oziiniir bir analogu olan Trolox kullanildi. Bulgular mmol

Trolox Equiv/L olarak belirlendi.

Akciger Dokusu Oksidatif Stres Indeksinin (OST) Ol¢iimii

Akciger siipernatantinda OSI &lciimii, Erel’in metoduna [155] bagli kalinarak
hesaplandi. OSI, TOS'un TAS'a boliinmesine esittir: OSI (Arbitrary Unit) = TOS
(umol H202 eqv/1)/[(TAS (mmol Trolox eqv/l)x10]. Bulgular Arbitrary Unit (AU)

olarak belirlendi.

Akciger Dokusu Inflamasyon Belirteci (IL-1p) Seviyesinin Ol¢iimii

Akciger stipernatantinda IL-18 ve TNF-o seviyeleri Bioassay Technology
Laboratory'den (BT LAB, CHINA) satin alinan Rat IL-1p (Cat.No: E0O119Ra) ve
TNF-a (E0764Ra) kitleri kullanilarak ol¢iildi. IL-1p sonuglart ng/ml, TNF-a ise

ng/L olarak sunulmustur.

Serum Melatonin Seviyelerinin Ol¢iimii

Serum melatonin seviyeleri Bioassay Technology Laboratory'den (BT LAB,
CHINA) satin alinan Rat Melatonin ELISA kiti (Cat.No: E0601Ra) ile ol¢iildii.

Veriler ng/L olarak sunuldu.

6.7. HISTOPATOLOJIK ANALIZ

Deney sonunda sicanlar ketamin/ksilazin anestezisi altinda sakrifiye edildi. Cikarilan
akcigerler fikse olmasi i¢in %10’luk ndtral tamponlanmis formaline (NTF) (104003,
Formaldehyde solution %37, Merck, ABD) konuldu. Akcigerler daha sonra 3-4
mm’lik daha kiiclik pargalara ayrilip, plastik doku takip kasetlerine konularak
NTF’de 48 saat siire ile fikse edildi. Fiksasyon isleminin bitmesini takiben parcalar
24 saat boyunca akan c¢esme suyunda yikandilar. Dokularmm trimleri
gerceklestirildikten sonra 2x45 dakika %70, % 80, %95 ve %96’ lik artan alkol
serilerinden gegirildi (Etanol, 1.00971.2500, Merck, ABD). Seffaflama 2x30 dakika
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ksilol (108661, Merck, USA) ile gerceklestirildi. Ardindan 2x30 dakika parafin
(Surgipath EM-400, Leica, GER) igerisinde bekletildi. Doku takibi i¢in Leica TP
1020 (Leica, GER) doku takibi cihazi kullanildi (GER). Gémme islemi sonrasi
bloklar sogumaya birakildi. Parafin bloklardan Leica FINESSE ME+ (Leica, GER)
mikrotomu ile 5 um’lik kesitler 151k mikroskopik ve immunohistokimyasal yontemler
icin jelatin kapli lamlara alindi. Hazirlanan lamlar dokunun lama adezyonunu
artirmak i¢in 37°C’lik etiivde 2 saat bekletildi. Kesitlere genel histolojik yapiy1
gozlemlemek amaciyla Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama yontemi uygulandi.
Akciger hasari, histopatolojik degisikliklerin derecesi ve yayginligina gore
semikantitatif olarak belirlendi. Buna gore kesitler konjesyon, interstisyel 6dem ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu yoniinden 10 farkli alanda incelendi. Hasarin
siddetine gore; 0 (degisiklik yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (agir) olarak skorlandu.
Maksimum hasar skoru 9 idi. Preparatlar Nikon Eclipse 80i 151k mikroskobu ve

Nikon goriintii analiz sistemi ile incelenerek skorlandi ve fotograflar: ¢ekildi.
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Hematoksilen & Eozin boyama protokolii

% 100 Alkol 2 dakika

% 96 Alkol 2 dakika

% 80 Alkol 2 dakika

% 80 Alkol 2 dakika
Distile suda yikama 3 dakika
Hematoks?len (1.09253.2500, Papanicolaous Harris 3 dakika
Hematoksilen, Merck, ABD)

Akarsu 5 dakika
Akarsuda yikama Daldir ¢ikar

Amonyakli su Doku mor renk alana

kadar

Akarsu Daldir gikar
Distile suda yikama 5 dakika
Eozin (05-10003/L, Bio-optica, ITA) 1.5 dakika
% 80 Alkol yikama Daldir gikar
% 96 Alkol yikama Daldir gikar
% 96 Alkol yikama Daldir gikar
Ksilol 30 dakika

Boyali preparatlar entellan damlatilarak kapatildi

6.8. IMMUNOHISTOKIMYASAL ANALIZ

Kesitler deparafinizasyon asamasi icin sirasiyla 60°C etiivde ve 60°C sicakliktaki
ksilol icerisinde 1 saat bekletildi. Ardindan anti-kaspaz 3 antikoru ile asagidaki IHC
boyama protokolii uygulandi. Preparatlar entallen ile kapatilarak Nikon Eclipse 801
digital kamera takili 151k mikroskobu (Nikon, JAP) ile fotograflandi.

IHC degerlendirme: Tiim gruplar i¢in, her X20 biiyilitme alaninda en az 100 hiicre

isaretlendi. Kesitlerde, boyanan hiicrelerin yilizdesi ve boyanma derecesinin kriter
olarak alindig1 semikantitatif bir yontemle skorlama yapildi. Boyanma derecesi: 0
(boyanma yok), 1 (zayif boyanma), 2 (orta boyanma), 3 (giiclii boyanma) olarak
degerlendirildi. Her kesit i¢in immiinohistokimyasal boyanma skorlamasi, H-skoru

ad1 verilen ve (I x PC), (I: boyanmanin derecesi, PC: her derecede boyanan
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hiicrelerin yiizdesi) formiililyle hesaplanan bir skorlama algoritmasi kullanilarak

yapild.

IHC boyama protokolii
Sodyum sitrat soliisyonu 800 watt mikrodalga firin (Profilo,

10 dk

TR)
Soguk su banyosu 20 dk
Distile su 5dk
% 3’ lik H2O> (H1009, Sigma, ABD) soliisyonu 10 dk
PBS igerisinde 2x3 dk

Dokular etrafi pappen (2377821, Sigma, ABD) ile ¢izilir ve
Serum bloking soliisyonu (SHP 125, ScyTek Laboratories, 10 dk
ABD) damlatilir

Serum bloking soliisyonu dokudan uzaklastirilir. Anti-
Kaspaz 3 (bs-0081R, Bioss, China) primer antikorlar1 1/100

oraninda seyreltilerek damlatilir nemli ortamda +4°C’ de Gece boyu
inkiibe edildi

PBS tamponu igerisinde 2x3 dk
Primer ile uyumlu biyotinlenmis sekonder antikor (SHP 125, 30 dk
ScyTek Laboratories, ABD)

PBS tamponu igerisinde 2x3 dk
Streptoavidin ile igaretli antikor (HRP) (SHP 125, ScyTek 30 dk

Laboratories, ABD)
PBS tamponu igerisinde 2x3 dk
DAB (3,3-diaminobenzidine) (ACK 500, ScyTek

Laboratories, ABD) Gozle takip
Distile su ile yikama 3 dk
Mayers Hematoksilen (M06002, Bio-optica, ITA) 1 dk
(Cesme suyu ile yikama 5dk
Distile su ile yikama 2 dk
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BOLUM 7

DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

7.1. EFUZYON SIVISININ MiKTARI (PE, ML), AKCiGER
AGIRLIGI/VUCUT AGIRLIGI (LW/BW) VE PLEVRAL EFUZYON/VUCUT
AGIRLIGI (PE/BW) ORANLARINA AiT BULGULAR

ANTU injeksiyonu yapilan grup ile ANTU injeksiyonu yapilmayan gruplar (control,
sham, PINX) karsilastirildiginda PE, PE/BW ve LW/BW bakimindan anlamli farklar
(p<0.005) tespit edilmistir. 30 giin boyunca melatonin takviyesi sonrast ANTU
verilen ratlarda (ANTU+MLT) PE seviyesi ile PE/BW ve LW/BW oranlarinin
ANTU grubuna gore ciddi sekilde azaldigi (p<0.005) belirlenmistir. Pinealektomi
yapilarak melatonin yoksunlugu olusturulmas: ve sonrasinda ANTU enjeksiyonu
(ANTU+PINX) yapilamast PE seviyesi ile PE/BW ve LW/BW oranlarini,
pinealektomi yapilmaksizin 30 giin melatonin tedavisi sonrast ANTU verilmesine
(ANTU+MLT) gore ciddi oranda artirmistir. Pinealektomi altina alinan ratlara 30
giin boyunca melatonin takviyesi sonrast ANTU uygulamas: (ANTU+PINX+MLT)
PE seviyesi ile PE/BW ve LW/BW oranlarinda melatonin ile tedavi edilmeyen
ratlara (ANTU-+PINX) kiyasla ciddi iyilesmeye (p<<0.005) sebep olmustur.
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Cizelge 7.1. Plevral eflizyon (PE) ve PE/BW ile LW/BW oranlari.

GRUPLAR PE (ml.) PE/BW (x10%) | LW/BW (x10%)
Grup 1: Kontrol 0.00+0.00 0.00+0.00 63.99+3.97
Grup 2: Sham 0.00+0.00 0.00+0.00 64.88+4.25
Grup 3: PINX 0.00+0.00 0.00+0.00 62.70+4.13
Grup 4: ANTU 4.85+0.13° 174.99+5.52 162.31+8.89°
Grup 5: ANTU+MLT 1.76+0.07** | 64.82+2.30 64.39+2.80°
Grup 6: ANTU+PINX 5.12+0.09%¢ | 190.06+5.46%¢ 185.75+6.04¢
Grup 2.36+0.08%0¢ | 84.79+3.623b< |  84.24+3 604
ANTU+PINX+MLT

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
4p<0.005 vs grup 1, grup 2 ve grup 3

®p<0.005 vs grup 4
¢p<0.005 vs grup 5

4p<0.05 vs grup 1, grup 2 ve grup 3

49




PINX—
ANTU

Controb+—
Sham——
B
ANTU
Controb—
Sham——

ANTU+PINX
ANTU+MLT
ANTU+PINX

PE (ml)
O il e e e ey
ANTUSMLT [ —— %
*
| ANTUSPINXsMLT | ——1%
PE/BW (x10%)
=
o &8 8
l—
*
ANTUSPINGRMLT [

N
Q
S

g

-
@
S

g

LW/BW (x10%)
s B
=
[ -
[ -
I -
ANTUSMLT |

ANTU+PINX

ANTU4PINX+MLT %

Sekil 7.1. Eflizyon sivisinin miktari1 (PE, ml), akciger agirligi/viicut agirligi
(LW/BW) ve plevral eflizyon/viicut agirligi (PE/BW) oranlar1. Veriler
aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10). * p<0.005 grup 1, grup 2
ve grup 3’ e gore, ** p<0.005 grup 4’ e gore *** p<0.005 grup 6’ e gore.

7.2. BIYOKIMYASAL BULGULAR

7.2.1. Melatoninin ANTU kaynakh Akciger dokusu Okidatif stres belirtecleri ve

Antioksidan parametreler iizerine etkisi

Cizelge 7.2'de sunuldugu gibi ANTU uygulamasi akciger MDA seviyelerinde
kontrol gruplarina kiyasla ciddi artisa (p<0.005) neden olmustur. Ayrica
pinealektomi yapilan ratlarin MDA seviyesi kontrol grubuna gore (p<0.005) yiiksek
bulunmustur. Diger yandan ANTU uygulamast 6ncesi melatonin takviyesi yapilan
ratlarda (ANTU + MLT) MDA seviyesi melatonin takviyesi yapilmayan ratlara gore
(ANTU) ciddi derecede (p<0.005) diistiigli gozlenmistir. Pinealektomi sonrasi
ANTU verilen ratlarda (ANTU + PINX) MDA seviyesinin pinealektomi yapilmadan
ANTU verilen gruba gore daha yiiksek oldugu ancak anlamli bir fark olmadig: tespit

edilmistir.
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Pinealektomi sonrasi 30 giin boyunca melatonin takviyesi sonrast ANTU verilen
ratlarda (ANTU+PINX+MLT) MDA seviyesi sadece ANTU verilen ratlara gore
ciddi sekilde geriledigi (p<0.005) belirlenmistir.

Cizelge 7.2. Ortalama doku MDA ve GSH diizeylerinin karsilastirilmasi.

GRUPLAR MDA GSH
(nmol/g yas doku) (nmol/g yas doku)
Grup 1: Kontrol 469.67+20.70 1207.25+£51.10
Grup 2: Sham 483.31+£23.20 1181.81£6.10
Grup 3: PINX 605.91+£24.222 866.56+4.83%
Grup 4: ANTU 1363.41+199.60*° 507.80+8.07%b
Grup 5: ANTU + MLT 716.56+45.46%b4 737.27+30.53%¢4
Grup 6: ANTU + PINX 1751.04+229.58> 498.05+5.69%bf
Grup 7: ANTU+PINX+MLT 812.69+67.26%¢ 705.93+27.57%bd2
Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
2p<0.005 vs grup 1, grup 2 bp<0.005 vs grup 3 °p<0.05 vs grup 3
4p<0.005 vs grup 4 °p<0.05 vs grup 4 fp<0.005vs grup5 &p<
0.005 vs grup 6

Akciger dokusu GSH diizeyleri incelendiginde, ratlar pinealektomi altina alindiginda
akciger GSH diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla ciddi disiisler (p<0.005)
goriilmiistiir (Cizelge 7.2). Diger yandan ratlara ANTU uygulamast GSH
diizeylerinde kontrol ve PINX gruplarmma gore ciddi diisiise (p<0.005) neden
olmustur. Ilave olarak ANTU uygulamas1 éncesi 30 giin boyunca melatonin takviyesi
yapilmasi tedavi yapilmayan gruba gore (ANTU) GSH seviyelerinde ciddi artislara
(p<0.005) neden olmustur. Ayrica pinealektomi sonrast ANTU uygulamasi
yapilmast (ANTU+PINX), pinealektomi yapilmadan melatonin takviyesi yapilarak
ANTU uygulamast (ANTU +MLT) yapilmasina kiyasla GSH seviyelerinde ciddi
diisiise (p<0.005) sebep olmustur. Pinealektomi altina alinan ratlara 30 giin boyunca
melatonin takviyesi yapilmast ve ANTU uygulamast (ANTU+PINX+MLT) GSH
seviyelerinde melatonin ile tedavi edilmeyen ratlara (ANTU+PINX) kiyasla ciddi
iyilesmeye (p<0.005) sebep olmustur.
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Cizelge 7.3'te sunuldugu gibi akciger dokusu SOD ve CAT aktivite diizeyleri
olgtildiigiinde, ratlara pinealektomi iglemi yapilmasi kontrol grubuna gére doku SOD
diizeylerinde anlamli (p<0.005) CAT aktivitelerinde ise anlamli olmayan bir diisiise
neden olmustur. Ancak ratlara ANTU uygulamasi hem kontrol hemde PINX
gruplarina kiyasla SOD ve CAT aktivitelerinde ciddi diisiislere (p<0.005) neden
olmustur. Diger yandan ANTU uygulamasi 6ncesi 30 giin boyunca melatonin
takviyesi yapilmasi tedavi yapilmayan gruba gore (ANTU) SOD ve CAT
aktivitelerinde ciddi iyilesmeye (p<0.005) sebep olmustur. Ilave olarak, pinealektomi
sonrast ANTU uygulamas1 yapilmast (ANTU+PINX), pinealektomi yapilmadan
melatonin takviyesi yapilarak ANTU uygulamasi (ANTU +MLT) yapilmasina
kiyasla SOD ve CAT diizeylerinde ciddi diisiise (p<0.005) neden olmustur. Ancak
pinealektomi altina alinan ratlara 30 giin boyunca melatonin takviyesi yapilmasi ve
ANTU uygulamasi (ANTU+PINX+MLT) SOD ve CAT aktivitelerinde melatonin ile
tedavi edilmeyen ratlara (ANTU+PINX) kiyasla ciddi iyilesme (p<0.005)
gozlenmistir.

Cizelge 7.3. Ortalama doku SOD ve CAT aktivitelerinin karsilastiriimasi

GRUPLAR SOD CAT
(U/g protein) (K/g protein)

Grup 1: Kontrol 72.56+5.85 18.50+1.57

Grup 2: Sham 55.86+4.19 17.22+1.26

Grup 3: PINX 40.34+2.91%b 13.27+1.13

Grup 4: ANTU 19.69+2.272¢4d 4.46:+0.23%¢4

Grup 5: ANTU + MLT 44.92+3.89*¢ 10.19+1.08%¢h

Grup 6: ANTU + PINX 21.80+2.378¢.4f 3.95+0.22804f

Grup 7: 44.42+3.72%¢8 9.71+1.13%¢ceeh

ANTU+PINX+MLT
Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
ap< 0.005 vs grup 1 ®p<0.05 vs grup 2 ¢p< 0.005 vs grup 2 dp<
0.005 vs grup 3 ¢p< 0.005 vs grup 4 fp<0.005 vs grup 5 Ep<
0.005 vs grup 6 P p<0.05 vs grup 3

Cizelge 7.4'te sunuldugu gibi ratlarin pinealektomi altina alinmasi kontrol grubuna

gore akciger TAS seviyelerinde ciddi diisiilere (p<0.005) neden olurken TOS ve OSI
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seviyelerinde ise anlamli artiglara (p<0.005) neden olmustur. Ayrica ratlara ANTU
uygulamasi kontrol ve PINX gruplarina kiyasla akciger TAS seviyelerinde anlaml
diisiislere (p<0.005) neden olurken TOS ve OSI seviyelerinde ise artislara (p<0.005)
neden olmustur. Diger yandan ANTU uygulamasi dncesi 30 giin boyunca melatonin
takviyesi yapilmasi tedavi yapilmayan gruba gore (ANTU) akciger TAS
seviyelerinde anlaml artiglara (p<0.005) neden olurken TOS ve OSI seviyelerinde
ise ciddi diisiislere neden olmustur. Ilave olarak, pinealektomi sonrast ANTU
uygulamasi yapilmasi (ANTU+PINX), pinealektomi yapilmadan melatonin takviyesi
yapilarak ANTU uygulamasi (ANTU+MLT) yapilmasina kiyasla TAS seviyelerinde
anlamli diisiislere (p<0.005), TOS ve OSI degerlerinde ise ciddi artislar
gozlenmesine neden olmustur. Ancak pinealektomi altina alinan ratlara 30 giin
boyunca melatonin takviyesi yapilmast ve ANTU uygulamasi (ANTU+PINX+MLT)
melatonin ile tedavi edilmeyen ratlara (ANTU+PINX) kiyasla TAS seviyelerinde
anlamli iyilesmeye (p<0.005), TOS seviyelerinde ise ciddi diisiislere (p<0.005)

neden olurken OSI degerindeki azalma anlamli olmamustir.

Cizelge 7.4. Doku TAS, TOS diizeyleri ve OSI degeri.

GRUPLAR TAS TOS
(nmol (nmol OSI
Trolox eqv/L) H20; eqv/L)
Grup 1: Kontrol 1.50+0.03 25.29+40.61 1.68+0.05
Grup 2: Sham 1.42+0.00 25.25+0.51 1.77+0.03
Grup 3: PINX 1.23+0.03%b 44.63+4.44%b 3.65+0.40%°
Grup 4: ANTU 0.9940.043b¢ 79.06+2.05%b< 8.17+0.55%b¢
Grup 5: ANTU + MLT 1.14+0.028b< 52.93+2.18bh 4.65+0.26%0h
Grup 6: ANTU + PINX 0.88+0.02abcef 96.12+2.623b¢hf | 10.92+0.39%bchf
Grup 7: 1.03+0.013bcte 60.82+3.08*bche | 58440 253bchf
ANTU+PINX+MLT
Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
2p<0.005 vs grup 1 b p< 0.005 vs grup 2 °p<0.005 vs grup 3 °p<
0.05 vs grup 4 fp<0.005 vs grup 5 ¢p< 0.005 vs grup 6 b p<0.005
vs grup 4

53




7.2.2. Melatoninin ANTU kaynakh Akciger inflamasyon belirtecleri (IL-1p ve
TNF-a) iizerine etkisi

Ratlarin pinealektomi altina alinmasi akciger IL-1B (Cizelge 7.5.) ve TNF-a (Cizelge
7.6.) seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli artiglara (p<0.005) neden
olmustur. Ayrica ratlara ANTU uygulamas: hem kontrol hemde PINX gruplarina
gore IL-1B TNF-a seviyelerinde artiglara (p<0.005) neden olmustur. Fakat ANTU
uygulamasi dncesi 30 giin boyunca melatonin takviyesi yapilmasi tedavi yapilmayan
gruba gore (ANTU) akciger IL-1B ve TNF-a seviyelerinde (p<0.005) ciddi diistise
sebep olmustur. ilave olarak pinealektomi sonrasi ANTU uygulamasi yapilmasi
(ANTU+PINX), pinealektomi yapilmadan melatonin takviyesi yapilarak ANTU
uygulamasi (ANTU +MLT) yapilmasma kiyasla IL-1B (p<0.005) ve TNF-a (p<
0.05) seviyelerinde ciddi artis gozlenmesine neden olmustur. Diger yandan
pinealektomi altina alinan ratlara 30 giin boyunca melatonin takviyesi yapilmasi ve
ANTU uygulamas: (ANTU+PINX+MLT) melatonin ile tedavi edilmeyen ratlara
(ANTU+PINX) kiyasla IL-1p ve TNF-a seviyelerinde ciddi gerileme (p<0.005)

gozlenmistir.
Cizelge 7.5. Serum IL-1p diizeyleri ng/ml).
GRUPLAR IL-1p
(ng/ml)
Grup 1: Kontrol 9.98+0.17
Grup 2: Sham 9.84+0.26
Grup 3: PINX 12.78+0.76*
Grup 4: ANTU 28.66:+0.88%P
Grup 5: ANTU + MLT 17.13+0.67%b¢
Grup 6: ANTU + PINX 30.83+0.63%b<
Grup 7: ANTU+PINX+MLT 18.27+0.973bcf
Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
2p<0.005 vs grup 1 ve grup 2 ®p<0.005 vs grup 3 °p<0.005 vs grup 4
°p< 0.005 vs grup 5 fp<0.005 vs grup 6
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Cizelge 7.6. Serum TNF-a diizeyleri (ng/L).

GRUPLAR TNF-a
(ng/L)
Grup 1: Kontrol 174.70+4.26
Grup 2: Sham 188.08+4.24
Grup 3: PINX 261.17+13.732
Grup 4: ANTU 605.34+23.66%°
Grup 5: ANTU + MLT 409.26+6.55%b¢
Grup 6: ANTU + PINX 742.63+54.30%0F
Grup 7: ANTU+PINX+MLT 416.75+35.52%bc8
Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
2p<0.005 vs grup 1 ve grup 2 ®p< 0.005 vs grup 3 ¢p<0.005 vs grup 4
¢p<0.05 vs grup 4 fp<0.005 vs grup 5 £p<0.005 vs grup 6

7.2.3. Pinealektominin Ratlarin Serum Melatonin Seviyeleri Uzerine Etkisi
Serum melatonin seviyeleri pinealektomi isleminden sonra kontrol grubuna kiyasla
ciddi sekilde (p<0.005) diismiistiir (Cizelge 7.7.). Diger yandan pinealektomize
ratlarm  ANTU  uygulamasi  Oncesi  melatonin  takviyesi  yapilmasi
(ANTU+PINX+MLT) tedavi yapilmayan gruba kiyasla ciddi sekilde yiikseldigi
(p<0.005) tespit edilmistir.
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Cizelge 7.7. Serum melatonin diizeyleri (ng/L).

GRUPLAR Melatonin
(ng/L)

Grup 1: Kontrol 264.42+17.42

Grup 2: Sham 278.27+14.85

Grup 3: PINX 40.72+1.802

Grup 4: ANTU 77.60+3.77%b

Grup 5: ANTU + MLT 172.29+9.09%b-

Grup 6: ANTU + PINX 35.72+3.97%ef

Grup 7: ANTU+PINX+MLT 74.42+8 2808
Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
2p<0.005 vs grup 1 ve grup 2 ®p<0.005 vs grup 3 ¢p<0.05 vs grup 3
¢p<0.005 vs grup 4 fp<0.005 vs grup 5 £p<0.005 vs grup 6

7.2.4. istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler SPSS (SPSS for Windows version 14.0) istatistiksel yazilim
programi ile yapildi. Tiim sonuclar aritmetik ortalama + standart hata (SE) olarak
ifade edildi. Tim gruplardaki Olgiilebilir degiskenlerin Shapiro Wilk normallik
testine gore normal dagilim gostermedigi saptandi (p>0.05). Bu nedenle istatistiksel
degerlendirmede parametrik olmayan testlerden Kruskal Wallis varyans analizi tim
degiskenler yoniinden gruplarin genel karsilastirilmasinda kullanilirken, gruplarin
ikili karsilastirilmasinda ise Mnn-Whitney U testi kullanildi. p<0.005 istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.

7.3. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Kontrol ve Sham gruplarina ait akciger dokular1 normal histolojik goriinimdeydi
(Sekil 7.2 A, B). PINX grubunda da normale yakin bir gériiniim mevcuttu (Sekil 7.2
C). Bu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05). ANTU
grubunda konjesyon, yaygin inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve interstisyel
pulmoner 6dem tespit edildi (Sekil 7.2 D, E). ANTU grubunun ortalama
histopatolojik hasar skoru 4.10+0.27 idi. ANTU+MLT grubunda histopatolojik
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degisikliklerin belirgin olarak azaldig: tespit edildi (Sekil 7.2 F). Kontrol, Sham ve
PINX gruplar1 ile ANTU grubu karsilastirildiginda hasar skorunda istatistiksel olarak
anlaml1 bir artig bulundu (p<0.05, hepsi i¢in). ANTU grubu ve ANTU+MLT grubu
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05). ANTU+PINX
grubunda hasarin siddeti artmist1 (Sekil 7.2 G, H). ANTU+PINX grubunun ortalama
histopatolojik hasar skoru 5.40+0.30 idi. ANTU+PINX+MLT grubunda hasarin
siddeti azalmist1 (Sekil 7.2 ). Her bir grup i¢in ortalama histopatolojik hasar skoru
Cizelge 7.8'de verildi.

Cizelge 7.8. Ortalama histopatolojik hasar skoru.

Gruplar Hasar Skoru
Grup 1: Kontrol 0.00+0.00
Grup 2: Sham 0.10+0.10
Grup 3: PINX 0.50+0.22
Grup 4: ANTU 4.10+0.27°
Grup 5: ANTU + MLT 2.10+0.23%b
Grup 6: ANTU + PINX 5.40+0.302¢4
Grup 7: ANTU + PINX + MLT 3.20+0.292¢f

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
ap<0.005 vs grup 1, grup 2, grup 3 ®p<0.005 vs grup 4 ¢p<0.05 vs grup 4
4p<0.005 vs grup 5 ¢p<0.05 vs grup 5 fp<0.005 vs grup 6
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Sekil 7.2. Akciger dokusunun histopatolojik goriintiisii. Kontrol ve sham gruplarina
ait akciger dokular1 normal histolojik goriiniimdeydi. PINX grubu da normale
yakindi. A. Kontrol grubu, B. Sham grubu, C. PINX grubu. ANTU grubuna ait
akciger dokusunda konjesyon (yildiz), yaygin inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (kalin
oklar) ve interstisyel 6dem (ince oklar) ve iceren hasarli alanlar bulunmaktaydi.
ANTU+PINX grubunda hasar daha siddetliydi. ANTU kaynakli akciger hasarinda
melatoninin etkisiyle histopatolojik degisikliklerde belirgin azalma goézlendi. D.
ANTU grubu, E. ANTU grubu, F. ANTU+MLT grubu, G. ANTU+PINX grubu, H.
ANTU++PINX grubu, I. ANTU+PINX+MLT grubu. H-E; X20. Bar: 20 pm

7.4. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Kaspaz-3 immiinreaktivitesi
Kontrol, sham ve PINX gruplari ile karsilastirildiginda, ANTU gruplarina ait akciger
dokularindaki kaspaz-3 ifadesinin artmis oldugu tespit edildi. ANTU grubunda
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kaspaz-3 ifadesi orta siddetteyken, ANTU+PINX grubunda ise ifadenin yiiksek
siddette oldugu goriildii (Sekil 7.3., 7.4. ). Kaspaz-3 immiin boyamasina ait H-skoru
grafigi Cizelge 7.9'da gosterildi.

Cizelge 7.9. Kaspaz-3 immiinreaktivitesi i¢in ortalama H-skoru.

Gruplar H-Skoru
Grup 1: Kontrol 119.40+0.77
Grup 2: Sham 127.80+2.16
Grup 3: PINX 137.10£2.17
Grup 4: ANTU 223.50+8.75°
Grup 5: ANTU + MLT 165.90+3.10%P
Grup 6: ANTU + PINX 267.50+6.63%¢
Grup 7: ANTU + PINX + MLT 226.50+5.472¢4

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
p<0.005 vs grup 1, grup 2, grup 3 ®p<0.005 vs grup 4

“p<0.005vsgrup5  p<0.005 vs grup 6

Sekil 7.3. Akciger dokusunun kaspaz-3 antikoru ile immiiniihistokimyasal boyamasi.
Dokular kaspaz-3 antikoru ile immiiniihistokimyasal yontem kullanilarak boyandi.
Kontrol ve sham gruplarina ait bronsiyoller birbirine benzerdi ve az yogunlukta
boyanma vardi. ANTU grubunda ise boyanma belirgindi. ANTU+PINX grubundaki
bronsiyollerde en siddetli boyanma mevcuttu. ANTU+MLT grubunda boyanma

yogunlugu melatoninin etkisi ile azalmisti. A. Kontrol grubu, B. Sham grubu, C.
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PINX grubu, D. ANTU grubu, E. ANTU+PINX grubu, F. ANTU+MLT grubu, G.
ANTU+PINX+MLT grubu. Anti-kaspaz-3; X20. Bar: 20 um.

Sekil 7.4. Akciger dokusunun kaspaz-3 antikoru ile immiiniihistokimyasal boyamasi.

Dokular kaspaz-3 antikoru ile immiiniihistokimyasal yontem kullanilarak boyandi.
Kontrol ve sham gruplarina ait alveoller birbirine benzerdi ve az yogunlukta
boyanma vardi. ANTU grubunda ise boyanma belirgindi. ANTU+PINX grubundaki
alveollerde en siddetli boyanma mevcuttu. ANTU+MLT grubunda boyanma
yogunlugu melatoninin etkisi ile azalmisti. A. Kontrol grubu, B. Sham grubu, C.
PINX grubu, D. ANTU grubu, E. ANTU+PINX grubu, F. ANTU+MLT grubu, G.
ANTU+PINX+MLT grubu. Anti-kaspaz-3; X40. Bar: 20 um.

7.5. TARTISMA

Pulmoner 6dem, akcigerde sivi filtrasyonunun artmasina neden olan pulmoner
dolagimdaki mekanik bozukluklardan veya alveolar-kapiller bariyerin inflamatuvar
veya toksik hasarina bagli olarak artan vaskiiler gecirgenlikten kaynaklanabilir [156].
Plevral eflizyon gelisimi plevral ve pulmoner kilcal damarlarin hidrostatik veya
kolloid-ozmotik basincindaki degisiklikleri, plevral vaskiiler gecirgenlikteki
degisiklikleri ve bozulmus lenfatik drenaji kapsamaktadir [157]. Pulmoner 6dem

sirasinda plevral eflizyon olusumu, alveolar tagkinin ¢oziilmesinde (resolution of
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alveolar flooding) dnemli bir fizyolojik mekanizmadir [158]. Plevral efiizyon miktari

pulmoner 6dem gelisimi ile yakindan iliskilidir [96].

ANTU modelinde interstisyel akciger boslugu sivi ile doyuruldugunda akciger
interstisyel sivisinin visseral plevra yoluyla plevral bosluga drenaji s6z konusudur.
Sicanlara i.p. ANTU uygulanmasinin ardindan 4 saat i¢inde maksimum diizeye
ulagan akciger 6demi ve plevral efiizyon gelismektedir. Olusan 6dem ya 24-48 saat
icinde tamamen ortadan kaybolur ya da durum daha da kétiileserek siganin 6liimiine

neden olur.

Calismamizda i.p. olarak 10 mg/kilogram dozda ANTU enjekte edilen tiim
siganlarda 4 saatlik zaman diliminde ciddi akut akciger hasari olusmustur. Bu
hasarda, plevral eflizyon (PE) olusumu, akciger agirligi/viicut agirhigi (LW/BW) ve
plevral efiizyon/viicut agirligt (PE/BW) oranlarinda artma saptanmistir. Siganlarda
ANTU’ nun neden oldugu akut akciger hasarinda deksmedetomidin’ inin [97] ve
endotelin reseptor antagonisti tezosentan’ 1n etkilerinin arastirildigi  iki ayn
calismada ANTU gruplarindaki PE, LW/BW ve PE/BW o6l¢iimleri, kontrol ve tedavi
gruplarina gore daha yiiksek bulunmustur. Yine sicanlarda lipopolisakkarid kaynakli
akut akciger hasar1 iizerinde eksojen kiikiirt dioksitin iyilestirici etkilerinin [159] ve
metilprednizolon’un ise karsi etkisinin [160] arastirildigi ¢alismalarda LW/BW
oranlarinda artig tespit edilmistir. Bizim c¢alismamizda ANTU ve ANTU+PINX
gruplarindaki ortalama PE, LW/BW ve PE/BW o&l¢iimleri, kontrol gruplari ve tiim
MLT tedavi gruplarindan 6nemli 6l¢iide daha yiiksekti. ANTU grubuna kiyasla MLT
injeksiyonu yapilan MLT (10 mg/kg) grubunda ortalama PE, LW/BW ve PE/BW
degerlerinde de onemli diisiisler vardi. Farelere ayn1 dozda giinliik melatonin (10
mg/kg i.p.) uygulamasinin yapildigi bir ¢calismada, MLT’ in viicut agirligi kaybini,
Olim oranini, akcigerin polimorfoniikleer noétrofillerle infiltrasyonunu, 6dem
olusumunu 6nemli Slgiide azalttigi ortaya konmustur [161]. Calismamizda hem
ANTU verilen hem de pinealektomi yapilan sicanlarda hastaligin tablosu daha
kotiiydii. Ancak melatonin  verilen gruplarda efiizyon, pulmoner &dem ve

inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun daha az gelistigi tespit edildi.
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Akcigerdeki oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasinin bir¢ok hava yolu
patolojisinin gelisiminde anahtar bir adim oldugu diistintilmektedir. Oksidatif strese
bagl akciger hastaliklarinin kontroliinde veya onlenmesinde [162] ¢esitli enzimatik
ve enzimatik olmayan antioksidanlar mevcuttur; bununla birlikte, inflamasyon
sirasinda asir1 ROS iiretimi nedeniyle bu savunmalar bastirilir ve bu nedenle hava
yollarinda/sistemik dolagimda enflamatuar olaylar ortaya c¢ikar [163]. Oksidatif
streste ROS aracili doku hasarini ortadan kaldirmaya yonelik endojen antioksidan
savunma hattini, enzimatik (SOD ve CAT) ve enzimatik olmayan GSH molekiilleri
olusturmaktadir [164]. Oksidatif stresin duyarli diger bir biyobelirteci ise lipid
peroksidasyon son iiriini MDA’ dir [165]. Yaygin olarak kullanilan insektisitlerden
biri olan alpha-cypermethrin (a-CYP) ile si¢anlarda olusturulan pulmoner toksisite
calismasinda a-CYP’ in pulmoner MDA diizeylerini 6nemli 6l¢iide arttirdigi, CAT
ve SOD aktivitelerini ve akcigerde GSH igerigini ise azalttii tespit edilmistir.
Ayrica akciger dokularinda IL-1p ve TNF-o' y1 da tetikledigi ortaya ¢ikmistir [166].
Toksisitesini ana hedef organ olarak akcigerlerde gosteren ve diinya c¢apinda
kullanilan bir herbisit olan paraquat, insan ve hayvanlar i¢in oldukga toksiktir.
Paraquat kaynakli akut akciger hasar1 olusturulmus sicanlarda yapilan bir ¢aligmada
plazma MDA seviyelerinin énemli 6l¢iide yiikseldigi ve SOD seviyelerinin dnemli
Olciide azaldigi tespit edilmistir. Paraquat zehirlenmesinden sonraki 1. giinde ise
TNF-a, IL-1B plazma seviyeleri onemli Olglide yiiksek bulunmustur [167].
Sicanlarda deneysel olarak cecal ligation and puncture (CLP) kaynakli sepsis modeli
ile olusturulmus akut akciger hasarinda goriilen oksidatif stres ve inflamasyonda,
TNF-a ve IL-1P seviyelerinde dramatik artiglar gézlemlenmistir. Bu durum MDA
seviyelerinde artisa, SOD ve GSH seviyelerinde ise ciddi diisiislere neden olmustur
[168]. Bleomycin kaynakli akciger oksidatif hasar1 {izerine licorice takviyesinin
koruyucu etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, akciger dokusunda inflamasyon ve
oksidatif hasar sonucu SOD ve CAT ekspresyonunda azalma gézlemlenmistir [169].
Sicanlarda lipopolisakkarid injeksiyonu ile olusturulmus akut akciger hasarinda ¢ok
saylda inflamatuvar mediatorlerin ve reaktif oksijen tiirlerinin tiretildigi ortaya
koyulmustur. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, MDA seviyesinde 2.30 kat artig
ve SOD aktivitesinde %71.0 azalma tespit edilmistir [170]. Akciger dokusunda
naftalin’ in yapmis oldugu oksidatif hasarin arastirildigi bagka bir ¢aligmada ise

naftalin, GSH diizeyinde diisiise, MDA diizeyinde artisa neden olmustur. Bunun
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yaninda proinflamatuvar sitokinlerden TNF-a ve IL-1B seviyelerinde énemli 6lgiide
bir artis goriilmesi, bu tiir ¢alismalarda inflamatuvar mekanizmalarin aktif hale

geldigini ve oksidatif hasarin kaginilmaz oldugunu dogrulamaktadir [171].

Akcigerlerde ANTU kaynakli oksidatif stres, antioksidanlari tiiketmektedir.
Calismamizda pinealektomi sonrast ANTU uygulamasi yapilmasi, pinealektomi
yapilmadan melatonin takviyesi yapilarak ANTU uygulamasina kiyasla GSH ve
SOD seviyelerinde ciddi diisiislere sebep olmustur. Sonug¢larimizdan, GSH ve SOD
seviyelerinin baskilanmasi ve bunun yaninda oksidatif stres belirteci MDA'nin artan
seviyeleri, ANTU' nun lipid peroksidasyonunu arttirdigin1 dogruladi. Melatonin
uygulamasi, MDA'y1 azaltarak ve GSH ve SOD' yi artirarak oksidatif stresi ortadan
kaldirdi. Melatonin, hiicreleri serbest radikallere karst koruma saglamak i¢in GSH

konsantrasyonunu artirmaya tesvik etti.

Akciger hasarmi takiben ilk tepki olarak inflamasyonun aktif hale gelmesiyle
ndtrofiller ve makrofajlar gibi inflamatuvar hiicreler alt solunum yollarinda birikir ve
sonu¢ olarak zararli miktarlarda ROS ile cesitli zararli sitokinler ve biiyiime
faktorlerini serbest birakir [172]. IL-1p ve TNF-a, giiglii proinflamatuvar aktivitelere
sahip olduklart ve c¢esitli proinflamatuvar mediatorlerin  salgilanmasin
destekleyebildikleri i¢cin en Onemli proinflamatuvar sitokinlerdir. Bleomisin ve
lipopolisakkarid kaynakli iki pulmoner fibrozis modelinin olusturuldugu ve Naja naja
atra zehirinin pulmoner fibrozis lizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada,
artan MDA seviyesi ile birlikte SOD ve GSH seviyelerinin azaldig: tespit edilmistir.
Hem bleomisin hem de lipopolisakkarid ile indiiklenen modellerde, serumda TNF-a
ve IL-1B seviyeleri yiiksek bulunmustur [172]. Lipopolisakkarid kaynakli akut
akciger hasari, birgok caligmada pulmoner fonksiyonlarin bozulmasi ve pulmoner
TNF-a ve IL-1B artiglariyla kanitlanmistir [173]. IL-1B ve TNF-a gibi inflamatuvar
sitokinlerin asir1 iiretimi ve salgilanmasi, pulmoner vaskiiler endotel hiicrelerinin ve
alveolar epitel hiicrelerinin asir1 inflamatuvar hasarma yol acgarak, akciger
fonksiyonunun bozulmasina, hatta diger periferik organlar1 bile etkilemesine neden
olabilir [174]. Sigcanlarda ¢ekal ligasyon ve ponksiyon kullanilarak olusturulan sepsis

kaynakl1 akciger hasari iizerine flufenamik asidin etkisinin [175] ve paeoniflorin’ in
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etkisinin aragtirildigr farkl iki calismada TNF-a, IL-6, IL-1p ve MDA seviyelerinin
yiikselmesinin yaninda SOD ve GSH seviyelerinin azaldigi tespit edilmistir [176].

Melatonin ve metabolitleri, hem serbest radikalleri temizleme yetenekleri hem de
doku antioksidan kapasitesini artirma potansiyelleri sayesinde genis spektrumlu
antioksidanlardir. Melatonin'in farelerde siklofosfamid kaynakli oksidatif akciger
toksisitesine kars1 etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada GSH seviyeleri ile SOD ve
CAT aktivitelerini 6nemli dl¢lide diizelttigi ayrica fare akciger dokularinda oksidatif
toksisiteyi onlemeye yardimci oldugu ortaya konmustur [177]. Yetigkin C57BL/6J]
farelerde akciger iskemi-reperfiizyon hasarinda melatoninin etkisinin arastirildigi bir
caligmada ise, bu hasar neticesinde dolasimdaki TNF-a ve IL-1B seviyelerinde artig
bildirilmistir. Melatoninin, oksidatif stres ve inflamasyonun inhibisyonu yoluyla
akciger iskemi-reperflizyon hasarini hafiflettigi ortaya konmustur[178]. Bizim
calisgmamizda ANTU uygulamasit oncesi 30 giin boyunca melatonin takviyesi
yapilmasi melatonin tedavi yapilmayan gruba gére (ANTU) akciger IL-1p ve TNF-a
seviyelerinde ciddi diisiise sebep olmustur. Ilave olarak pinealektomi sonrast ANTU
uygulamasi yapilmasi, pinealektomi yapilmadan melatonin takviyesi yapilarak
ANTU uygulamasi yapilmasina kiyasla IL-18 ve TNF-a seviyelerinde ciddi artig
gbzlenmesine neden olmustur. Calismamizda histopatolojik olarak ANTU grubunda
konjesyon, yaygin inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve interstisyel pulmoner 6dem
tespit edildi. ANTU+PINX grubunda hasarin siddeti artmisti. Melatonin injeksiyonu
yapilan ANTU+MLT ve ANTU+PINX+MLT gruplarinda hasarin ve histopatolojik
degisikliklerin belirgin olarak azaldigi tespit edildi. Melatonin tedavisi akciger
efiizyon ve 6deminin gerilemesini ve akciger mimarisinin iyilesmesini destekledi.

Bu sonuglar, kronik melatonin tedavisinin dogrudan siipiiriicii etkilerinin yani sira,
notrofil infiltrasyonunu inhibe ederek, oksidan-antioksidan durumunu dengeleyerek
ve inflamatuvar mediatorlerin olusumunu diizenleyerek melatoninin akciger hasarina
kars1 antioksidan ve antiinflamatuvar bir etki sagladiginm1 gostermektedir. Toplu
olarak bu sonuglar melatoninin proinflamatuvar mediatorleri baskiladigini ve
melatoninin proinflamatuvar bozukluklarin tedavisi i¢in potansiyel bir aday ajan

olabilecegini desteklemektedir.
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