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OZET

Oleik Asitle Olusturulan Akut Akciger Hasarinda Erdostein On-Uygulamasinin
Koruyucu Rolii

Giris ve Amac: Akut akciger hasari, akcigerlerde fonksiyon kaybiyla seyreden, yliksek
mortaliteye sahip bir durumdur. Erdostein antioksidan ve anti-inflamatuvar o6zellige sahip
mukolitik bir ajandir. Nétrofil birikimini dnleyerek hasar siddetinin azaltmaktadir. Ozellikle
kronik akciger hastaliklarinda kullanilmaktadir. Ancak akut etkisi hakkinda ¢ok az ¢alisma
bulunmaktadir. Bu nedenle erdostein on-uygulamasinin oleik asitle (OA) olusturulan akut
akciger hasarindaki koruyucu roliiniin arastirmay1 amagladik.

Yontem: 24 adet Erkek Wistar Albino sicanlar 4 gruba ayrildi: Kontrol grubuna oral serum
fizyolojik (SF) uygulamasindan bir saat sonra kuyruk veninden 50 mikrolitre SF, OA grubuna
oral SF uygulamasidan bir saat sonra kuyruk veninden 50 mikrolitre OA, Erdostein grubuna
oral Erdostein (150 mg/kg tek doz) uygulamasindan bir saat sonra kuyruk veninden 50
mikrolitre SF, Erdostein + OA grubuna ise oral Erdostein (150 mg/kg tek doz) uygulamasini
takiben bir saat sonra kuyruk veninden 50 mikrolitre OA enjeksiyonu yapildi. OA
enjeksiyonlarindan 4 saat sonra anesteziye edilen siganlarin akciger dokularinda katalaz,
glutatyonperoksidaz, superoksitdismutaz aktivitesi, malodialdehit ve protein karbonil
diizeyleri Olctildii. Ayrica akcigerler histopatolojik olarak 1s1k ve elektronmikroskobisi ile
incelendi. Immuno-histokimyasal olarak akciger hasar1 degerlendirildi. (Bu ¢aligma “HU
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimince” desteklenmistir. Proje no: THD-2015-
7586).

Bulgular: OA uygulanan sicanlarin akciger agirliklar1 (P<0,05), doku malodialdehit ve
protein karbonil diizeyleri (P<0,05) artarken katalaz (P<0,01), superoksitdismutaz (P<0,001),
glutatyon peroksidaz (P<0,001) aktivitelerinin baskilanmis oldugu, erdostein 6n-uygulamasi
ile bu bulgularn diizeldigi gbzlendi. Histopatolojik incelemede, OA’nin intra-alveolar ve
interstisyel alanda siv1 birikimine, makrofaj ve nétrofil sayisinda artisa yol actig1, erdostein
on-uygulamasi ile alveolar alandaki s1v1 birikiminin, interstisyel 6dem, kapiller konjesyonun,
makrofaj ve notrofil sayisinin belirgin azaldigi saptandi.

Sonug: Erdostein 6n-uygulamasi akut akciger hastaliklarda da akcigerleri korumakta, oleik
asidin olusturdugu inflamasyonu ve oksidan stresi azaltmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Erdostein, Oleik Asit, Akut Akciger Hasari,



ABSTRACT

The Protective Role of Erdosteine Pre-treatment on Oleic Acid-Induced Acute Lung
Injury

Introduction and Objective: Acute lung injury is a condition characterized by acute
respiratory failure with high mortality rate. Erdosteine is a mucolytic agent with antioxidant
and anti-inflammatory effects. It reduces the severity of injury by preventing neutrophil
accumulation. It is particularly used in chronic lung diseases. However there are few studies
on its acute effects. Therefore, we aimed to investigate the protective effect of erdosteine pre-
treatment on oleic acid (OA)-induced acute lung injury.

Methods: 24 male Wistar Albino rats were assigned into four groups: Control group
received oral saline and one hour later 50 microliters of i.v.saline. OA group was
administered oral saline and one hour later 50 microliters of i.v. OA. Erdosteine group
received a single dose of erdosteine (150 mg/kg) orally and one hour later 50 microliters of
1.v.saline. OA + Erdosteine group received oral erdosteine (150 mg/kg) and one hour later 50
microliters of 1.v. OA. Tail vein was used for all 1.v.injections. Four hours later following OA
injection, rats were anesthetized. Lung tissues were excised to evaluate the tissue
malondialdehyde and protein carbonyl levels, catalase, glutathione peroxidase, superoxide
dismutase activity, and histopathological changes (light, electron microscopy and
immunocytochemistry). (This work was supported by Hacettepe University Scientific
Research Coordination Unit. Project Number:THD-2015-7586).

Results: OA administration increased lung weight (P<0,05), tissue malondialdehyde and
protein carbonyl levels (P<0,05) and decreased catalase(P<0,01),glutathione peroxidase
(P<0,001), superoxide dismutase (P<0,001) activities. Erdosteine pre-treatment ameliorated
all these changes and OA-induced alveolar fluid, capillary congestion, interstitial edema,
macrophage and neutrophil accumulation.

Conclusion: Erdosteine pre-treatment reduces OA-induced inflammation and oxidant stress
and protects the lung tissue against acute lung injury.

KeyWords: Erdosteine, Oleic Acid, Acute Lung Injury



1.AMAC VE KAPSAM

Bu ¢aligmada erdosteinin oleik asitle olusturulan akut akciger hasarinda koruyucu roliinii
arastirmay1 amagladik. Bunu gosterebilmek i¢in oleik asidin akcigerlerde olusturdugu
patolojiyi 151k ve elektron mikroskobisi ile gosterip erdosteinin bu hasar1 diizeltip
diizeltemedigini gostermeyi amagladik. Ayrica oleik asidin olusturdugu yag ve protein
oksidasyonu tlizerine erdosteinin koruyu roliinii de biyokimyasal analizlerle degerlendirmek
istedik. Tim bunlarin yaninda oleik asit akcigerlerde nétrofil infiltrasyonuna da neden
olmaktadir. Erdosteinin anti-infalamatuar 6zelligi sayesinde bu notrofil infiltrasyonu ve buna

bagli olusan hasar1 da azaltma derecesini immunohistokimyasal olarak gostermeyi hedefledik.

2. GIRiS VE GENEL BILGILER

Akut solunum sikintis1 sendromu (ARDS) pulmoner veya ekstrapulmoner nedenlerle
gelisen, bolgesel veya sistemik inflamatuar yanita bagl olarak akcigerlerde ciddi fonksiyon
kaybiyla seyreden, yiiksek mortaliteye sahip bir durumdur(Bernard et al., 1994; Ranieri et al.,
2012; Repine, 1992). ARDS oksijen tedavisine direngli hipoksemi ile karakterizedir. ARDS’
de akciger kompliyans1 azalir, mikrovaskiiler gecirgenlik artar. Buna bagl olarak da yaygin
alveolar hasar ve alveolar 6dem gozlenir. Bir¢ok yeni tedavi yontemleri gelistirilse de hala
ARDS’li hastalarda 6liim orani yiiksektir(Ranieri et al., 2012). ARDS’debir¢ok farkli ajana
kars1 verilen abartilmis inflamasyon yanit1 vardir.

Intravendz oleik asit (OA) uygulamasi ARDS modeli olusturmada siklikla tercih
edilen bir yoldur. Oleik asit modeli,ortopedik cerrahiler sonrasinda da yag embolisi sonucu
gelisebilen akut solunum sikintis1 tablosu ile de benzerlik gostermektedir(Schuster, 1994).Bu
durumlar hasta yatis siiresini ve ilag kullanim siiresini uzatmakta ve hatta hastanin éliimiiyle
sonu¢lanmaktadir.intravendz yolla verilen OA’nin akcigerlerde olusturdugu patolojik
degisiklikler insandaki akut akciger hasar1 (AAH) ve ARSD’de gozlenen degisikliklere
benzerdir(Matute-Bello, Frevert, & Martin, 2008). Bu nedenle OA ile olusturulan akut
akciger hasar1 modeli, deneysel calismalarda sik olarak kullanilmakta ve c¢ok sayida
farmakolojik ajan, ARDS tedavisine katki saglamak amaciyla denenmektedir.

Oleik asit hasarindaki degisikliklerin patolojisi, interstisyel ve intra-alveolar 6dem,

intra-alveolar hemoraji, vaskiiler konjesyon ve intravaskiiler koagiilasyondan ibarettir(Matute-



Bello et al., 2008; Ulrich et al., 2005). Akut akciger hasarindaki histopatolojik degisiklikler,
notrofillerin artmasi ve aktiflesmesi ile baslar. Buna ilave olarak akciger hiicrelerinde serbest
oksijen radikallerinin olugsmasiyla baslayan oksidan hasar da tiim bu patolojik siirece ciddi
katki saglamaktadir. OA uygulanmasmndan sonra olusan akut akciger hasarinda serum ve
doku total antioksidan kapasitesinde azalma goézlenir(Lang, McArdle, O'Reilly, & Matalon,
2002).0A’1e gelisen akut akciger hasar1 multifokal ve heterojendir. Baz1 bolgelerde minimal
degisiklikler olurken bazi bolgelerde yogun interstisyel 6dem ve hemorajik infiltrasyon
gozlenir. Burada kritik olaym OA’nm endotel hiicreleri iizerine direkt etkisi oldugu ileri
siriilmektedir. Endotel ve alveol epitel hiicrelerindeki nekroz da hasarda Onemli
etkenlerdendir. Tiim bu hasarlar OA’in dozunu ile dogru orantilidir ve yaklasik bir-iki saat
icinde baglar ve sekiz saatlik bir silire igerisinde de diizelme trendine gecer(Derks &
Jacobovitzderks, 1977; Matute-Bello et al., 2008; Ulrich et al., 2005).

Erdostein  (N-karboksimetiltioasetil-homosisteintiolakton) kronik  pulmoner
hastaliklarda yaklagik 20 yildir kullanilan mukolitik bir ajandir(Dal Negro, 2008; Moretti &
Marchioni, 2007).Antioksidan ve anti-inflamtuar 6zelligi vardir. Erdosteinin bloklanmis iki
stilfidril grubu icerigi hepatik metabolizma sonrasi serbestlesmekte ve bu sulfidril gruplari
serbest radikal siipiiriiclisii olarak gorev yapmakta, lipit peroksidasyonunu azaltmaktadir
(Dechant & Noble, 1996; Scuri, Giannetti, & Paesano, 1988). Ilave olarakhiicresel
antioksidan koruyucu aktiviteyiartirarak hiicreleri korumaktadir. Ayrica ndtrofil birikimini de
onleyerek hasar siddetinin azaltilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Daha 6nceki ¢aligmalarla
farelerde hipoklorus asit veya lipopolisakkarit uygulanarak olusturulan akut akciger hasarinda
serbest radikal olusumunun erdosteinle azaltildig1 gosterilmistir(Hayashi, Hosoe, Kaise, &
Ohmori, 2000). Ancak erdosteinin koruyucu etkisini gdstermek amaciyla profilaktik olarak,
on uygulama seklinde veren az sayida ¢alisma mevcuttur. Ayrica bilgilerimize gore klinikte
akut hastaliklarda veya yag embolisi sonucu gelisebilen solunum sikintis1 sendromunun
oncesinde veya sonrasinda kullanilmamaktadir. Bu nedenlerle ¢calismamizda siganlarda oleik
asitle olusturulan akut akciger hasarinda tek doz erdostein 6n-uygulamasimin koruyuculugunu

arastirmay1 planladik.



3.GEREC VE YONTEM

Calismamizda, Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden temin edilen 28
adet, 300-400 gr agirliginda Wistar Albino soyu erkek sicanlar kullanildi. Biitiin gruplardaki
siganlar standart yem ve smirsiz miktarda su ile beslendi. Tiim si¢anlar deney Oncesi
Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Biriminde, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanhk
ortamda, sicakligi ve bagil nemi sabit, havalandirma kontrollii odada tutuldu. Deneysel
calismalar Helsinki Deklarasyonu’na ve Amerikan Ulusal Saglik Orgiitii (USA NIH)
tarafindan bildirilen Laboratuvar Hayvanlarinmn Kullanimma ve Bakimma iliskin Rehber’e

uygun olarak gerceklestirildi.

3.1. Deney Gruplan

Hayvanlar rasgele dort gruba ayrilarak tartildi.Kontrol grubuna (C)(n=6) ora-gastrikgavajla
serum fizyolojik(SF) uygulamasini takiben bir saat sonra kuyruk veninden 50 mikrolitre SF
(%0,9’luk NaCl soliisyonu) enjeksiyonu yapildi. Oleik asitgrubuna (O)(n=7) ora-
gastrikgavajla serum fizyolojik uygulamasindan bir saat sonra kuyruk veninden 50 mikrolitre
OA enjekte edildi. Erdostein grubuna (E)(n=7) ora-gastrik gavajla erdostein (150mg/kg tek
doz) uygulamasini takiben bir saat sonra kuyruk veninden 50 mikrolitre SF enjeksiyonu
yapildi. Erdostein + OA (E+O) grubuna (n=8) iseyine ora-gastrik gavajla erdostein
(150mg/kg tek doz) uygulamasinina ek olarak bir saat sonra kuyruk veninden 50 mikrolitre
OA enjekte edildi. Kuyruk veni enjeksiyonlar1 sicanlarin lateral kuyruk veninden 24 G iv
kateter yardimi ile yapildi. Tim bu islemlere sirkadiyen degisiklikleri minimalize etmek
amaciyla sabah 9.30 ila 10 arasinda baslandi. Siganlar, OA enjeksiyonunu takiben 4. saatte
90mg/kg ketamin ve 10 mg/kg xylazinle anesteziye edildi.Karin bolgeleri orta hattan agilarak
toraksa ulasildi. Sol ventrikiilden enjektor yardimiyla kan alinarak hayvanlar telef
edildi.Hemen arkasindan akcigerleri ¢evre dokulardan izole edilerek cikartildi ve sonra
tartildi. Akciger dokusunun bir kismi biyokimyasal incelemeler i¢in sivi azotta hizlica
dondurularak deney giiniine kadar - 80 derece C' da saklandi Bir kismi ise
histopatolojikolarak akciger hasarmi degerlendirmek ilizere formalin ve gluteraldehitte fikse
edildi. Anestezi sonrasi tiim bu islemler iki dakika icerisinde tamamlandi. Histopatolojik
incelemeler H.U.T.F. Histoloji AD. Laboratuarlarinda yapildi. Degerlendirmesi yine ayni

laboratuarda gruplar hakkinda bilgisi olmayan iki histolog tarafindan degerlendirildi.



3.2. Biyokimyasal Analizler
Tiim biyokimyasal analizler H.U.T.F. Fizyoloji AD. Laboratuarlarinda gerceklestirildi.

Akciger dokusu homojenizasyonu ve protein ol¢iimii
Akciger dokusu tartildiktan sonra TrisBuffer (pH: 7.4) eklenerek homojenize edildi. Bu
homojenattan MDA ve protein karbonil 6l¢timleri yapilirken homejenatin bir kismi 5000 rpm
da 40 dak santrifiij edildi ve siipernatani ayrildi. Siipernatanda da katalaz (CAT) ve glutayon
peroksidaz (Gpx) aktiviteleri Olciildii. Ayrica siipernatanin bir kismina etil alkol kloroform
karsim1 eklenerek karistirildi ve sonra 5000 rpm de 40 dak santrifiij edildi. Etanol
fraksiyonunda siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi 6l¢iimii yapildi. Homojenat, siipernatan
ve ekstraklarda Lowry yontemi ile protein analizi yapildi (15).

Protein analizi spektrofotometrik olarak Lowry yontemi ile yapildi(Lowry, Rosebrough,
Farr, & Randall, 1951) Protein analizleri i¢in standart soliisyonlar hazirland1 ve elde edilen

grafige gore protein miktarlar1 belirlendi.

Malondialdehid (MDA) Miktarinin Tayini

Akciger dokusunda oksidatif stres i¢in, lipit peroksidasyonunun gostergesi olan
Malondialdehid (MDA) miktaritiobarbitiirik asit ile 95°C’de reaksiyona giren tiobarbitiirik
asit reaktif Uriinlerinin elde edilmesi prensibine gore calisildi (Esterbauer & Cheeseman,
1990).Homojenizasyon sonras1 drnekler % 10’luk triklorasetik asit (TCA) ile 95°C’de 15
dakika inkiibe edildi. 10 dakika santrifiij edilmesinden sonra elde edilen siipernatan
%0.675’1ik tiobarbitiirik asit ile karistirilarak yeniden 95°C’de 15 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 6rnekler 532 nm’de kore kars1 okutuldu. Sonuglar nmol/mg protein olarak

ifade edildi.

Protein Karbonil Miktarinin Tayini

Oksidatif stresin degerlendirilmesi i¢in protein oksidasyonunun belirteci olan protein karbonil
diizeyleri ol¢iildii. 2,4-dinitro-fenilhidrazininkarbonil gruplar1 ile reaksiyona girmesi sonrasi
olusan 2,4-dinitro-fenilhidrazon miktar: dl¢iilerek portein oksidasyonu degerlendirildi (Levine
et al., 1990). Homojenizasyon sonrasit %20 TCA ile karistirilan ornekler sonra 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatan dikkatlice dokiilerek tiiplerde kalan pelletlerin lizerine 10 nM 2.,4-
dinitro fenil hidrazin (2 M HCI i¢inde hazirlanmis) eklenerek oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda %20 TCA eklenerek reaksiyon durduruldu. Ardindan 4 dakika



santrifiij yapild1 ve silipernatan dikkatlice dokiilerek pellet ayrildi. Pelet 3 kere etanol-etil
asetat karisimi ile yikandi. Sonra 100 mM NaOH ile 37°C’del5 dakika ¢oziilmesi i¢in inkube
edildi. Inkiibasyon sonunda 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant ile dl¢iim 360 nm’de kore

kars1 yapildi. Sonuglar nmol/mg protein olarak ifade edildi.

Katalaz Aktivitesi Olciimii

Enzim aktivitesi, hidrojen peroksit (H,0,) ile hazirlanan fosfat tamponunun (50mM, pH=7)
ortamda bulunan katalaz enzimi sayesinde su ve oksijenin doniismesi prensibine gore
hesaplandi. Maksimum 1gimanin alindig1 240 nm H,O, miktarinin 6lgtimii i¢in kullanildi.
Zamana kars1 15saniyede bir yapilan dlgiimler sonucu elde edilen azalma katalaz aktivitesinin

hizin1 gosterdi. Sonuglar her bir 6rnekte doku protein bagina verildi (k/gr prot).(Aebi 1974)

SiiperoksitDismutazaktivitesinin ol¢iimii

Toplam Siiperoksit Dismutaz (Cu/Znand Mn) (SOD)aktivitesi Sunve ark.’nin metodunda
yapilan kiiciik degisikliklerle 6l¢iildii (Durak, Yurtarslanl, Canbolat, & Akyol, 1993; Sun,
Oberley, & Li, 1988). Metotsiiperoksitjenaratorii olarak ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile
nitroblue tetrazolium (NBT) indirgenmesinin inhibisyonu prensibine dayanir. Aktivite akciger
homojenatinin etanol fazinda degerlendirildi. NBT indirgenme hizindaki %50 inhibisyona
neden olan enzim miktar: bir iinite SOD tanimlandi. SOD aktivitesi miligram doku protein

basina iinite olarak ifade edildi.

Glutatyonperoksidaz aktivitesinin ol¢iimii

Glutatyon peroksidaz (Gpx,) aktivitesi Paglia ve Valentine’nin metoduna gore dlgiildii (Paglia
& Valentine, 1967). NADPH, indirgenmis glutatyon (GSH), sodium azide ve glutatyon
reduktaz iceren tiiplerde reaksiyon H,O; ilavesi ile baslatilarak 340 nm dalga boyunda
absorbansdaki degisiklik spektrofotometrik olarak 6lgiildii. Sonucglar miligram doku protein

basina iinite olarak ifade edildi.
3.3. Histopatolojik incelemeler
Isik Mikroskobisi

Akciger dokular1 %10 tamponlu nétral formalinde 48 saat tespit edildi. Doku 6rnekleri takip
icin Leica TP 1020 151k mikroskobu takip cihazina alindi. Takip cihazinda dehidratasyonu
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saglamak icin swrayla %70, %80, %90, %96 ve 9%100’lik alkollerden gegirildi.
Seffaflandirma i¢in doku ornekleri 1’er saatten 2 kere xylol’den gegirildikten sonra parafine
alistirma icin 2,5 saat saf parafinde bekletildi. Doku takip cihazindan alinan 6rnekler Leica
Egl1150H parafin istasyonunda saf parafine gdmiilerek parafin bloklar elde edildi. Elde edilen
parafin bloklardan 5 mikron kalmhgmnda kesitler alindi. Hazirlanan kesitler bir gece 60 ° C
etiivde birakildiktan sonra 45 dakika ksilolde tutularak deparafinize edildiler. Ornekler
dereceli alkol serilerinden (%100, % 96, %80) gecirilerek rehidrate edildi. Hematoksilen—
Eozin ile boyandiktan sonra dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildiler.
Hematoksilen-Eozin ile boyanan kesitler ksilolde seffaflandirildiktan sonra kanada balsama ile

kapatildi. Leica DM 6000 mikroskobu ile incelenip fotograflar1 ¢ekildi.

Ultrastriiktiirel Degerlendirme (Elektron Mikroskobisi)

Karaciger dokular1 hizlica 1mm3 'liikk kiigiik parcalara ayrildi ve %2.5gluteraldehit ile +4 0C
de 24 saat ve %1 osmiumtetroksit ile oda sicakliginda,karanlikta 1 saat tespit edildi. Tespit
isleminden sonra doku 6rnekleri takip i¢in LeicaEM TP takip cihazina alindi. Takip cihazinda
tampon soliisyonu ile 45 dakika yikanarak dehidratasyonu saglamak icin sirayla %50 (15
dakika), %60 (15 dakika),%70 (15 dakika), %80 (10 dakika), %90 (10 dakika), %96 (15
dakika, 2 defa) ve%100’liik (15 dakika,2 defa) alkollerden gecirildi. Ardindan doku 6rnekleri
propilenoksit ile iki defa 15 dakika yikandi.Sudan kurtarilan doku parcalar1 bloklanmadan
once dortlii plastik karisimda alistirildi. Alistirma yapilirken dokular 2 saat siireyle 3 6lcii
propilen oksit + 1 6l¢ii dortlii plastik karigiminda bekletildi. Ardindan sirasiyla 2 saat 1 6l
propilen oksit +1 6l¢ii dortlii plastik karisiminda ve sonra 8 saat 1 6l¢ii propilen oksit + 3 dlgii
dortlii plastik karigiminda tutuldu. Son olarak da 10 saat dortli plastik karigiminda tutulduktan
sonra dortlii plastik karisimla bloklanarak etiivde 60 0C’de 48 saat polimerize edildi. Leica
RM 2265 mikrotomunda alman 1um yar1 ince kesitler %1°lik boraks i¢indeki %1 lik metilen
mavisi- Azur II karisiminda boyandi. TEM’de incelenecek alanin belirlenebilmesi i¢in DC490
digital kamera (Leica, Wetzlar24Germany) bagl Leica DM6000B (Wetzlar-Germany)
mikroskop ile incelendi ve fotograflandi. Elektron mikroskobunda goriintiileme alabilmek
icin Leica Ultracut Rile 70 nm’lik ince kesitler bakir gridler iizerine alindi. Gridler Leica EM
AC20 cihazt kullanilarak uranil asetat ve kursun sitat ile boyandiktan sonra elektron

mikroskobu (JEOL 1400) ile incelendi ve fotograflandi.
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Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Akciger dokusunda gruplar arasmmda noétrofil ve makrofa; infiltrasyonunu
degerlendirmek amaciyla immuno-histokimya yapildi. Hiicreler isaretlendikten sonra her
hayvandan alman kesitlerden X40'lik biiylitmede 5 farkli alanda hiicreler sayildi. Her
belirlenen alanda intra-alveolar makrofaj, intra-alveolar nétrofil ve Interstisyel notrofil
sayilar1 belirlendi. Siwrastyla her biri i¢in sonuglar, o hayvana ait toplam say1 olarak ifade
edildi. Immuno-histokimya igin parafin bloklardan 4 pm kalmhgmda kesitler alindi.
Deparafinizasyon isleminden sonra kesitler diisen alkol serilerinden gecirilerek rehidratasyon
islemi yapildi ve TBS ile [1L 25x TBS [pH7.4] ab64248] 3 kez 5’er dk yikandi. Antijen
retrieval islemi sodyum sitrat [AntigenRetrievalBuffer 100X CitrateBufferpH 6.0ab93678]
kullanarak mikrodalgada yapildi. Kesitler TBS ile yikandiktan sonra endojen peroksidaz
blokaj1 i¢in kesitler sekonder antikor kitindeki hidrojen peroksit blok soliisyonu ile 30 dk
inkiibe edildi ve TBS ile 3 kez 5’er dk yikandi. Permeabilizasyon islemi i¢cin TBS de
hazirlanmis %0.1 Triton X-100 ile dokular 10 dk inkiibe edildi ve TBS ile 3 kez 5’er dk
yikandi. Primer antikor [ Anti-NeutrophilElastaseantibodyab21595] i¢in uygun dilusyon orani
1/300 olarak belirlendi. Diluent olarak %1 BSA igeren TBS kullanildi. Primer antikor ile gece
boyunca 4C" de inkubasyon yapildi. Primer antikor ile inkubasyondan sonra kesitler TBS ile
3 kez 5’er dk yikandi. Sekonder antikor basamagma ge¢gmeden Once zemin boyamasini
engellemek i¢in blok solusyonu ile inkubasyon yapildi. Sekonder antikor kitindeki protein
blok ile kesitlerin iizeri kaplandi ve 30 dkinkiibe edildi. Blok soliisyonundan sonra yikama
yapilmadi. Sekonder antikor[EXPOSE Mouse andRabbitSpecific HRP/DAB Detection IHC
Kitab80437] ile 1 saat inkubasyon yapildi ve kesitler TBS ile 3 kez S’er dk yikandi.
Kromojen olarak DAB kullanildi. 1.5 ml DAB substrata 30ul DAB kromojen eklenerek
hazirlanan solusyonla dokular 2 dkinkiibe edildi. Once TBS ve daha sonra ¢cesme suyunda
yikama yapildiktan sonra kesitler zit boyama i¢in Mayer’s hematoksilen ile 1dk boyand.
Cesme suyunda yikama yapild1 ve yiikselen alkol serilerinden gegirilen kesitlerksilende 15 dk
bekletildikten sonra kapama yapildi ve LEICA DMR mikroskop ile goriintiilendi.

3.4. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler “IBM® SPSS Statisticsfor Windows™ (Version 20.0. Armonk, NY: IBM
Corp., 2011) ile biyoistatistik anabilim dalinda yapildi. Deneyler sonucunda elde edilen
veriler (akciger agirliklari, MDA, PC, SOD, Katalaz, ve Gpx) normal dagilim gosterdigi i¢in
(Shapiro-Wilk testi ile) gruplar arasi1 farkliliklar tek yonlii ANOVA testi ile degerlendirildi.
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Gruplar arasinda anlamlilik olmasi durumunda alt gruplardaki ikili karsilastirmalar i¢in post-
hoc test olarak Tukey testi kullanildi. Sonuglar ortalama (mean) + Standart hata (SEM) olarak
verildi. Ancak gruplar arasi intra-alveolar makrofaj, intra-alveolar notrofil ve interstiyel
notrofilgibi sayilabilir sonuglar1 karsilastirmak i¢in non parametrik testlerden Kruskal-Wallis
kullanildi. Gruplar arasinda anlamlilik olmas1 durumunda alt gruplardaki ikili karsilastirmalar
icin post-hoc test olarak Mann-Whitney Test uygulandi. Sonuglar orta deger (median) ve
Minimum-Maximum olarak verildi. Sonucglar %95 giiven araliginda, anlamlilik P<0,05

diizeyinde degerlendirildi.

3.5. Etik Kurul izni

Bu arastirma Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurulunun 23/06/2015 tarth ve 2015/06 no’lu toplantisnda  2015/56 sayili izni ile
gerceklesmistir.
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4- BULGULAR

Sicanlarin 100 gr viicut agirligi basina diisen akciger agirliklari sekil 1°de gosterilmektedir.
Kontrol grubu ile erdostein grubu arasinda bir fark gézlenmedi. Oleik asit grubunda ise 100 gr
viicut agirligi basina diisen akciger agirliklar1 (0.57+0.1), kontrol grubuna (0,32+0.01) kiyasla
artmis bulundu. Erdostein 6n-uygulamasi akciger agirhigindaki bu artis1 onledi (0,36+0.02)

(P<0,05).
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Sekil 1. Sicanlarin 100 gr viicut agirlig1 basma diisen akciger agirliklarinin karsilastiriimasi
(gr/100gr viiciit agirhigl). C: Kontrol grubu (n=6), E: Erdostein grubu (n=7), O: Oleik asit
grubu (n=7), E+O: Erdostein ve Oleik asit grubu (n=8) n: hayvan sayisi, c; (P<0,05) Kontrol
grubuna gore,f; (P<0,05) Erdosteingrubuna gore, §; (P<0,05) Oleik asitgrubuna gore

Sicanlarm akciger dokusunda lipit peroksidasyonunun gostergesi olarak inceledigimiz MDA
diizeylerini, anlamli olmamakla birlikte kontrol grubuna (2,94+0,49) kiyasla erdostein
grubunda 2,02+0,18) azalmis, oleik asit grubunda (3,27+0,48)artmis bulduk (sekil 2).
Erdostein 6n-uygulamasi(1,84+0,15) oleik asitele kiyaslandiginda anlamli diizeyde doku

MDA diizeyini azaltt1(P<0,05) .

40 MDA

3,5 ]

3,0 - I l
E. 2,5 l 5
£ 20 - T
z 7 1 T
E 15 -
=

1,0 |

0,5

0,0

C E o E+D

Sekil 2.Sicanlarda oleik asitin neden oldugu akciger hasarinda Malondialdehit ( MDA)
(nmol/mg protein) diizeyleri lizerine erdosteinin etkisi C: Kontrol grubu (n=6), E: Erdostein
grubu (n=7), O: Oleik asit grubu (n=7), E+O: Erdostein ve Oleik asit grubu (n=8) n: hayvan
sayisi, §; (P<0,05) Oleik asit grubuna gore
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Protein oksidasyonunu gostermek amacli inceledigimiz protein karbonil diizeyleri oleik asit
grubunda (33,57+4,6) kontrol grubuna (18+2,3) kiyasla yiiksek bulundu(P<0,01). Erdostein
on-uygulamasi protein karbonil diizeylerini kontrol degerlerine yaklastird: (22,1£2,55) (sekil

3).Erdosteintoleik asit grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark yoktu.
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Sekil 3.Sicanlarda oleik asit’in neden oldugu akciger hasarinda protein korbonil ( PC)
(nmol/mg protein) diizeyleri iizerine erdosteinin etkisi. C: Kontrol grubu (n=6), E: Erdostein
grubu (n=7), O: Oleik asit grubu (n=7), E+O: Erdostein ve Oleik asit grubu (n=8) n: hayvan
sayisi, b; (P<0,01) Kontrol grubuna gore, c; (P<0,05) Kontrol grubuna gore.

Calismamizda oleik asit uygulamasinin akciger dokusundaki antioksidan enzim aktivitelerini
(oleik asit grubuna ait katalaz, SOD, Gpx aktivite degerleri sirasiyla: 0,16+0,03; 3,45+0,05;
0,340,01)(P<0,01) baskilamis oldugunu, buna karsin erdostein 6n-uygulamasiyla enzim
aktivitelerinin arttirdigini (oleik asit + erdostein grubuna ait katalaz, SOD, Gpx aktivite
degerleri sirasiyla: 0,33+0,05; 3,55+0,05; 0,3440,01) bulduk (sekil 4, 5 ve 6).Katalaz ve Gpx
enzimlerinde, erdostein+oleik asit grubu ile sadece oleik asit uygulanan grup arasindaki fark
anlamli iken SOD enzimi i¢in bu fark anlamli degildi. Ancak SOD enzim
aktivitesierdostein+oleik asit grubunda kontrol degerlerine yaklasmis ve aradaki
farkazalmist1. Her ii¢ enzim i¢in kontrol grubu ile erdostein grubu arasinda bir fark

bulamadik.
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Sekil 4.Sicanlarda Oleik asit’in neden oldugu akciger hasarinda katalaz (k/g protein)
aktivitesi lizerine erdosteinin etkisi. C: Kontrol grubu (n=6), E: Erdostein grubu (n=7), O:
Oleik asit grubu (n=7), E+O: Erdostein ve Oleik asit grubu (n=8) n: hayvan sayisi, b;
(P<0,01) Kontrol grubuna gore,d; (P<0,01) Erdostein grubuna gore, §; (P<0,05) Oleik asit
grubuna gore
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Sekil 5.Sicanlarda oleik asit’in neden oldugu akciger hasarinda superoksit dismutaz (SOD)
(U/mg protein) aktivitesi iizerine erdosteinin etkisi. C: Kontrol grubu (n=6), E: Erdostein
grubu (n=7), O: Oleik asit grubu (n=7), E+O: Erdostein ve Oleik asit grubu (n=8) n: hayvan
sayisi, a; (P<0,001) Kontrol grubuna gore c; (P<0,05) Kontrol grubuna gore,e; (P<0,01)
Erdostein grubuna gore.
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Sekil 6.Sicanlarda oleik asit’in neden oldugu akciger hasarinda glutatyon peroksidaz (Gpx)
(U/mg protein) aktivitesi iizerine erdosteinin etkisi. C: Kontrol grubu (n=6), E: Erdostein
grubu (n=7), O: Oleik asit grubu (n=7), E+O: Erdostein ve Oleik asit grubu (n=8) n: hayvan
sayisi, a; (P<0,001) Kontrol grubuna gore, e; (P<0,01) Erdostein grubuna gore, #; (P<0,01)
Oleik asit grubuna gore.

Kontrol grubundan alinan akciger drneklerinin histopatolojik incelenmesinde alveolar
bosluklar aciktt ve alveolar epiteldeki tipl ve tipll pndmosit hiicreleri normal
populasyonlarinda gozlendi. Intraalveolar bosluklarda birkag makrofaj izlendi. Interstisyel
alanda infiltratif hiicreye rastlanmadi ve bu alanda kapiller konjesyon yoktu [Sekil 7A].
Erdostein grubundan alinan akciger drneklerinde de bulgular kontrol grubuna benzer olarak
izlendi. Inflamasyon bulgularmna rastlanmadi. Ancak intraalveolar alanda az miktarda eritrosit
gozlendi [Sekil 7 B].

Oleik asit grubundan alinan akciger ornekleri 151k mikroskobisinde incelendiginde,
intraalveolar alanlar siv1 birikimi nedeni ile dolu olarak gdzlendi. Birgok intraalveolar alanda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda makrofaj sayis1 artmusti. Intraalveolar ve interstisyel
alanlarda nétrofil artis1 dikkat cekiciydi. Interstisyel alandaki nétrofil artis1 dzellikle konjestif
kapillere yakin olarak izlendi. Interalveolar alan 6dem nedeniyle kontrol grubu ile
karsilastirildiginda daha genislemis olarak gozlendi [Sekil 7C ve D].Oleik asit+erdostein
grubundan alinan 6rneklerinde ise alveolar alanlarinin bazilari siv1 ile dolu iken ¢ogu alveolar
alanda sivi birikimi izlenmedi. Oleik asit grubu ile karsilastirildiginda daha az sayida
makrofaj ve notrofil gozlendi. Interstisyel 6dem ve kapiller konjesyon oleik asit grubu kadar

belirgin degildi [Sekil 7 E ve F]
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Sekil 7.
A. Kontrol grubu akciger ornekleri;alveolar bosluklar acik [yildiz], alveolarepiteldeki tipl ve

tip2 pnomosit hiicreleri normal populasyonlarinda ve intraalveolar bosluklarda birkag
makrofaj [ok]

B.Erdostein grubu akciger ornekleri; Inflamasyon bulgularina rastlanmadi. Intraalveolar
alanda az miktarda eritrosit
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C,D.Oleik asit grubu akciger 6rnekleri;intra-alveolar alanlar sivi dolu olarak gozlendi [yildiz].
Intra-alveolar alanda makrofaj [ok],intraalveolar ve interstisyel alanlarda notrofil artis1 [ok
basi] belirgindi. Interalveolar alan 6dem nedeniyle daha kalindu.

E.F.Oleik asit +erdostein grubu akciger Ornekleri; ¢ogu alveolar alanda sivi birikimi
izlenmedi [yildiz]. Oleik asit grubu ile karsilastirildiginda daha az sayida makrofaj [ok] ve
notrofil [ok basi] vardi. Interstisyel dem ve kapillerkonjesyonoleik asit grubu kadar belirgin
degil.

Elektron mikroskobu ile yapilan inceleme sonucu elde edilen bulgular 151k mikroskobu
bulgularini destekledi. Kontrol grubunda alveolar bosluklar agikti. Tipl pnomositler ve
siirfaktan graniilleri ile Tip 2 pnomositlerde herhangi bir dejeneratif degisiklik gézlenmedi.
Tipl pnomosit, birlesmis bazal membran ve endotelden olusan kan—hava bariyeri devamli ve
bazal membran 6l¢iimii ortalama 0,02pm kalmliginda saptand1. Interstisyel alanda kapiller
konjesyon gozlenmedi [Sekil 8].Erdostein grubunda interstisyel alan kontrol grubunda
oldugu gibi inceydi. Tip 1 pnOomositler normal olarak izlendi. Tip 2  pndmosit

sitoplazmasinda siirfaktan igeren lameller goriildi [Sekil 9].

Sekil 8. Kontrol grubu sigan akcigerinin elektron mikroskobi goriintiisii. Alveol duvarini
doseyen Tipl pnomosit ve siirfaktan grantilleri ile Tip 2 pnomosit [yi1ldiz] Kan-hava bariyeri;
Tip 1 pnomosit [ok], 0.02 um kalinliginda bilesik bazal membran[¢ift ok] ve endotel [ok
basi]. A. Uranil asetat - kursun sitrat; X6000, B. Uranil asetat — kursun sitrat; X40000
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Sekil 9. Erdostein grubu sican akcigerinin elektron mikroskobi goriintiisii. Tipl ve Tip2
pnomosit hiicreleri [yildiz] olduk¢a saglikli olarak izlendi ve interstisyel alan [siyah ok basi]
kontrol grubuna benzer sekilde inceydi. Tip2 pnomosit sitoplazmasinda siirfaktan iceren
lamelli cisimcikler gozlendi. A. Uranil asetat - kursun sitrat; X15000, B. Uranil asetat —
kursun sitrat; X25000

Oleik asit grubunda alveol bosluklari sivi birikimi nedeni ile kapaliydi. Tip 2 pnomositlerde
sayisal artis ve interstisyel alanda aktif fibroblast ve hemen komsulugunda kollagenfibrilleri
gbzlendi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Intra-alveolar ve interstisyel alanda nétrofil
artis1 ve intra-alveolar alanda makrofaj artis1 dikkat ¢ekiciydi. Kan hava bariyeri ortalama

0,04pum kalinliginda kontrol grubuna gore kalinlagsmis olarak izlendi [Sekil 10].
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Sekil 10. Oleik asit grubu sigan akcigerinin elektron mikroskobi goriintiisii. Alveol bosluklar1
kapal, Tip 2 pnomositlerde [yildiz] sayisal artis ve interstisyel alanda aktif fibroblast [¢ift
yildiz] ve hemen komsulugunda kollagen fibrilleri, intra-alveolar ve interstisyel alanda
notrofil artisi [¢ift ok basi] ve makrofaj artisi [i¢i dolugiftok basi].A.Uranilasetat-kursunsitrat;
X4000, B. Uranil asetat — kursun sitrat; X4000, C. Uranil asetat — kursun sitrat; X5000, D.
Uranil asetat — kursun sitrat; X12000

Oleik asit + erdostein grubunda ise Tip 1 ve Tip 2 pndomositlerin ¢ekirdek goriinimi ve
sitoplazma icerikleri normal olarak izlendi. Interstisyel alan oleik asit grubu kadar infiltratif
hiicre ile dolu degildi. Cogu alanda alveol i¢i sakin ve bos olarak gozlendi. Interstisyel alanda
fibroblast ve kollagen fibrilleri izlendi. Kan hava bariyeri kalinlig1 ortalama 0,03um olarak

sleiildii [Sekil 11].
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Sekil 11. Oleik asit + erdostein grubu sigan akcigerinin elektron mikroskobi goriintiisii. Tip 1
ve Tip 2 pnomositlerin ¢ekirdek goriiniimii ve sitoplazma igerikleri normal. Interstisyel alan
oleik asit grubu kadar infiltratif hiicre [makrofaj, ¢ift siyah ok basi. notrofil, ¢ift ok basi] ile
dolu degil. Cogu alanda alveol i¢i sakin ve bol, interstisyel alanda fibroblast [¢ift yildiz] ve
kollagenfibrilleri. A. Uranil asetat — kursun sitrat; X5000, B. Uranil asetat — kursun sitrat;
X8000, C. Uranil asetat — kursun sitrat; X25000, D. Uranil asetat — kursun sitrat; X12000

Akciger doku orneklerinde intra-alveoler makrofaj, intra-alveoler nétrofil ve interstisyel
notrofil sayilarin1 hesaplamak i¢in yapilan immiinohistokimya boyamasi sonucu kontrol ve
erdostein grubunda intra-alveoler nétrofile ve interstisyel ndtrofile rastlanmadi. intra-alveoler
makrofaj sayisi ortalamasi ise sirastyla 6,5 (kontrol grubu) ve 7 (erdostein grubu) idi. Kontrol
ve erdostein gruplar1 arsinda bir fark yoktu (tablol). Oleik asit grubunda ise intra-alveoler
makrofaj, intra-alveoler notrofil ve interstisyel notrofil sayilar1 hem kontrol hem de erdostein
grubuna gore belirgin olarak artmist1 (P<0,001) (tablo1)(sekil 12). Erdostein 6n uygulamasi
yapilan grupta intra-alveoler makrofaj, intra-alveoler notrofil ve interstisyel notrofil sayilari

oleik asit grubuna kiyasla azalmigt1 (P<0,001) (tablo1) (sekil 12).
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Sekil 12. Akciger orneklerinde elastazin immunohistokimyasal olarak boyanmasi. A. Kontrol
grubu akciger ornekleri B. Erdostein grubu akciger ornekleri C. Oleik asit grubu akciger
ornekleri; Kontrol grubuna gore artmis makrofaj ve notrofil. D. Oleik asit+Erdostein grubu
akciger ornekleri; Oleik asit grubu ile karsilastrildiginda azalmis makrofaj ve notrofil. [Ok,
makrofaj. Ok basi, notrofil]
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Tablo 1:Akciger doku oOrneklerinde intra-alveoler makrofaj, intra-alveoler notrofil ve

interstisyel notrofil sayilar1.

Group Intra-alveolar Intra"-alveolar Int?rstitial
makrofage notrofil notrofil
Median 6.5 0 0
C(n=6) Min 5 0 0
Max 11 0 0
Median 7 0 0
E(n=7) Min 3 0 0
Max 9 0 0
Median 29 17% 15

O(n=7) Min 27 10 11
Max 37 31 18

Median 12,5°¢ * 420 % 6,5 *
E+O(n=8) Min 8 2 4
Max 18 10 11

C: Kontrol grubu, E: Erdostein grubu, O: Oleik asit grubu, E+O: Erdostein ve Oleik asit
grubu, n: hayvan sayisi, a; (P<0,001) Kontrol grubuna gore, b; (P<0,01) Kontrol grubuna
gore, d; (P<0,001) Erdostein grubuna gore e; (P<0,01) Erdostein grubuna gore, *; (P<0,001)

Oleik asit grubuna gore. Min: Minimum, Max: Maximum
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5. TARTISMA:

Akut solunum sikintis1 sendromu, pulmoner 6dem, hipoksi ve sonucta akcigerlerde
fonksiyon kaybina neden olan, yiiksek mortaliteye sahip bir durumdur(Bernard et al., 1994;
Ranieri et al, 2012; Repine, 1992).0A’le olusturan akut akciger hasar1t ARDS’nin
fizyopatolojik a¢idan 1yi bir modelidir(Matute-Bello et al., 2008). Erdostein20 yildan uzun bir
siredir kronik akciger hastaliklarinda kullanilan antioksidan ve anti-inflamatuvar 6zellige
sahip mukolitik bir ajandir. Noétrofil birikimini Onleyerek hasar siddetinin azaltmaktadir.
Ancak akut etkisi ve profilaktik kullanimi hakkinda ¢ok az calisma bulunmaktadir. Bu
nedenle bu ¢aliymada erdostein 6n-uygulamasinin oleik asitle (OA) olusturulan akut akciger
hasarindaki koruyucu roliinlin aragtirmay1 amacgladik. Calismamizin sonunda erdostein 6n-
uygulamasinin oleik asitle artan lipit ve protein oksidasyonunu azaltildigini, yine OA’le
baskilanan hiicre i¢i antioksidan savunma sisteminin erdosteinle gii¢clendirildigini
gozlemledik. Ayrica erdosteinin OA uygulamasit sonucu bozulan akciger morfolojisini
diizelttigini, interstisyel notrofil, intra-alveolar notrofil ve makrofaj birikimini belirgin olarak
azalttigini saptadik.

ARDS modeli olusturmak i¢cin uygulanan intravendz OA enjeksiyonu bir iki saat
icinde akut etkilerini gdstermeye baslamakta ve siganlara verilen doza baglh olarak ARDS
ningiddeti degismektedir. 30 mikrolitre OA enjeksiyonu c¢ok hafif, 50 mikrolitre hafif, 60
mikrolitre orta derecede, 75 mikrolitre siddetli, 90 mikrolitre ¢ok siddetli akciger hasari
olusturmaktadir. Hatta 90 mikrolitre OA enjekte edilen sicanlarin ortalama yasam
siireleripulmoner yetersizlik nedeniyle yaklasik 20 dk. Iken, 75 mikrolitre enjekte edilen
siganlarm 63. dakikaya uzamaktadir.Bunun yaninda 60 mikrolitre enjekte edilenler ise 120
dakikadan uzun yasamaktadirlar(Akella, Sharma, Pandey, & Deshpande, 2014). Biz
calismamizda erdostein dn-uygulamasimin akciger dokularindaki morfolojik degisiklikler ve
oksidan sistem {iizerine etkisini arastirmak istedigimiz icin OA dozunu secerken sicanlarin
pulmoner yetmezlik nedeniyle 6lmeyecekleri ama akcigerlerinde de belirgin hasarin olusacak
olan dozu yani 50 mikrolitreyi tercih ettik. Eger 30 mikrolitre OA dozunu tercih etseydik
sicanlarda akciger hasar1 ¢ok hafif olacagi i¢in erdosteinin net etkisini maskeleyebilirdi.

Erdostein dozu icin literatiirde c¢ok farkli dozlara bulunmaktadir. Erdostein
calismalarda 10 mg/kg/giin ila 500 mg/kg/giin arasmmda farkli siire ve dozlarda
uygulanmaktadir(Demiralay, Gursan, & Erdem, 2006; Tutanc et al., 2012). Diisiik dozlar daha
cok uzun stireli tedavilerde tercih edilirken yiiksek dozlar kisa siireli tedavilerde tercih

edilmektedir (Moretti & Marchioni, 2007). Biz ¢alismamizda tek doz ve On-uygulama
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seklinde erdosteini verecegimiz ic¢in literatiirle uyumlu olarak ¢ok diisiik olmayan bir
dozu,150 mg/kg’1 tercih ettik(Dokuyucu et al., 2014). Ayrica OA enjeksiyonunu erdostein
uygulamasindan bir saat sonra yapmamizin nedeni erdosteinin hepatik metabolizasyonunun
gergeklesip farmakolojik olarak aktif hale gegmesini beklemekti.

OA’le olusan akut akciger hasar1 bir-iki saat iginde baslamakta ve 8-12 saatlik bir siire
icerisinde de diizelme trendine gegmektedir (Derks & Jacobovitzderks, 1977; Matute-Bello et
al., 2008). Bu nedenle de OA’in akcigerlede olusturacagi hasarm belirgin hale gelmesi ve
heniiz diizelme trendine ge¢cmemesi i¢in ki erdosteinin gergek etkisi maskelenmesin, OA
enjeksiyonundan dort saat sonra akciger dokular1 ¢ikartildi. Nitekim ¢aligmamizda 151k ve
elektron mikroskobisi bulgular1 OA’in akciger dokusu iizerinde belirgin hasar olusturdugunu
desteklemektedir. OA grubunda intraalveolar alanlar sivi ile doluydu ve makrofaj, n6trofil
sayilar1 artmisti. Kapiller konjesyon belirgindi. Tip 2 pndmositler literatiirle uyumlu olarak
artmist1 (Derks & Jacobovitzderks, 1977). Akciger dokusunda bol miktarda aktif fibroblast ve
hemen komsulugunda kollojen fibriller gozlendi. Kan hava bariyeri kalimlagmisti. Erdostein
on-uygulamasi yapilan grupta ise OA’in olusturdugu hasarlar belirgin olarak azaldi. Cogu
alveolar alanda s1v1 yoktu.Makrofaj ve notrofil sayilari anlamli olarak azalmisti. Tip 1 ve 2
pnomositler normal goriiniimdeydiler. Interstisyel alanlar infiltratif hiicrelerle dolu degildi.
Kan hava bariyeri OA grubundaki kadar kalin degildi, 0,03 mikrometrydi.

OA’le gelisen akut akciger hasari heterojendir. Baz1 bolgelerde belirgin degisiklik
gozlenmezken bazi bdlgelerde ise yogun interstisyel 6dem ve hemorajikinfiltrasyon gozlenir
(Matute-Bello et al., 2008). Temelde OA’inendotel hiicreleri iizerine direkt etki ile endotel ve
alveol epitel hiicrelerinde nekrozu tetikledigi ileri siiriilmektedir. Endotel hiicre hasar1 kapiller
gecirgenligi artirmakta buda kapiller konjesyona ve takiben alveolar alana sivi sizmasina
neden olmaktadir. Olayin siddeti arttikga hemorajik infiltrasyon ve fibrin birikimi goze
carpmaktadir (Matute-Bello et al., 2008; Ulrich et al., 2005). Tiim bu olaylar inflamasyonu
tetiklemekte ve o bolgeye notrofil ve makrofaj gociine neden olmaktadir(Eiermann, Dickey,
& Thrall, 1983).

Sicanlarin akciger agirliklarindaki degisimleri inceledigimizde oleik asit uygulanan
grupta, kontrol ve sadece erdostein uygulanan gruplara kiyasla belirgin arttig1 goriilmektedir.
Benzer sekilde literatiirde de OA uygulamasini pulmoner 6deme bagh olarak akciger sivi
icerigini arttirdigr gosterilmistir (Akella et al.,, 2014; Rylander, Hogman, Perchiazzi,

Magnusson, & Hedenstierna, 2004). Erdostein O6n-uygulamasi yapildiginda ise oleik asit
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grubuna kiyasla anlamli olarak akciger agirliklarmin azaldigir saptandi. Bu da erdosteinin
akcigerlerde alveol 6demini azalttigini, kapiller konjesyonu dnledigini desteklemektedir.
Oksidatif stres ve buna bagli olarak gelisen lipit peroksidasyonu ile protein
oksidasyonu OA’le olusturulan akut akciger hasarindaki temel sorumlu mekanizmalardandir
(Bulmus et al., 2013). OA hiicre i¢i oksidan stres ve antioksidan savunma sistemi arasindaki
dengeyi oksidan stres lehine bozmaktadir (Lang et al., 2002). Ayrica hiicre i¢i antioksidan
kapasiteyi baskilamaktadir. Bu ise hiicre 6liimiinii hizlandirmaktadir. Bizim ¢alismamizda da
OA uygulanan grupta lipit peroksidasyonunun gostergesi olan doku MDA diizeyleri anlamlik
diizeyine ulagsmamakla birlikte artti. E+O grubunda ise MDA diizeyi sadece oleik asit
uygulanan gruba kiyasla anlamli olarak azaldi ve kontrol grubu diizeylerine indi. Literaturde
OA’le olusturulan akut akciger hasarinda serbest radikallerin yeri konusunda hala tartigmalar
mevcuttur. Bazi calismalardlgiilebilir serbest radikallerin daha ge¢ donemde notrofil
birikimine sekonder ortaya ¢iktigini ileri sirmektedir (McGuigan et al., 2003). Bu nedenle ilk
saatlerde serbest radikallerin artmadigi, buna bagli olarak oksidatif hasarin baglangi¢
asamasinda etkili olmadigr (McGuigan et al.,, 2003), polimorfoniikleer lokosit gociine
sekonder artan siiperoksitin ancak ilerleyen saatlerde oksidan hasar1 olusturdugu
belirtilmektedir (Dickey, Thrall, Mccormick, & Ward, 1981; Salman et al., 2014). Ayrica
tavsanlarda yapilan bir calismada OA enjeksiyonundan 10-12 saat sonra nétrofil birikiminin
goriildigl belirtilmektedir (Zhu et al., 1998). Bununla birlikte biz ¢alisgmamizda siganlarin
akcigerinde OA enjeksiyonundan yaklasik 4 saat sonra yogun notrofil ve makrofaj artis
gozledik. Bizim sonuglarimiza benzer sekilde Akella ve ark. 50 mikrolitre OA enjekte
ettikleri sicanlarin akcigerlerinde ikinci saatte infiltratif hiicre artisini tesbit etmislerdir. Bu
fark olasilikla kullanilan deney hayvani farkindan kaynaklaniyor olabilir. Bir diger yanda,
literatlirde OA enjeksiyonundan hemen sonra reaktif oksijen radikallerinin arttigmi ve 30.dk’
da pik yaptigmi gosteren ¢alismalar da vardir (L, Zhang, Zhao, & Zhao, 2004). Biz de
literatlirdeki bu ¢aligmalarla uyumlu olarak OA uygulanan grupta doku MDA diizeylerini
anlamli olmamakla birlikte artmis bulduk. Erdosteindn-uygulamasi ise MDA diizeylerini
azalttl. Benzer sekilde protein karbonil diizeyleriniliteratiirle uyumlu olarak OA uygulanan
grupta anlamli olarak artarken E+O grubunda azalmis ve kontrol grubu degerlerine yaklagmis
olarak bulduk(Onal O., 2011). Ancak E+O grubu ile O grubu arasida anlaml fark olusmadh.
Hiicre i¢i anti-oksidan savunma sistemleri incelendiginde ise literatiirle uyumlu
olarak, OA uyguladigimiz sicanlarda SOD, Gpx ve katalaz aktivitesinde belirgin azalma

gozledik (Onal O., 2011).Erdostein én-uygulamas1 yapilan grupta ise dzellikle katalaz ve Gpx
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olmak {iizere her lic enzim aktivitesini artmis bulduk. Yalnizca erdostein verilen grupta ise
enzim aktiviteleri agisindan kontrolle arasinda bir fark olusmadi. MDA diizeyini ise kontrole
kiyasla anlamli olmamakla birlikte azaltti.Erdosteinbloklanmis iki siilfidril grubu
icermektedir. Bu siilfidril gruplar1 karacigerde gerceklesen metabolizma sonrasi
serbestlesmektedir ve ancak bundan sonra serbest radikal siipiiriiciisii olarak gorev
yapmaktadirlar (Dechant & Noble, 1996; Scuri et al., 1988). OA enjeksiyonunu takiben artan
notrofil ve makrofajlarin irettikleri superoksit SOD enzimi ile hidrojen peroksite
cevrilmektedir. Eger SOD enzim aktivitesinde bir azalma gergeklesecek olursa bu siiperoksit
anyonunun arigma ve hiicresel hasara neden olacaktir (Fadillioglu & Erdogan, 2003). Ayrica
olusan hidrojen peroksit de hiicre i¢in toksiktir. Katalaz ve Gpx enzimleri ile suya
indirgenmelidir. Yine bu enzimlerdeki aktivite azalmasi hiicre hasari artirir. Caligmamizda
OA uygulamasmndan bir saat dnce verilen erdostein, bu ii¢ enzimin aktivitesini artirarak
hiicresel hasar1 onlemistir. Bunun yaninda n6trofil ve makrofaj birikimini de onleyerek ve
dolayisiyla siiperoksit anyonu olusumunu azaltarak akcigerler iizerinde koruyucu etki
gostermistir

Ozetle oleik asitle baslatilan akut akciger hasarinda tek doz erdostein dn-uygulamasi
yaptigimiz grupta, erdostein hem notrofil ve makrofaj birikimini 6nleyerek, hem de hiicre ici
anti-oksidan enzimleri artirarak akcigerleri korumustur. Ayrica sadece erdostein uygulanan
grupta kontrol grubuna kiyasla herhangi bir farka rastlanilmamistir. Bu nedenle bu
calismaklinikte akut akciger hasar1 gelisme riski olabilecek hastalara profilaktik erdostein

uygulamasi i¢in klinik arastirmalara dnciiliikk yapabilir.
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