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GIRIS:

Endotel eskiden sanildig1 gibi, dokularla kan arasinda bulunan basit bir mekanik engel
degil, tam tersine sentezledigi ve salgiladigi mediyatorlerle; vaskiiler tonusu, kan
pihtilagmasini, hiicre proliferasyonu, inflamasyonu, damar gegirgenligini diizenleyen ve
viicudun her tarafina yayilmis bir organ olarak kabul edilmektedir. Biiyiik arterleri, venleri,
kapillerleri ve lenf yiizeyini ddseyen endotel hiicrelerinin Snemli yapisal ve islevsel
farkliliklar1 olmasina karsin temel fonksiyonlar1 benzerlik gostermektedir.

Iskemi endotel hiicrelerinde bazi proinflamatuvar gen fiiriinlerinin (16kosit adezyon
molekiilli, sitokinler vb) ve biyoaktif bilesiklerin (endotelin, tromboksan A2 vb) sentezini
artirirken, bazi koruyucu gen iirtinlerinin (yapisal nitrik oksit sentetaz (eNOS), siklooksijenaz-
2 (COX-2)) ve bu enzimlerin iriinlerinin (nitrik oksit (NO), prostasiklin) ekspresyon ve
sentezini baskilamaktadir (1).Vaskiiler ve enflamatuvar hiicrelerden kaynaklanan hidrojen
peroksit, oksidatif stresi indiikleyerek endotelde fonksiyon kaybina neden olmaktadir. Bu da
koroner arter hastaligi, kalp yetmezligi, hipertansiyon, periferal arter hastalig1 ve diyabet gibi
hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir. Iskemik dokunun reperfizyonu ya da
hipoksi/reoksijenasyon da hedef organ parankiminde ve damar endotelinde hasar olusturan
enflamatuvar bir yanita yol acgar ve iskemi sonrasi goriilen hasari arttirir (2). Hipoksi, hiicre
hasar1 ve 6liimiiniin en 6nemli ve en yaygin nedenidir. En sik nedenleri damar hastalig1 ya da
damarin herhangi bir nedenle tikanmasi, arteriyel ya da vendz kan akiminin engellenmesi
sonucu kan akiminin kaybidir. Hipoksinin diger bir nedeni de solunum-dolagim yetmezligine
bagl kanin yetersiz oksijenasyonudur. Diger bir neden ise anemi ya da karbon monoksit
(CO) zehirlenmesinde oldugu gibi kanin oksijen tasima kapasitesinin kaybidir. Hipoksik
devrenin siddetine bagl olarak hiicrelerde adaptasyon, hasar ya da 6liim goriiliir (3).

Hipoksi hangi sekilde olursa olsun sonugta aerobik metabolizmada kesintilere, hiicresel
disfonksiyon ve oliime neden olur. Hiicresel oliim siiresi dokunun metabolik ihtiyaclarina,
oksijen ve enerji depolarina ve anaerobik kapasiteye baglidir. Daha az siireli hipoksi
durumlar cesitli organ sistemlerinde progresif fizyolojik etkiler olusturabilir (4). Ortam
oksijensiz oldugunda, piriivat dehidrogenaz (PDH) enzimi, okside olamamis NADH;
tarafindan inhibe edilir ve sitrat gemberi gergeklesemez. Enerji gereksinimi anaerobik glikoliz
ile karsilanmaya calisilir. Bu mekanizma, ATP ve sitrat acigin1 yerine koyamadigindan
glikoliz stimulasyonu siirer. Anaerobik glikoliz; adenozin mono fosfat (AMP), inorganik

fosfat (Pi) ve hepsinden &nemlisi laktat birikimine yol acar. Iskemi agirlastikca ve devam



ettikge artan laktat birikimi, gliseraldehid 3- fosfat dehidrogenaz (GAPDH) enzimini ve enerji
sentezini inhibe eder. Yine aymi sekilde, normalde, enerji acgiginda aktive olabilen
fosfofruktokinaz enzimi (PFK), agir iskemini dogurdugu intraseliiler asidoz sonucunda islev
goremez ve glikoliz tamamen dururken, yikim triinleri hiicre i¢inde kalir (5). Bu durum ise
reaktif oksijen koklerinin (ROS) prekiirsérii hipoksantin’in hiicre i¢i birikimini artirir. iskemi
sonrasinda o bolgedeki kan akiminin yeniden saglanmasi (reperfiizyon) ve hiicre icine
molekiiler oksijenin yeniden sunulmasi ile birlikte ROS tiirevleri hizla olusmaktadir. ROS
iretimi normal fizyolojik bir olaydir. Bununla birlikte bunlarin sentezindeki artislar
hiicrelerde oksidasyona ve DNA hasarina yol agmaktadir (6). Canli hiicrelerde bulunan
protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek maddelerin oksidasyonunu
onleyen veya geciktirebilen maddelere de antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma
denir. Belirli bir diizeye kadar olabilen oksidan molekiil artis1 yine viicutta daima belirli bir
diizeyde bulunan dogal antioksidanlar tarafindan etkisiz hale getirilmektedir.

L — arjininden sentezlenen NO inflamasyonun major mediyatorlerindendir, fizyolojik

etkisi koruyucu ve antienflamatuvar yondedir. Ancak yiiksek miktarlarda saliverildigi zaman
ve ortamin redoks ve oksijenasyon durumuna bagli olarak hedef hiicrelerde peroksinitrit
olusumu iizerinde molekiiler hedeflerin nitrozilasyonu/nitrasyonuna neden olabilir. Ayrica
mitokondriyal solunumu, DNA sentezini inhibe edebilir (7).
NAC (N-asetilsistein) bir tiyol bilesigi olmakla birlikte potent bir antioksidan ve
antienflamatuvar 6zelliktedir. Ayn1 zamanda iyi bilinen bir glutatyon (GSH) prokiirsorii ve
direkt hareket etkileriyle serbest oksijen radikallerini, hidroksil radikallerini ve hipoklorik
asidi esas indirgeyicisi olarak temizler (8).

Calismamizda deneysel hipoksi olusturulan insan pulmoner endotel hiicre kiiltiiriinde, L
arjinin ve NAC’in hipoksi ile hasarlanmis pulmoner endotel hiicresi lizerine etkilerini

incelemeyi amacladik.



GENEL BILGILER
2.1. NORMAL ENDOTEL:

Normal endotel biitiin damar diiz kaslarinda bulunan, damar duvarini kaplayan ince bir
squamoz epitel tabakasidir. Vazodilatator ve vazokonstriktdr substratlarin yapiminda etkili
olarak, vaskiiler homeostazin saglanmasinda temel rol oynayan en kiiciik endokrin organdir
(9). Yetiskin bir insanda endotelin kapladigi ortalama alan 6000 m2 ve arligi 2,5 kg
civarindadir (10). Kaygan, parlak ylizeyli, vazodilatasyona egilimli bir yapidir (11). Endotel
damar i¢ yiizeyini doseyen tek sira yassi hiicrelerden olusur ve kana gecirgen degildir. Pasif
bir bariyer olmayip son derece aktif olan endotel, endokrin, parakrin, otokrin fonksiyonlara

sahiptir ve hemostaz ile vaskiiler fonksiyonlarin ayarlanmasinda temel etkendir (Sekil 1).
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Sekil 1. Damar endotel hiicresi iskeleti. Protein, iyon, su ve ¢esitli makromolekiillerin

endotel tabakasindan direkt ve indirekt yoldan paraselliiler araliga gecisleri (10, 12).

Endotel’in 6zgiil fonksiyonlari su sekilde siralanabilir (13):
1. Vazodilatator veya vazokonstriktor mediyatorler salinimi ile vaskiiler vazomotor tonus
kontrolii.
2. Dolasimdan c¢evredeki dokulara madde ge¢isini diizenleyen yar1 gegirgen bariyerin
devamliliginin saglanmasi.
3. Cesitli sitokin ve biiyiime faktorlerinin sentezi ve salinimi.
4. Arter duvarindaki lipoproteinlerin degisimi ve oksidasyonu.

5. Lokosit ve trombositlere nontrombojenik yiizey saglanmasi.



6. Bazal membran yapisindaki kollajen ve proteokliganlarinin devamliliginin saglanmasi

Endotel’in saglikli insanlarda normal fizyolojinin siirdiiriilmesinde ii¢ ana rolii vardir

(13):

1.Vaskiiler vazomotor regiilasyonun idamesi

2. Lokosit adezyonunun ve enflamasyonun kontrolii ve denetimi

3. Trombozis ve fibrinolizis arasindaki dengenin idamesi

Normal fizyolojinin idamesi salinan birgok mediator ile saglanir ( Tablo 1)

Tablo I: Endotelden salgilanan gesitli mediatorler (9)

Vazodilatatorler

Hiicresel (Selliiler)

Adezyon Molekiilleri

Koagiilan/Fibrinolitikler

Nitrik Oksit (NO= Endotel
kaynakli gevsetici faktor
(Endothelium derived
relaxing factor (EDRF))
Hiperpolarizan faktorler

Prostasiklin (PGI2=

Damarsal hiicre adezyon
Molekiili-1 (VCAM-1=
Vascular cell adhesion
molecule)

Hiicreigi hiicre adezyon
molekiili (ICAM=

Intracellular cell adhesion

von Willebrand faktor
Doku tipi plazminojen
aktivatoria

Plasminojen aktivator

Prostoglandin 1,) Inhibitérii (PAI)
o molecule)
Bradikinin )
o E-selektin
Asetilkolin _
P-selektin
Vazokonstriktorler Biiyiime Faktorleri Kimokinler
Damar endoteli biiylime
faktori
Trombosit kaynakli biiylime
Endotelin faktorii ) ) )
y ) Monosit kemotaktik protein
Anjiotensin Il Transformasyon biiylime ‘
Interlokin-8 (1L-8)
Tromboksan A2 faktori

Heparin- baglayici epidermal
biiylime faktorii

M-koloni uyaric1 faktorii
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2.1.1 Endotelyal vazomotor tonus kontrolii

Vaskiiler yatakta vazomotor tonus kontrolii, vaskiiler relaksasyonla kontraksiyon
arasindaki denge tarafindan belirlenir. Endotel kaynakli en 6nemli vazodilatatdr Nitrik
Oksittir (NO ).

Ilk olarak 1980 yilinda Furchgot ve Zawadski tarafindan tanimlanan tavsan aortik
damar seritlerinde noradrenalin, fenilefrin veya bagka bir kesici agonistle maksimal bir
kasilmanin % 60-70’1 bir kasilma sagladiktan sonra ortama asetilkolin (ACh) ilavesi ile
gevsemelerin olustugu gosterildi. Furchgot ve Zawadski bu gevsemenin endotele bagiml
oldugunu ve bu etkiden endotelden diiz kasa gegebilen non-prostanoid labil bir maddenin
sorumlu oldugunu ileri siirdiiler. Endotel kaynakli gevsetici faktér (EDRF) olarak adlandirilan
bu maddenin, daha sonra venler, arterler ve mikrodamarlarda yapilan ¢alismalarda, ACh’ den
baska trombin, adenin niikleotidler, P maddesi, bradikinin, bir kalsiyum iyonoforu olan
A23187 ve elektriksel stimiilasyonla da salmiminin uyarildigi bildirilmistir. Daha sonra
yapilan c¢alismalarda EDRF’nin nitrik oksit (NO) veya NO iligkili bilesikler oldugu
saptanmustir (7, 10).

Nitrik oksit

Molekiil agirlig1 30 olup gaz tabiatindadir. Yagda ¢6ziiniir ve biyolojik membranlardan
kolaylikla geger. Cok kisa yarilanma omriine ( 3-5 sn ) sahiptir. Basit kimyasal yapiya sahip
olmasina ragmen oldukc¢a farkli ve zit etkileri bulunmaktadir (7). Nitrik oksit sentezleyen
enzimlerin (NOS) katalize ettigi bir dizi reaksiyon sonucunda L-arjinin, L-sitrullin ve NO’ya
dontisiir. Bu reaksiyon i¢in ortamda oksijen ve bazi diger ko-faktorlerin (nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH), flavinadenin diniikleotid (FAD), flavin mononiikleotid (FMN),
tetrahidrobiopterin ve kalmodulin) bulunmasi gerekir (14, 15, 16).
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Sekil 2. Nitrik oksit (NO) kaynaklar1 ve olusumu (14).

——*MITRIK OKEIT

Lecitrulline

cGMP

Feela ksasyon

NO olusumunu katalizleyen en az {i¢ farkli enzim bagka bir deyisle ii¢ farklit NO- sentetaz
(NOS) izoformu oldugu bildirilmistir (10. Tablo II).

Tablo I1. Nitrik oksit sentezleyen enzimler (14)

NOS Diger NO
. Salinim Kaynak Regiilasyon Kromozom
Izoform | Adi Miktari
Kalsiyuma i
Tip | nNOS Devamli Sinir hiicreleri D1_1$uk 12
bagimh (picomol)
Makrofaj, damar Sitokinler,
diiz kas1, miyokard, .
-* | endotoksin ve
endokard, hepatosit, Yiiksek
Tip Il iNOS Indiiklendiginde | immiin oksidanlar 17
hiicreler, (nanomol)
tarafindan
hava yolu
epitelyumyumi indiiklenme
Vaskiiler endotel
hiicreleri,
trombositler, Kalsiyuma B
Tiplll | eNOS | Devamh _ Disiik 0|7
miyokard, bagimli (picomol)
endokard. notrofil
ve mast hiicreleri

NO: nitrik oksit, NOS: nitrik oksit sentetaz, nNOS: noral NOS, iNOS: indiiklenebilen NOS, eNOS: endotel

kokenli NOS.
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Endotel hiicrelerinde bulunan 135 kDa agirliginda olan endotelyal NOS (eNOS)
kalsiyuma bagimli bir enzim oldugundan, intraselliiler kalsiyum (Ca+2) yogunlugun
yiikselmesiyle aktive olur. Noronlarda bulunan 168 kDa agirliginda néronal NOS (nNOS)’da
Ca* iyonuna bagimlilik gosterir. Makrofajlarda ise bakteriyel endotoksinler ve iltihabi
sitokinler tarafindan uyarilan, 130 kDa agirliginda olan, indiiklenebilir NOS (iNOS) enzimi
bulunur. iNOS Ca* iyonuna bagimlilik gostermez. iNOS uyarildiginda eNOS nNOS
enzimlerine oranla daha fazla miktarlarda ve uzun siireli NO salinimi olur (10).

Nitrik oksit bir kez sentezlendikten sonra hizla hedef dokulara yayilir ve hiicre i¢inde
guanilat siklaz enzimini aktive ederek diiz kas kasilmasini saglayan siklik guanozin
monofosfat (¢cGMP) miktarin1 artirir. Olusan bu biyokimyasal olaylar diiz kas kasilmasi,
vaskiiler toniis ve kan akisinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Nitrik oksit ayn1 zamanda
trombositler icindeki ¢oziilebilir guanilat siklaz aktivitesini de artirarak trombosit yapisma ve
kiimelenmesini azaltir. Ayrica mikroorganizmalarin mitokondrial proteine bagli demir
bilesikleriyle reaksiyona girip DNA sentezini bozarak o6lmelerine yol acar ve savunma
sisteminde rol oynar (14).

Prostoglandinler

Endotel hiicreleri cesitli prostaglandin molekiilii {iretebilir. Hangi prostaglandin
molekiiliiniin tretilecegi endotelin bulundugu dokuya baghdir. Prostoglandin I, (PGI2=
Prostasiklin) vazodilatasyon yapan endotel kaynakli bir baska mediatordiir. Prostasiklin,
arasidonik asit metabolizmasmin bir iriinii olarak damar endotel ve diiz kas hiicreleri
tarafindan sentez edilir.  Trombosit aktivasyonu, sekresyonu ve kiimelesmeyi ayrica
monositlerin endotel ile etkilesimini baskilar. Ayn1 zamanda diiz kas hiicresinin gevsemesine
neden olur. Prostasiklin ve NO trombosit kiimelesmesini geriye ¢evirmek i¢in sinerjik olarak
rol oynarlar (17).

Endotelinler

Endotel hiicrelerinin sentezledigi bir diger grup mediator de endotelinlerdir. Bilinen
birbirine benzer 3 ayr1 endotelin vardir; bunlardan endotelin-1 (ET-1), su ana kadar izole
edilmis en giiglii vazokonstriktor ajandir. Genel olarak endotelinler vaskiiler tonus iizerinde
lokal etki gosterirler. ET-1, agirlikli olarak endotel hiicreleri, bobrek ve beyinde, ET-2 baglica
ince barsaklar ve bobrekte, ET-3 ise daha ¢ok kanda bulunmaktadir. Endotelinler salgi

graniillerinde depolanmaz ve her biri farkli bir gen tarafindan kodlanir (18). Endotelin
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hidrofilik oldugundan plazma membranini gecemez. Etkisini spesifik reseptorleri araciligr ile
gosterir. Baslica iki reseptorii vardir; Endotelin A (ET-A) ve endotelin B (ET-B). Vaskiiler
diiz kas hiicreleri ile her iki reseptdr de vazokonstriksiyonda rol oynar. Vaskiiler endotel
hiicrelerinde ET-B ile NO ve PGI2 salgilanmasinda rol oynayarak vazodilatasyona yol agar
(19). ET-A; ET-1 ve ET-2’ye yiiksek affinite gosterirken ET-3’e affinitesi ¢ok distiktiir. ET-
B ise her lgiinde de esit affinite gosterir (9). Endotelinlerin salgilanmasi iizerine etkili
diizenleyici faktorler de bu etkilerini gen transkripsiyonu tizerinden gergeklestirmektedir (18).
2.1.2 Endotelyal doku ve lokosit

Normal arteryel endoteliyal doku lokositlerin endotel hiicresine yapismasina karsi
direnglidir. Inflamasyonun oldugu dokuda ekstravaskiiler alana lokosit gecisi arterlerden
degil postkapiller veniillerden olur. Endotel hiicreleri 16kositleri baglamak i¢in 6zel adezyon
molekiilleri sentezleyip kendi hiicre zarlarinda sergilerler. Endoteliyal dokunun sentezledigi
bu yapisma molekiilleri immiinglobiilin ailesi iiyeleri ( VCAM ve ICAM) ve E-selektindir
(20).

Endotel hiicresi kendi sentezledigi E selektin disinda trombosit tarafindan sentezlenen
P-selektini alir ve kendi hiicre zarinda sergiler. Ayrica endotel hiicre zarinda 16kositlerdeki L-
selektine baglanan molekiiller (ligand) vardir (21). Bir 16kositin transmigrasyonu alt1 agamada
gerceklesir ( 21):

1. Endotel hiicresinin aktivasyonu. Endotel hiicre zarinda E-selektin ve P-selektin diizeyi
artar.

2. Lokositin endotele geri doniisimlii (reversible) yapismasi: Selektin- reseptor
etkilesimi.

3. Lokositin endotel lizerinde yuvarlanmasi Selektin-reseptor etkilesimi.

4. Lokositin aktivasyonu: Kemokinlerle aktive olan lenfosit yiizeyinde VCAM-1 ile
baglanan ligandlarin miktar artar.

5. Lokosit, endotel baglantisinin gii¢lendirilmesi: Lokositlerdeki ligandlarin, VCAM ve
ICAM ile etkilesmesi ile.

6. Lokositin iki endotel hiicresi arasindan dokuya ge¢mesi (transmigrasyon): Trombosit
endotel yapisma molekiilii (platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1) ve

diger birgok molekiil gorev alir.
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2.1.3 Endotelyal doku ve koagiilasyon
Antikoagiilasyon

Arter, ven ve kapillerde bulunan endotel hiicreleri énemli fizyolojik ve morfolojik
farkliliklar olmasina karsin temel islevleri benzerlik gostermektedir. Endotel hiicreleri kan
hiicrelerinin damar duvarina yapismasina engel olan nontrombojenik bir yiizey olusturarak
trombozise karst dogal bir engel olusturur (10). Endotel hiicrelerinin yiizeyindeki
trombomodulin trombini baglar, bu kompleks trombinin koagiilan 6zelligini inhibe eder,
trombinin protein C’ye afinitesini artirir ve protein C’yi aktive eder. Esas olarak endotelial
hiicreler tarafindan sentezlendigi diisliniilen protein S, protein C’nin kofaktorii olarak rol
oynar, ayni zamanda aktive protein C olmadan da antikoagiilan 6zellik tasir. Protrombinaz ve
intrinsik tenaz kompleksini inhibe eder ve faktor Va ve VlIlla ile dogrudan etkilesir. Heparan
siilfat proteoglikanlar endotelin luminal yiizeyine ve subendotel bolgelerine salinir. Heparan
stilfatlar antitrombine baglanarak aktive ederler, bdylece prokoagiilan olan trombin, faktor Xa
ve faktor IX a’nin inaktivasyonunu hizlandirir (17).
Prokoagiilasyon

Endotel hiicre yiizeyini prokoagiilan hale g¢eviren esas olay doku faktoriiniin (DF)

salimimidir. Endotel hiicresi faktor IX, X trombin baglar. Trombin endotel hiicresine Protaz
aktive edici reseptor (Protease-activated receptor (PAR)-1 reseptorii ile baglanir ve hiicreden
DF, PAI-1, NO, endotelin, prostasiklin salgilatir. Endotel hiicresi iizerinde fibrin ve fibrin
yikim iirlinleri i¢in reseptorler vardir. Bu reseptorlere fibrin ve yikim iirlinlerinin baglanmasi
endotel hiicresine l6kosit adezyonunu arttir, endotel hiicresinde deformiteye ve l6kosit
transmigrasyonuna yol agar. Kiiltiire endotel hiicre zarinda Von Willibrand faktorii (vVWF)
baglayan glikoprotein Ib (GP1b) reseptorii saptanmistir (21).
Fibrinolizis

Canlilarda fibrinolizis, normalde fizyolojik olarak endotel tabakasinin yerine getirdigi
bir islemdir. Bu tabaka, glikozaminoglikanlar, plazminojen aktivatorleri, trombomodulin,
prostoglandin 12 (PGI2) gibi antitrombotik ve antikoagiilan maddeler salgilayarak, lokal
olarak pihtilasmay1 onler (22).

Endotel hiicresi t-PA plajminojen aktivatdr inhibitdrii salgilar, plazminojeni
membranina baglar. Lipoprotein(a) plazminojen ile endotel zarina baglanmak i¢in yarisir.

Trombomodiiline bagli formdaki trombin TAFI’1 ( trombin ile aktive olan fibrinolizis
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inhibitorii ) aktive eder. Aktive olan TAFI fibrinden bir peptid dizisini koparir. Geride kalan
fibrin molekiiliine plazminojen/plazmin ve t-PA baglanamaz ve sonugta fibrinolizis engellenir

(21).

2.2 Endotel disfonksiyonu

Endotel fonksiyonlarindan biri ya da birkaginda bozulma, endotel disfonksiyonu olarak
adlandirilmaktadir. Endotel disfonksiyonu akut ve kronik dénemde, vaskiiler sistemin
biitiinligiinii bozan patolojilerin gelisimine zemin hazirlamaktadir. Endotel disfonksiyonu
sonucu gelisen bu patolojiler, vazokonstriksiyon, diisiik dereceli inflamasyon, koagiilasyona
egilim ve arter elastikiyetinde azalma olarak 6zetlenebilir. Bu yoniiyle endotel disfonksiyonu,
damar duvarinda endotel tarafindan sentez edilen nitrik oksidin (NO) azalmasi sonucu,
endotele bagli vazodilatasyonun bozulmasi olarak algilanmaktadir (23). Endotel
disfonksiyonu terimi genellikle endotel bagimli vazodilatasyondaki bozulmay1 tanimlamak
icin kullanilmasina ragmen 16kosit, trombosit ve diizenleyici maddelerle endotel arasindaki
iliskideki anormalliklerle, normal dis1 endotel aktivasyonuna yol agan durumlar1 da kapsar
(13).

2.2.1 Endotel ve Enflamasyon

Enflamasyon, enflamatuvar bir uyariya cevap olarak elde edilen dinamik, olaylar
zinciridir. Enflamasyon alaninda vazodilatasyon takiben kan akimi degisiklikleri, damar
permeabilite artisi, 6dem sivist olusumu, lokal 16kosit birikimi gdzlenir. Bu birbirini takip
eden olaylarin gelisiminde ¢esitli mediatorler sorumludur.

Endotelyal hiicre, normal fonksiyon gorebilen saglikli bir vaskiiler sistemin varlig1 i¢in
hayati 6nem tasir. Endotel tabakasi metabolik olarak oldukg¢a aktif bir doku olup, siirekli
hormonal ve hemodinamik uyarilar ile karsilagir. Etkilerinin endokrin, parakrin ve otokrin
komponentleri vardir. Baglica fonksiyonlari arasinda, hemen altinda yer alan vaskiiler diiz kas
hiicrelerin tonusu diizenlenmesi ve Oncii aterojenik olaylarin inhibisyonu sayilabilir ki bunlar
arasinda monosit ve platelet adezyon — agregasyonun Onlenmesi, okside low density
lipoprotein  (oxLDL) yapimimin baskilanmasi, enflamatuvar sitokinlerin sentezinin
baskilanmasi, antitrombotik ve fibrinolitik etkiler sayilabilir (24).

Hipertansiyon, diyabet ve hiperkollesterolemi gibi geleneksel kardiyovaskiiler risk
faktorleri endotelin koruyucu fonksiyonunun bozulmasma neden olur. Hiperkolesterolemi

normal kosullarda l6kositlerin siki adezyonuna direngli olan endotel tabakasina kandaki
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16kositlerin baglamasina neden olur. OxLDL endotelial aktivasyona ve NO’nun hiicre ici
konsantrasyonunu azaltarak biyolojik karakterinin degismesine neden olur. Hipertansiyon ile
iliskili angiotensin II vazokonstriktordiir ve NO’un karsit1 olarak etkir. Angiotensin II reaktif
oksijen koklerinin (ROS) iiretimine, proenflamatuvar sitokinler interlokin (IL)-6 ve monosit
kemotaktan protein-1 (MCP-1) ekspresyonlarinin artmasina ve endotel hiicrelerinde vaskiiler
hiicre adezyon molekiil -1 (VCAM-1) in etkinliginin artmasina neden olur. Yeni risk
faktorlerinden C-reaktif protein (CRP) seviyesinin artmasi; NO iretimini baskilayarak ve
biyoaktivitesini azaltarak endotelial disfonksiyona neden olabilir. Bu endotelial degisiklikler
damar duvarinda enflamasyona yol acarak aterosklerotik lezyonlarin baglama ve

ilerlemesinde bir ilk basmak olusturur (17).

2.2.2 Endotel ve sepsis

Sepsis nonspesifik bir bakterinin organizmanin herhangi bir yerine yerleserek uygun
kosullarda iiremesi sonucu, zaman zaman veya devamli kana karigmasiyla olusan klinik
tabloya denir.

Sepsisteki fizyopatolojik olaylar olduk¢a karmagiktir. Bakteri hiicre duvarinda yer alan
bircok antijenik yapilar ve toksinler, dolasimdaki mononiikleer fagositler, endotel hiicreleri
ve diger hiicrelerden bir¢cok giliclii mediyatorlerin salinimini baslatirlar. Bunlarin en
onemlileri; timor nekroz faktorii alfa (TNF-a), interlokin — 1, 2, 6 ve 8 (IL-1, IL-2, IL-6 ve
IL-8) ve trombosit aktive eden faktdr (PAF)’diir. Sepsiste arasidonik asit metabolitleri de
onemli rol oynar. Siklooksijenaz yolla prostoglandinler ve tromboksan A2, lipooksijenaz
yolla ise l6kotrienler agiga c¢ikar. Endotoksin ve TNF, IL-1 gibi mediatorler arasidonik asit
metabolitlerinin agiga cikmasimmi ve sentezini aktive eder. Tromboksan A2 kuvvetli
vazokonstriktor ve prostoglandinler ise vazodilator etkiye sahiptir. Arasidonik asit
metabolitleri, ates, tasikardi, takipne, ventilasyon-perfiizyon bozuklugu ve laktik asidoz
olusumunda rol alirlar. IL-1 ve IL-6, T hiicrelerini aktive eder. Gama interferon (IFN-y), IL-2,
IL-4 ve graniilosit-monosit Kkoloni stimule eden faktér (GM-CSF) olusur. Bu sirada
koagiilasyon kaskadi ve kompleman sistemi de aktive olur (25).

Sepsiste hedef organ damar endotelidir ve hemen hemen biitiin mediyatorler damarlar
uizerine etkilidir. Endotoksin, TNF-a, IL-1, PAF, 16kotrienler, tromboksan A2 ve NO endotel
permeabilitesini artirtr. Komplemanin aktivasyonu, damar permeabilitesini direkt veya

nétrofilleri aktive ederek indirekt yolla bozar. Ayrica degraniilasyon esnasinda nétrofillerden
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aci18a c¢ikan toksik oksijen radikalleri ve lizozomal enzimler de endotel permeabilitesini artirir.
Damar permeabilitesinin artmasi ve endotel hasari, ekstravazasyon ve mikrotrombiislerin
olusumunu kolaylastirir. Septik sok tedavisinde naloksan, nonsteroid antienflamatuvar ilaglar
(indometazin, ibuprofen), antihistaminikler, pentoksifilin denenmis olup, klinik kullanima
girmemistir. Dogal veya sentetik antioksidanlar; ksantin oksidaz inhibitorii (allopiirinol),
stiperoksit dizmutaz, katalaz, NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin gibi), desferroksamin,
N-asetilsistein, vitamin C ve E ile deneysel diizeyde calismalar devam etmektedir. Bazi
hayvan modellerinde NO sentez inhibitorlerinin olumlu etkisi gosterilmistir. Bilinen NO
sentetaz inhibitéri N-monometil-L-arjinindir. L-arjinin ile az sayida hasta ile yapilan klinik
calismada olumlu etkisi ortaya konulamamustir (25).

2.2.3 Endotel ve Akut Solunum Sikintis1i Sendromu (ARDS)

Ik olarak Ashbaugh 1967 yilinda, adult/akut solunum yetersizligi sendromunu
(ARDS), infant hiyalin membran hastaligina benzeyen pulmoner infiltrasyonlarin zemininde
geligsen agir bir solunum yetersizligi sendromu olarak tanimlamistir. Bundan sonraki dénemde
ARDS ile ilgili yazilarda ¢ogu kez adult RDS kullanilmig fakat 1987'den sonra akut RDS
sOzciigliniin daha dogru bir tanimlama olacagi ortak fikri agirlik kazanmistir (26).

Pulmoner aspirasyon veya toksik gaz inhalasyonu gibi lokalize olaylar ya da pankreatit
veya sepsis gibi sistemik olaylarin tetiklemesi ile viicuttaki enflamatuvar yanit aktive
oldugunda pulmoner ve sistemik dolasima bir¢cok enflamatuvar mediatoér salinmaktadir (27).
Enflamasyonun rol aldigi doku onarmmi ile doku hasar1 arasinda c¢ok hassas bir denge
bulundugu icin enflamasyon iki ucu keskin bir bigaga benzetilebilir. ARDS’de bu hassas
denge bozulmakta ve enflamasyon asir1 doku zedelenmesine yol agmaktadir. Karsi
konulmayan enflamasyonun sonucunda hedef organ olan akcigerlerde belirgin akciger endotel
ve epitel hiicre hasar1 ortaya ¢ikmaktadir (28). Deneysel ¢aligmalarin bazilarinda ARDS' nun
enflamatuvar yanitt bir lipopolisakkarid (LPS) ile olusturulmaktadir. Akut fazda, bu
lipopolisakkaride baglanan protein (LBP), endotoksine yapigsmakta ve CDI18 regiilasyonu
degisime ugramakta, notrofiller endotele yapismakta, alveolar makrofajlardan da sitokinler
(TNF-0) agiga cikmakta ve ARDS tablosunu olusturmaktadir. Sonraki fazda LPS/LPB
kompleksi CDI18 ile etkilesime ugramakta ve ortaya cikarttigi intraseliiler yanitla akciger
hasarmi tetiklemektedir (29).

Meydana gelen endotel hasar1 pulmoner o6deme, ayrica pulmoner ve sistemik

mikrosirkiilasyon bozukluklarina yol acar. Bu enflamatuvar yanitin temel komponenti
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nétrofillerdir, temel mediator ise notrofil aktivasyonuna ve nétrofillerin endotele yapismasini
tetikleyen TNF’dir. Interlokin-8 ve diger sitokinler notrofil kemoatraktani olup nétrofil
aktivasyonuna yol agarlar. Notrofiller tetiklendiginde degraniile olurlar, proteazlar, reaktif
oksijen radikalleri ve lokotrienlerin salimimina yol agarlar. Lipid mediatorler ve platelet
activating factor (PAF) azaltarak enflamasyonun daha da artmasina neden olur. Koagiilasyon
ve kompleman sistemleri de aktive olarak koagiilasyonda artig ve fibrinolizde azalma olusur.
Endotel hasar1 kapiller sizintiya, bu da non-kardiyojenik pulmoner 6dem ve pulmoner
mikrosirkiilasyon bozukluklarina neden olur. Bu enflamatuvar yanitin sonucu ise solunum

yetmezligi, sistemik oksijenasyonda bozulma ve 6liimdiir (27).

2.2.3 Endotel ve Pnomoni

Akciger parankiminin iltthabina pnémoni adi verilmektedir. Anatomik olarak
pndmoniler bir veya birkag¢ lobda konsolidasyon gosteriyorsa lobar pndmoni, dnce bronsiol ve
daha sonra ¢evre loblarda konsolidasyon olusuyorsa bronkopnémoni veya lobuler pndmoni
olarak adlandirilirlar. Intertisyel olarak ve bronsiolleri i¢cine alan pndmoni seklinde ise
intertisyel pndmoni veya pndmonitis adi verilir. Pndmoniler anatomik tutulum diginda yasa,
etkene radyolojik tutuluma gore de smniflandirilabilirler (30). Herhangi bir yolla alt solunum
yollarina ulasabilen enfeksiyon ajanlarinin bir kiside enfeksiyon hastalifi gelistirmesinde
(pndmoni olusturmasinda), mikroorganizma ve konak arasinda bir dizi etkilesim rol oynar
(31). Konak savunmasinda endotel fonksiyonlart 6nemi rol oynar. Alveol igine ulagan
bakteriyel tirlinler (6rn. toksinler, lipopolisakkaridler gibi) alveolar makrofajlar1 ve vaskiiler
endotel hiicrelerini aktive eder ve hizla sitokin iiretimi olur (TNF-(IL-1, IL-6, IL-8, LTB4,
kemokinler). Sitokinler akut enflamatuvar yanitin olusmasinda ¢ok Onemlidir. Notrofil ve
monositlerin damar endoteline yapismasina yol acar. TNF ve IL-1 endotel hiicrelerinden,
fibroblastlardan, pulmoner epitel hiicrelerinden kemokinlerin ve IL-8'in salgilanmasini artirir.
Bu da enflamatuvar yanitin olusmasi ve siirdiiriilmesinde rol oynar. Kemotaktik aktiviteyi
gosterir. Enflamasyon alanina noétrofil gociine hizmet eder. Akut bakteriyel enfeksiyonlar
esnasinda respiratuar sekresyonlarda bile artmis IL-8 saptanir. Yine TNF-a MIP-2'nin K.
pneumoniae enfeksiyonunu takiben hemen arttigi kaydedilmistir. Anti MIP-2 antikorlarinin
verilmesi ile K. pneumoniae Klirensinin azaldigi gosterilmistir. 1L-8, MIP-2 (makrofaj
enflamatuvar protein) fagositozu arttirdigi gosterilmistir (31). Psddomonas pndmonisi

olusturulan hayvan modeli ¢alismalarinda INO etkisi oldugu bildirilmistir (32).
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2.2.4 Endotel ve lipopolisakkarid

Gram negatif bakterilerinin hiicre duvarinin (dis membraninin) Lipopolisakkarid (LPS)
karakterindeki yapisal bir komponentidir. LPS, baslica 3 kisimdan olugsmaktadir. Bunlardan
biri, lipid porsiyonu (lipid A) toksik bir karakter tasir. Buna, merkez polisakkaridleri ile O
spesifik karbonhidratlar (0 antijeni) baglanmistir. LPS, yapisal bir 6zellik tasidigindan
ekzotoksinler gibi disar1 salgilanamaz ancak bakteriler lizise ugradiklar1 zaman ortama
gecerler. LPS'ler endotoksin olarak ta bilinirler. Lipid A'min aktivitesinde, komplementin
alternatif yoldan aktivasyonunun ve sitokin sentezinin uyarilmasinin rolii oldukga fazladir.
Endotoksine karsi olusan, makrofajlar/monositler, noétrofiller, trombositler ve endotel
hiicreleri arasinda hemen her organi etkileyebilen kompleks bir etkilesime baghdir. Ciddi
enfeksiyonlarda bu etkilesim belirgin ve uzamis yanit genellikle zararlidir ve yaygin organ
disfonksiyonu ile sonuglanir (33).
Makrofajlarin patojen mikroorganizmay1 fagosite etmesi ve uyarilmasi ile proenflamatuvar
sitokinler olan TNF-a, IL-1 ve IL-6 salinmaktadir. Daha once de belirtildigi gibi, bu
sitokinlerin yerel ve sistemik etkileri vardir ve bu etkiler doza bagimli olarak goriilmektedir.
Yerel etkileri arasinda en Onemlisi vaskiiler endotel hiicreleri iizerinde noétrofil gociinii
saglayacak adezyon molekiillerinin eksprese edilmesini uyarmalaridir (34).
ICAM-1 yapisal olarak endotel hiicrelerinde eksprese olur. Timor nekroz faktér (TNF),
interlokin-1 beta (IL- 1B8) ve lipopolisakkarid (LPS) uyarisini takiben 24 saat igerisinde
ekspresyonlari artar ve 72 saat yliksek seviyede eksprese olurlar (35).
Endotel yiizeyinden eksprese edilen ICAM-1 gibi adezyon molekiillerine tutunmasi ile
gergeklesir. Ikinci asamada nétrofiller yiizey integrinleri ile endotel yiizeyine sikica tutunurlar

ve endotel araliklarindan dokuya gecerler (34).

2.2.5 Hipoksi ve enflamasyon

Hipoksi; dokularin yeterince oksijen alamama durumu olarak tanimlanmaktadir. Dokuda
azalan oksijen miktar1 ile beraber; dokunun enerji metabolizmasinda degisiklikler olustugu,
doku adenozin trifosfat (ATP) miktarinin azaldigir ve biriken adenozin molekiillerinin asiri
oranda yikima ugradigi bildirilmektedir. Ayrica normal kosullarda reaktif oksijen kdklerinin
(ROS) olusumuna yol agmayan ksantin dehidrogenazin, hipoksik kosullarda asir1 adenozin

yikimi sonucu olusan hipoksantinin enzimatik yikimi sirasinda ROS iiretimine neden oldugu
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bildirilmektedir (36). Iskemi siirecinde mikrovaskiiler endotelde bulunan ksantin
dehidrogenaz  enzimi  ksantin  oksidaz  enzimine  donistiiriiliir.  Reperfiizyonda
reoksijenizasyonun saglanmasiyla, iskemi sirasinda olusan ksantin oksidaz enzimi, biriken
hipoksantini ksantine doniistiirirken c¢ok sayida serbest oksijen radikalininde ortama
¢ikmasina neden olur. Oksijen Oncelikle siiperoksite (O;), ardindan da hidrojen peroksit
(H202) ve hidroksil radikaline (OH-) doniisiir. Notrofillerde bulunan membrana bagimli
NADPH oksidaz enzimi ise, iskemi sirasinda hiicre igerisine kalsiyum akisiyla birlikte aktive
olur. Aktive olan enzim NADPH'yi NADP+'ye cevirirken reperfiizyonda saglanan molekiiler
oksijenide siiperoksite (O,-) indirger. Oksijen serbest radikallerinin reperflizyonda ani ve ¢ok
sayida agiga cikmasi direkt endotel hasara neden oldugu gibi postiskemik dokulara nétrofil
infiltrasyonuna neden olarak oksidatif hasar1 daha da artirir. Notrofillerin postiskemik
dokulara toplanmasiyla birlikte yiizeylerindeki adezyon molekiilleride (CD11 / CD18) aktive
olur ve vaskiiler endotel hiicrelerinin yiizeyinde bulunan karst reseptorlerle (ICAM-I)
reaksiyona girerler. Olusan CD18 /ICAM-I kompleksi, notrofillerdeki oksidanlarin kas
hiicrelerine gegisini saglarken, endotel hasariyla mikrovaskiiler bariyeride bozarak iskemi
sonrasinda kaslarda kapiller diizeyde akimin olmamasina neden olur (37). Pulmoner arter
tromboendarterektomisini takiben reperfiizyon sonrasinda goriilen pulmoner 6dem, endotel
hiicrelerinin iskemi-reperfiizyona maruz kalmasi sonucu degisen vaskiiler denge, reperfiizyon
sirasinda azalan NO: siklik guanozin monofosfat (¢cGMP) diizeylerine bagl olarak gelisen
vaskiiler disfonksiyon sonucu bozulan koagiilasyon, vaskiiler permeabilite, vazomotor tonus,
16kositlerin adezyon ve agregasyon fonksiyonunda artis klinikte akcigerlerde iskemiyi takiben
reperfiizyon ile karsilagilan en 6nemli sorunlar olarak degerlendirilmektedir (1). Yapismis
olan nétrofiller stiperoksit anyonu, hidroksil radikali ve hidrojen peroksid gibi reaktif oksijen
metabolitleri tireterek, direkt veya indirekt olarak pulmoner endoteli hasara ugratabilirler.
Notrofillerin akciger ve diger organlara sekestrasyonu multisistem organ yetmezligi
gelisiminde 6nemli bir basamaktir. Degraniilasyona bagli olarak nétrofiller pulmoner endotel
ve parankim hiicrelerini hasara ugratan elastaz ve diger proteazlar serbestlestirirler. Ayrica
aktive notrofiller, aktive olmayan hiicrelerden daha serttirler. Bu da onlart pulmoner
kapillerler boyunca ilerlerken Reperfiizyon Hasar1 sekil degisikligine daha direngli hale
getirir. Pulmoner mikrovaskiiler yatakta lokosekestrasyona ilave olarak alveoler bosluklar
igcerisinde de enflamatuvar hiicrelerin varligi gésterilmistir. Akcigerler aktive nétrofillere karsi

ozellikle duyarli olup, secici olarak bu hiicreleri tutarlar. Bu tutulan PNL’in ileri aktivasyonu
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daha sonra direkt olarak tromboksan A2 {iretimini indiikleyebilir, ya da indirekt olarak
pulmoner parankimal tromboksan A2 sentezine neden olarak solunum disfonksiyonuna ve
permeabilite degisikligine yol agabilir (36).

Olusan serbest radikaller yapilarindaki "eslenmemis elektron" nedeniyle oldukga
reaktiftirler ve hiicrenin DNA, protein ve lipit yapilarinda hasara yol agarak hiicre
fonksiyonlarimi bozarlar. Hiicredeki tiim biyomolekiiller icerisinde oksidatif hasara en hassas
olan membran yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitleridir. Reperfiizyonla agiga ¢ikan
siiperoksit radikali (O2-) hidroksil radikaline (OH-) doniiserek hiicre membraninda lipit
peroksidasyonunu baglatabilecegi gibi, endotel kaynakli nitrik oksitle (NO) reaksiyona girip
"peroksinitrit" olusumuna neden olarak da lipit peroksidasyonunu baslatabilir. Lipit
peroksidasyonu bir kez basladiktan sonra kendi kendini devam ettiren zincirleme bir dizi
reaksiyon seklinde ilerler. Bu reaksiyonun sonucunda malondialdehit (MDA) gibi biyolojik
olarak aktif ve hiicre membraninda par¢calanmaya neden olan aldehitler agiga ¢ikar (37).
HUCRE KULTURU

Hastaliklarin anlasilmasina doniik ¢alismalarin canli ortaminda (in vivo) ortamda
canlilar lizerinde yapilmasi, risk faktorlerinin arastirilmasi ve tedaviye yonelik girisimlerin
uygulanmast ¢ogunlukla giivenli olmamakta ve ciddi yasal-etik sorunlari beraberinde
getirmektedir. Bu nedenle ¢esitli organ ve dokulardan alinan eksplantlardan hiicre kiiltiirleri
elde etme yoluna gidilmekte, boylece in vivo ortamda yapilamayan deneysel calismalar in
vitro ortamda hiicreler iizerinde yapilabilmektedir. Hiicre kiiltiirii hiicrelerin kontrollii kosullar
altinda yasatilmasina dayanan bir laboratuvar islemidir. Hiicre kiiltiirlerinde yapilan
caligmalar gliniimiizde arastirma ¢alismalarinin 6nemli bir yerini tutmaktadir. Cesitli patolojik
durumlarda (6rnegin kanser) belli bir maddenin etkilerini, bir hiicre ya da dokuda {iretilen
belli bir maddenin islevlerini (6rnegin bir protein) belirlemek amaciyla belli bir hiicre
serisinden c¢ogaltilan hiicrelerde ¢alismalar yapilarak canli ortaminda elde edilebilecek
sonuglara ulagilabilir. Hiicre (doku) kiiltiirii ¢alismalariin ge¢misi yiiz yili askin bir siireyi
kapsamaktadir. ilk olarak 1885’te Roux embriyonik tavuk hiicrelerinin hayvanm viicudunun
disinda tuz ¢ozeltisinde canliligimi siirdiirebildigini gostermistir. Carrel 1913’°te hiicrelerin
aseptik kosullar altinda diizenli olarak beslenmeleri halinde kiiltiir ortaminda uzun siire
artabildiklerini gostermistir. Earle ve arkadaslar1 1948’de L hiicre serisinden izole ettikleri
hiicrelerin hiicre kiiltiirtinde klonlar olusturduklarini; 1952’de de Gey ve arkadaglar1 bir insan

servikal karsinomasindan tiireyen hiicrelerin siirekli (continuous) serisini ortaya koymuslardir
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ki, bu bugiin iyi bilinen HeLa hiicre serisi olmustur. Diinya genelinde siiregelen ¢alismalarin
devaminda 1986°’da Martin ve Evans ile arkadaslar1 fareden pluripotent embriyonik kok
hiicrelerini izole ederek Kkiiltiirtinii yapmislar ve 1998’de de Thomson ve Gearhart ile
yardimcilar1 insan embriyonik kok hiicrelerini izole etmeyi basarmislardir. Hiicre kiiltiirleri
primer doku eksplantlarindan ya da hiicre siispansiyonlarindan tiiretilebilir. Primer hiicre
kiiltiirleri tipik olarak sinirli bir yasam siiresine sahipken (belli bir boliinme sayisindan sonra
cogalma durur), siirekli hiicre serileri anormal (kanser hiicreleri gibi) ya da transformasyona
ugratilmis hiicre serileridir. Tek bir hiicre tipi hakkinda elde edilebilecek en iyi bilgiyi
edinmek i¢in o hiicrenin dokudan diger hiicre tiplerinden ayrilarak izole edilmesi gerekir.
Bunun sonucunda olusan homojen hiicre popiilasyonu ya dogrudan ya da kiiltiir ortaminda

(besi yeri, medium) ¢ogaltildiktan sonra analiz edilebilir.
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GEREC VE YONTEM
Bu calisma ADUBILTEM Merkez Arastirma laboratuarinda yapilmistir.
3.1. Hiicre Kiiltiiri

Kullamlan Malzemeler
Human Arteria Pulmonaris Endotel (HAPE) hiicre kiiltiirii, Endotel Growth Medium - 2
MV (EGM- 2 MV Lonza cc 4147), 75 cm?’lik flasklar, 24 kuyucuklu flask.

Hiicre kiiltiiriiniin yapilmasi
Hiicreler azot tankindan donmus olarak c¢ikartilip, 37° C’de 5 dk bekletildi ve

¢oziildiikten sonra 75 cm?lik flaska alindi. Uzerine hiicre kiiltiir medyumundan 10 mL ilave
edilerek hafif¢e calkalandi, P, pasaji olusturuldu. Hazirlanan P, kiiltiir ortami 151k mikroskobu
altinda kontrol edildi ve %5’lik CO, iceren etiivde 37°C’de inkiibasyona birakildi. Hiicre
kiltiri ekiminin 48. saatinde 11k mikroskobunda hiicrelerin canlilik durumu kontrol edildi.
Daha sonra, laminer kabinde, 6nce 10 mL fosfat tamponlu salin soliisyonu (Phosphat
Buffered Saline (PBS)) ile yikandi ve hazirlanan hiicre kiiltiir besi yerinden 10 mL ilave
edildi. Bu islem her 48 saatte bir tekrarlandi ve hiicre kiiltiiri % 5’lik CO; igeren etiivde
37°C’de inkiibasyona birakildi. Ureyen hiicreler flask zemininin yaklasik % 70-80’ini
doldurdugunda, hiicre kiiltiirii laminer kabinde 3 kez 5 mL PBS ile yikandiktan sonra, 2 mL
Tripsin- EDTA eklendi. 3 dk sonra hiicrelerin -flasktan ayrilmigsa- 10 mL hiicre kiiltiir besi
yeri eklendi. Flasktan ayrilmis olan hiicreler 15 mL polipropilen tiipe alind1 ve 4° C 2100
dénme hizy/dk 10 dk santrifiije edildi. Santrifiij sonrasi dibe ¢oken hiicreler, mililitrede 4x10°
hiicre olacak sekilde seyreltildi. Daha sonra hiicreler 24 kuyucuklu flasklara, her kuyucukta
2x10° olacak sekilde ekim yapildi. Her 48 saate hiicreleri medyumlari degistirildi ve 151k
mikroskobunda biiyiimeleri degerlendirildi. Hiicreler flastaki kuyucuklarin zeminini % 70-80

oraninda kapladiginda gruplar olusturuldu ve ¢aligmanin diger asamalarina gecildi.

3.2 Gruplarin olusturulmasi:

Yirmi dort kuyucuklu flasklar inkiibatérden laminer kabine alindilar, TNF-a degerlerine
ELISA yontemiyle bakilmak i¢in epandorflara 200 uM besi yeri alind1. Daha sonra kuyucuklar
iki defa PBS ile yikandi, tizerine 500 uM EGM ve asagida belirtilen dozlarda NAC(Hiisnii
Arsan, Bilim ilag) ve L-arjinin (Sigma-Aldrich) eklenerek gruplar dort saat normal ortam
saglayan % 5 CO; ve hipoksik ortam olusturmak i¢cin % 20 CO; inkiibasyona birakildi. Dort

saatin sonunda flasklar inkiibatorlerden laminer kabine alindilar. TNF-o degerlerine ELISA
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yontemiyle bakmak i¢in epandorflara 200 puL besi yeri alindi. Daha sonra gruplardaki i¢lincii
kuyucuktaki endotel hiicreleri Mg ve Ca igermeyen PBS ile bir defa yikandi. Uzerlerine daha
énceden hazirlanan 500 pL Mg ve Ca icermeyen PBS’de 5x10° olan PMN eklendi ve otuz dk
% 5 ve % 20 CO» inkiibatorde inkiibe edildi. Otuz dakikanin sonunda flasklar inkiibatorlerden
alindilar apopitoz/ normal hiicre oranina, PMN’in endotel hiicresini yapismasina bakildi.
Yirmi dort kuyucuklu flasktaki hiicreler her grupta {i¢ kuyucuk olacak sekilde on gruba
ayrilarak dort saat inkiibe edildi.

Tablo I11: Gruplar

% 5 CO; %20 CO,
Arjinin 30 30 uM L- arjinin 30 uM L- arjinin
Arjinin 100 | 100 uM L- arjinin 100 uM L- arjinin
NAC 10 10 uM NAC 10 uM NAC
NAC 30 30 uM NAC 30 uM NAC
Kontrol Media Media

NAC = N-Asetil sistein

3.2.Notrofil hazirlanmasi:
Kullanilan malzemeler

Insan kam, 50 mL ve 15 mL polipropilen tiip, % 0,9 NaCl + % 2 Dekstran + 25 mM
Na sitrat soliisyonu, Ficoll- Hypeque (Lenfosit ayiran medyum: dansite 1.077- Bio
Whittaker), Distile su, % 3,5 NaCl, Ca ve Mg igermeyen PBS.

Metot:

Elli mililitre polipropilen tiipe 10 mL kan alinarak tizerine 10 ml % 0,9 NaCl + % 2
Dekstran + 25 mM Na sitrat soliisyonu eklendi. Yavasca ii¢ kere ters diiz edilerek ve
baloncuklar patlatilarak oda 1sisinda 45 dk bekletildi. Kirk bes dakika sonra yeni 50 mL
polipropilen tiipe yiizeyde kalan 16kositten zengin plazma alindi. 2 oraninda dansite farki
olusturacak sekilde tiiplin dip kismina yavasca Ficoll- Hypeque eklendi. Karigim 400 donme
hizi/dk 20°C’de 40 dk santrifiije edildi. Santrifiij sonrasi tistte kalan kisim atildi. Altta kalan
kisim alindi ve tizerine 6 ml 4°C distile ve 2 mL % 3,5 NaCl eklendi 30-40 sn bekletildi.
Karisim 400 donme hizi/dk 4°C’de 15 dk Santrifiij edilerek iiste kalan kisim atildi. Altta kalan
cOkeltiye noétrofilleri canlandirilmak i¢in Ca ve Mg icermeyen PBS eklendi. Hematometrede
hiicre sayimi yapilarak mililitrede 10° Polimorf Niiveli Lokosit (PMN) olacak sekilde
seyreltildi.
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3.5 Apopitotik/ Normal Hiicre Tayini

Dort saat otuz dakika % 5- % 20 CO, ve gruplarda belirtilen dozlarda maddeler ile
inkiibasyonu dolan hiicrelerin, her grubun bir kuyucugunda apopitotik/ normal hiicre tayini
asagida anlatilan yontemle yapildi.

Boya icin kullanilan malzemeler

Fiksatif soliisyon (2 mg/ mL malasit yesili (metanolde))

Lokostat soliisyonu 1 (% 0,1 eozin Y, % 0,1 formaldehid, % 0,4 sodyum fosfat dibazik (Na;
HPO, ), % 0,5 potasyum fosfat monobazik (KH,POy))

Lokostat soliisyonu 2 (% 0,04 metilen mavisi, % 0,04 azur A, % 0,4 sodyum fosfat dibazik
(Na; HPO, ), % 0,5 potasyum fosfat monobazik (KH,POy))

Metot:

Hiicre igeren tiim petriler PBS ile 2 kez yikandi. On saniye fiksatif soliisyonda inkiibe
edildi. Boya dokiilerek kurutma kagidi iizerine ters g¢evrilip boyanin tamamen bosalmasi
saglandi. On saniye l6kostat soliisyonu 1’de inkiibe edildi. Boya dokiilerek kurutma kagidina
ters ¢evrilerek boya tamamen bosaltildi. Lokostat soliisyonu 2’de 10 saniye bekletilerek boya
dokildi. PBS ile iki kez yikanarak havada kurutuldu. Isik mikroskobu ile apopitotik ve

normal hiicreler sayildi.

3.6 PMN hiicresinin endotel hiicresine adezyonu

Dort saat % 5 ve % 20 CO;’de inkiibe edilen hiicre gruplarinin, daha sonra her grubun
birer kuyucugu Mg ve Ca icermeyen PBS iki defa yikandi ve Mg ve Ca igermeyen PBS’de
5x10° olan PMN eklenerek 30 dk inkiibe edildi. Otuz dk inkiibasyondan sonra hiicre
gruplarmin her bir kuyucugunda once iki defa Mg ve Ca icermeyen PBS ile yikandi ve

Giemsa boyasiyla boyama yapilarak PMN hiicresinin endotel hiicresine adezyonuna bakildi.

Kullanilan malzemeler
GIEMSA (1 mL Giemsa boyas1 8 mL su ile seyreltildi),% 70 etil alkol
Metot:

Kuyucuklar 5 dk kurutulduktan sonra tizerlerini kaplayacak sekilde % 70 etil alkol
eklendi ve 1,5 dk bekletildi. iki kez Mg ve Ca icermeyen PBS ile yikandi. Uzerini kaplayacak
sekilde seyreltilmis Giemsa boyasi eklendi ve 8 dk bekletildi. 1ki kez Mg ve Ca igermeyen

26



PBS ile yikandi. PMN’ in hiicresinin endotel hiicresine yapismasina isik mikroskobunda
bakild1.

3.7 TNF-a degerlerine ELISA yontemiyle bakilmasi
Standart hazirlama

Human TNF-o Standart diluent Buffer cell ile 2000 pg/mL olacak sekide hazirlanarak
on dk karistirildi. 300 uLL Standart diluent Bufferd cell’de 1000 pg, 500 pg, 250 pq, 125 pq,
62,5 pq, 31,2 pq, 15,6 pg Human TNF-a Standart olacak sekilde diliie edildi. Streptavidin—
HRP dort gubuk kullanimi igin 40 pLL 4 mL’de Streptavidin— HRP diliientle diliie edildi. Wash
buffer 1/24 oraninda distile su ile diliie edildi.

Metot:

Bir adet kromotojen kuyucugu bos olarak ayrildi ve igerisine bir sey konulmadi. 50 pL
inkiibator bufferleri kuyucuklara koyularak (kromotojen kuyucuk harig) tizerine 100 pL
standart ve endotel hiicre kiiltiirlerinden alinan 6rnekler konuldu. Uzerleri kapatildi ve iki saat
oda 1s1sinda inkiibe edildi. iki saat sonra i¢indekiler bosaltildi dort kez yikama soliisyonuyla
yikandi. Kromotojen kuyucuk hari¢ olmak iizere iizerlerine 100 pL Biyotin anti TNF-a
konularak kapatildi, bir saat oda 1sisinda inkiibe edildi. Bir saat sonra igindekiler bosaltildi ve
dort kez yikama soliisyonuyla yikandi. 100 uL. Streptavidin-HRP working soliisyon konulup
tizeri kapatilarak otuz dk oda 1sisinda inkiibe edildi. Daha sonra igindekiler bosaltild1 ve dort
kez yikama soliisyonuyla yikandi. Hepsinin tizerine 100 pL Stabilize Kromotojen soliisyonu
konuldu ve otuz dk karanlikta oda 1sisinda inkiibe edildi. Daha sonra iizerlerine 100 pL Stop

soliisyonu konularak hafif karistirildi ve 450 nm dalga boyunda fotometrik olarak okundu.
Istatistik yontem:

Tiim veriler ortalama + standart hata (SE) olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ve
grafik ¢izimleri GraphPad Inc Prism 2,01 (GraphPad Inc, La jolla, CA, USA) programi
kullanilarak yapilmistir. Grup i¢i ve gruplar arasi apopitoz ve adezyon degerleri tek yonlii
ANOVA, L- arjininin iki gruptaki etkileri student-t testi kullanilarak degerlendirilmistir. p

degeri 0,05 altinda olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

Bu calismada hipoksinin pulmoner arter endotel hiicresinde olusturdugu apopitoz/hiicre
oliimii, adezyon yanit1 ve TNF-a diizeyleri iizerine etkisi arastirilmistir. Hipoksi sonucunda
hiicre 6limii saptanmistir. L- Arjinin hipoksinin neden oldugu hiicre 6limiinii ve adezyon
artisin1 Onlemistir.
Hiicre oliimii ve apopitoz:

% 5 CO, grubunda N-asetilsistein ve L-arjinin kullanilan gruplarda kontrol grubuna

gore apopitozda doz bagimli olarak bir yiikselme saptanmasina karsin (Resim 1) istatistiksel

olarak anlamli bir degisiklige rastlanmamustir (Tablo IV, Sekil 3).

Resim 1: Apopitoz/ normal hiicre (x10) Siyah ok normal hiicre, kirmizi ok apopitotik hiicre.

Tablo IV: % 5 CO, verilen grupta apopitoz oranlari

Ortalama St. hata
Kontrol 3,333 1,333
Arjinin 30 pM 3,333 1,333
Arjinin 100 pM 6,667 2,403
N-Asetil sistein 10 pM 4 1,154
N-Asetil sistein 30 pM 6,667 0,882
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Sekil 3: % 5 CO; apopitoz oranlar1 (arg: L- arjinin, NAC: N-Asetil sistein. Sayilar ilaglarin

uM dozlaridir)

% 20 CO, verildiginde kontrol grubu ve N-asetilsistein grubunda yaygin hiicre 6limi
saptanmistir. Kontrol grubu ve N-asetilsistein grubunda higbir hiicre saptanamadigi i¢in
istatistiksel degerlendirme yapilamamistir. L-arjininin ise her iki dozda da hiicre olimiini
engelledigi gozlenmistir (Tablo V, Sekil 4).

L- arjininin % 20 CO, altinda neden oldugu apopitoz % 5 CO, verilen gruba gore

artmasina karsin, istatistiksel olarak bir fark saptanmamuistir (Sekil 5).

Tablo V: % 20 CO; verilen grupta apopitoz oranlari

Ortalama St. hata
Kontrol Hiicre yok Hiicre yok
Arjinin 30 uM 6,666667 2,905933
Arjinin 100 pM 8,666667 2,905933
N-Asetil sistein 10 pM Hiicre yok Hiicre yok
N-Asetil sistein 30 pM Hiicre yok Hiicre yok
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Sekil 4: % 20 CO; L- arjinin apopitoz oranlari (arg: L- arjinin, Sayilar ilacin uM dozlaridir)
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Sekil 5: Farkli CO; oranlarindaki L- arjinin apopitoz oranlar (arg: L- arjinin, Sayilar ilacin

uM dozlaridir)
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Adezyon iizerine etki:

% 5 CO, verilen kontrol grubunda saptanan bazal adezyon degerleri kullanilan ilaglara
gore degisiklikler gostermistir. L-arjinin 30 uM dozda kontrol grubuna benzer bir adezyon
olusturmasina karsilik 100 pM dozda istatistiksel anlamli olmayan adezyon diisiikliigiine
neden olmustur (Resim 2, Tablo VI, Sekil 6). N-asetilsistein 30 uM dozda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli olarak (p < 0,05) adezyon artisina yol agmistir (Tablo VI,
Sekil 6). L-arjinin 30 uM ile karsilastirildiginda N-asetilsistein 30 uM dozda (p < 0,05), L-
arjinin 100 uM ile karsilastirildiginda ise N-asetilsistein gerek 10 uM dozda (p < 0,05)

gerekse 30 uM dozda (p < 0,01) istatistiksel anlamli olarak adezyon artigina yol agmistir
(Tablo VI, Sekil 6).

Resim 2: Adezyon (x100) 100 Hiicre basina adere olan PMN
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Tablo VI: % 5 CO; verilen grupta adezyon oranlari

Ortalama St. hata
Kontrol 28,333 1,667
Arjinin 30 uM 26,667 12,018
Arjinin 100 pM 13,333 4,409
N-Asetil sistein 10 pM 48,333 4,400 # +
N-Asetil sistein 30 pM 61,667 6,009 * v

*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p < 0,05

# L-arjinin 30 grubu ile karsilagtirildiginda p < 0,05
¥ L-arjinin 100 grubu ile karsilastirildiginda p < 0,05
Y L-arjinin 100 grubu ile karsilastirildiginda p < 0,01

TH- Ty

#+

5

Adezvon (%)
I
I

i

lkontol amg 30 amg100 NAC10 NAC30

Sekil 6: % 5 CO, adezyon oranlar1 (arg: L- arjinin, NAC: N-Asetil sistein. Sayilar ilaglarin
uM dozlaridir) *Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p < 0,05, # L-arjinin 30 grubu ile
karsilastirildiginda p < 0,05, ¥ L-arjinin 100 grubu ile karsilastirildiginda p < 0,05, v L-

arjinin 100 grubu ile karsilastirildiginda p < 0,01
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% 20 CO; verildiginde kontrol grubu ve N-asetilsistein grubunda yaygin hiicre 6liimi
saptandig1 i¢in adezyon agisindan istatistiksel degerlendirme yapilamamistir. L-arjinine
bakildiginda her iki dozda da istatistiksel anlamli olmayan adezyon artisina neden olmustur
(Tablo V11, Sekil 7).

L- arjininin % 20 CO; altinda neden oldugu adezyon % 5 CO, verilen gruba gore
artmasina karsin, istatistiksel olarak bir fark saptanmamaistir (Sekil 8).

Tablo VII: % 20 CO2 verilen grupta adezyon oranlari

Ortalama St. hata
Kontrol Hiicre yok Hiicre yok
Arjinin 30 upM 53,333 8,333
Arjinin 100 pM 26,667 10,138
N-Asetil sistein 10 uM Hiicre yok Hiicre yok
N-Asetil sistein 30 pM Hiicre yok Hiicre yok

Adezyon (%)
75-

50~

25

arg 30 argl00

Sekil 7: % 20 CO, L- arjinin adezyon oranlar1 (arg: L- arjinin, Sayilar ilacin pM dozlaridir)
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Adezyon (%)
75

25 -

%5

Sekil 8: Farkli CO; oranlarindaki L- arjinin adezyon oranlar1 (arg: L- arjinin, Sayilar ilacin

UM dozlaridir)

TNF-a diizeylerine etki:

Gerek % 5 CO, gerekse % 20 CO, verilen gruplarda kullanilan ilaglarla TNF-o

L Jarg 30
I arg100

diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (Tablo VIII).

Tablo VIII: Gruplara gore TNF-a diizeyleri (pg/ml)

Bazal Calisma

Kontrol 4,607582 1,428037

S [Arjinin 30 uM 0,474174 4,289628
O | Arjinin 100 pM 4,925537 1,428037
© | N-Asetil sistein 10 uM___ | 3,653719 4,289628
S | N-Asetil sistein 30 pM | 3,971673 0,792128
Kontrol 3,971673 0,792128

O | Arjinin 30 pM 2,699855 1,745991
© [ Arjinin 100 pM 2,381901 2,381901
N | N-Asetil sistein 10 pM___ | 0,792128 4,607582
S | N-Asetil sistein 30 uM | 3,01781 2,699855
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TARTISMA:

Bu ¢alismada hipoksinin pulmoner arter endotel hiicresinde olusturdugu apopitoz/hiicre
Oliimii, adezyon yaniti ve TNF-a diizeyleri {izerine etkisi arastirilmistir. Hipoksi sonucunda
hiicre olimii saptanmistir. L- Arjinin hipoksinin neden oldugu hiicre o6liimii ve adezyon
artigini onlemistir.

Endotel hiicreleri ¢evresel faktorler ile fonksiyonel ve fenotipik degisiklikler
olustururlar. Endotel aktivasyonu denilen bu durum ¢esitli faktorler ile endotel reseptorlerinin
etkilesimi ile gelisir. Endotel yaniti hemodinamik ve diger mekanik giicler ile hiicre i¢i yolaga
ait sinyallerin tetiklenmesini saglar. Bu tetikleme vazoregiilasyon, damar gegirgenligi, yara
gelisim ve onarim siireci ile her organda olusur. Endotel fonksiyon bozuklugu basta sepsis,
iskemi-reperflizyon sendromu, oksidan veya toksinlere maruz kalma gibi olaylarla olusabilir.
Bunlarin sonucunda her organa ait bozukluklar ve sistemik bir yanit meydana gelir. Endotel
hiicre aktivasyonunun mekanizmast tam olarak anlagilamamistir. Bu mekanizma
anlasildiginda olusan durumlarin tedavisi i¢in ¢esitli yontemlerin belirlenmesi kolaylasacaktir.

Pulmoner endotel bozukluklar1 akut respiratuar distres sendromu (ARDS) gibi organa
0zel bozukluk yaninda ¢oklu organ yetmezligine (MOF) yol agabilmektedir.

Endotel hiicresi aktivasyonu enflamasyonun 16kosit kontroliindeki ¢esitli adimlarini
baglatir. Endotel aktive olunca nétrofil (PMN) yaklasik bes dakika i¢cinde adere olur. Bu
adezyon trombini aktive eder ve hepta helikal proteaz aktive edici reseptorleri (PARs) uyarir.
Boylece depo graniillerinden P-selektin aciga ¢ikar. Bu da trombosit aktive edici faktor’iin
(PAF) hizli sentezine neden olur. Biitiin bu olaylar PMN’leri tekrar uyararak sinyali
giiclendirir. Boylece enflamatuvar ve trombotik yolak aktive olur.

ARDS’de uyarilabilir adezyon molekiilleri (ICAM-, E-selektin ve VCAM) pulmoner
endotel hiicrelerinde belirgin olarak artar (38). Bu durum akut ve kronik enflamasyonda
topografik olarak gelisen heterojen gen ekspresyonuna baghdir. Ileri caligmalara gerek
duymasima karsin bu durum pulmoner enflamasyon tedavisinde yeni yaklasimlara oncii
olacaktir.

Sheridan ve arkadaglar1 (39) ratlara 1 mL salin i¢inde 500 pg / kg salmonella
typhimurium endotoksini verirken kontrol ratlara esit miktarda sadece salin vermisler
endotoksin verilmesinden 4 saat sonra izole pulmoner arter halkalarinda pulmoner vazomotor
kontrol mekanizmalarini ¢alismiglardir ve 4 saat sonunda nétrofil adezyonunu saptamislardir.

Endotoksin verilmesinden 30 dakika 6nce eksojen D veya L arjinin (300 mg/kg) verilenlerde
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cGMP aracilikli vazorelaksasyon saptanmistir. Endotoksin artmis pulmoner vaskiiler
rezistans, artmig notrofil adezyonu, artmig albumin kacagi ve pulmoner vaskiiler diiz kas
relaksasyonunu ortadan kaldirmak suretiyle akciger hasar1 olustururken eksojen L-arjininin
verilmesiyle akcigerde endotoksine bagli gelisen PMN adezyonunu engelledigini
bildirmektedirler.

Bizim g¢alismamizda da Sheridan ve arkadaslarimin (39) yapmis oldugu g¢alismaya
benzer L-arjinin 30 uM dozda kontrol grubuna benzer bir adezyon olusturmasina karsilik 100
uM dozda istatistiksel anlamli olmayan adezyon diisiikliigiine neden olmustur. N-asetilsistein
30 uM dozda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak (p < 0,05) adezyon
artigina yol agmustir. L-arjinin 30 uM ile karsilastirildiginda N-asetilsistein 30 uM dozda (p <
0,05), L-arjinin 100 uM ile karsilastirildiginda ise N-asetilsistein gerek 10 uM dozda (p <
0,05) gerekse 30 uM dozda (p < 0,01) istatistiksel anlamli olarak adezyon artisina yol
agcmustir.

Hipoksi gibi inflamatuar olay sirasinda, nétrofillerin endotele baglanmasi, endotel
hiicrelerinin zararlanmasina neden olan oksidanlarin olusumu ve permeabilitenin
artmasi ile sonuglanir. Calismamizda da L-arjinin notrofillerin endotele adezyonunu azaltarak
apoptozdan korumustur.

L-arjinin, protein metabolizmasinda, poliamin sentezinde ve nitrik oksit (NO)
yapiminda rol alan bir aminoasittir. Growth hormon, Insiilin growth faktér ve Insiilin
salimimin artirir. Boylece yara iyilesmesinde ve protein sentezinin uyarilmasinda rol alir. L-
arjinaz ile L- ornitine metabolize olur. NO, NOS tarafindan olusturulur. Normal kosullarda
NO kiigiik miktarlarda doku oksijenlenmesi ve immiin fonksiyon iizerine olumlu etkiye
sahiptir. Disaridan L- arjinin verildiginde NOS-bagimli NO artar. Bu da lenfosit, monosit
proliferasyonunu artirir. Yardimci T hiicrelerini artirarak, makrofaj uyarimini, dogal dldiiriicii
fonksiyonunu ve atik fagositozunu artirir. Bu nedenle giderek artan oranda supramaksimal
dozda kullanilmaya baslanmistir. Ancak uyarilabilir NOS’un (iNOS) asir1 uyarilmasi ile
dogrudan enflamatuar etki, vazodilatasyon, gastrointestinal motilite artisi, mukozal gecis
bozuklugu ve hiicresel solunumun bozulmasina neden olabilir. iNOS uyarimi1 Thl sitokinler
(iL-1, TNF ve INF gama) araciligi ile olur. Ancak yiiksek doz L-arjinin Th2 sitokinlerin (iL-4,
iL-10 ve TGF beta) uyarimina da neden olur.

Kawkitinarong ve arkadaslar1 (40) alveoler epitel ve endotel hiicrelerinde akut akciger

hasarmi engelleyen siki kavsak kompleksi ile giiglii bir iliskide olan periferal aktomiyozin
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halkalarinin trombinin uyardigi adezyonun engellenmesinde bir bariyer gibi rol aldigini
bildirmiglerdir. Trombin uyarimli A549 tek katli zar1i, ZO-1 (bariyer fonksiyondaki anahtar
protein) ile normalde trombinin etkisine ters bir etki olusur.

Thickett ve arkadaglar1 (41) akut akciger hasar1 ve ARDS’ li 9 hasta ile 14 sigara
icmeyen goniilliiniin oldugu kontrol grubu arasinda plazma vaskiiler endotelyal Growth
Faktor(VEGF) degerlerini karsilastirmislardir. Plazma VEGF diizeyleri ELISA yéntemiyle
calisilmistir. Olusan renk reaksiyonunu yogunlugu spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiis ve
boylece biyolojik olarak aktif VEGF 121 ve VEGF 165 calisilmistir. Sonugta ARDS
grubunda Ozellikle persistan sistolik hipotansiyonu olanlarda VEGF diizeylerinin belirgin
olarak yiiksek oldugu saptanmistir. ARDS’de artmis vaskiiler gegisin VEGF tarafindan
saglandigin1 ve ilk 6rnekten 72 saat sonra alinan plazmadaki VEGF diizeylerinin ARDS’ 1i
hastalarda ve ARDS’ 1i olup 4 giin i¢inde 6len hastalarda arttigini bildirmislerdir.

Adezyon ve vaskiiler kacak en az dolasimdaki mediyatorler kadar VEGF’ede baglidir.
Klinikte kullanilan ilaglar i¢in bu faktore etki diizeylerinin tedavide etkili olabilecegi
belirtilmektedir.

Bizim ¢alismamizda hipoksiye maruz birakilmis endotel hiicresine L-arjinin ve NAC
ekleyerek PMN’nin endotel hiicresine adezyonu degerlendirilmistir. L-arjinin grubunda
kontrol ve NAC grubuna gore anlamli olarak azaldigi goriilmiistii. Ancak daha ileri
calismalarda VEGF ve endotel hasar1 arasindaki iliskinin ayrintili olarak calisilmasi bizim
calismamizda yer almamis olup aymi konuya destek vermesinden Otiirii ¢alismamizin
gelistirilebilir bir yonii olarak diisiinmekteyiz.

Ozel iiriinler ile uygulanan enteral beslenme immiin sistemin modiilasyonu, yara
iyilesmesinin diizelmesi ve oksidatif stresin azalmasini saglayabilir. L-arjinin, L-glutamin,
omega-3-yag asitleri, selenyum, A, C, E vitaminleri ve karoten supramaksimal dozlarda
immiin beslenme amaci i¢in kullanilirlar. Bu iiriinlerin tek basina veya birlikte mi daha fazla
etkili olduklar bilinmemektedir. Buna karsin 6zellikle L-arjinin ve L-glutamin tek baslarina
veya balik yag1 ve antioksidanlarla birlikte kullanilirlar.

Cesitli caligmalarda diger iiriinlerle birlikte kullanilan L-arjininin yogun bakim
hastalarinda mortalite ve enfeksiyon gelisimini 6nlemede etkisiz oldugu gosterilmistir (42-
45). Bu ¢esit kullanim yalnizca hastanede kalis siiresinde azaltmakta faydali olmaktadir (46).
Tim bu nedenlerle L-arjininin klinik kullanimi1 giderek kisitlanmaktadir. Ancak son donemde

bazi ¢aligmalarda L- arjininin olumlu etkileri oldugu seklinde yayinlar olmaktadir (47).
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Nelin ve arkadaslar1 (48) sigir pulmoner arter endotel hiicrelerini yaklagik 250 mM L-
arjinin iceren 5 ml’ lik EGM’ ye ekmislerdir ve 0,1 ile 0,01 mg/ ml LPS’ nin tek basina
eklenmesiyle NO ve iire tretiminde ¢ok az artis olmasi iizerine TNF-alfa ve LPS
kombinasyonunu kullanmiglardir. Bu kombinasyonun verilmesi eNOS ve iNOS
proteinlerinde artisa neden olmustur. Bu artisin 6zellikle iNOS tarafindan saglandigi
saptanmistir. Hem kontrol hem de kombinasyon grubunda artmis ekstraselliiler arjinin
konsantrasyonunun doza bagimli NO artisina neden oldugu saptanmistir. Buna bagli olarak da
artmig NO yapiminin oldugu ARDS ve septik sokta L-arjinin veya tasiyicilarinin aliminin
kesilmesininin tedavinin bir pargasi olacagini bildirmektedirler.

Bizim c¢alismamizda kullandigimiz L-arjinin dozlar1 Nelin ve arkadaglarinin (48) yapmis
oldugu dozlara gore daha diisiik oldugundan adezyonu ve endotel hiicresinin apopitozunu
engelledigi bulunmustur. Calismamizda % 20 CO, verildiginde kontrol grubu ve N-
asetilsistein grubunda yaygin hiicre 6limi saptanmistir. Kontrol grubu ve N-asetilsistein
grubunda higbir hiicre saptanamadigi icin istatistiksel degerlendirme yapilamamistir. L-
arjininin ise her iki dozda da hiicre 6liimiinii engelledigi gézlenmistir.

Lang ve arkadaslar1 (49) fetal rat akcigeri tip 2 alveoler hiicreleri alarak IFN-g, TNF-o,
IL-1P, LPS ve L-NMMA(N-monometil L-arginin) ekleyip %5 ve %15 ‘lik CO, li ortamlarda
bekletmisler. Tip 2 alveoler hiicreler 48 saat boyunca g¢esitli islemlere tutulup apopitoz
degerlendirilmistir. Hiperkapni ile saglanan sitokin aracilikli NO {iiretimini saptamak i¢in
hiicresel NO2 ve NO3 {iretimine bakilmistir. %5 CO, maruz birakilan grupta NO2 ve NO3
tiretimi belirgin olmasina ragmen % 15 CO; grupta daha fazla {iretim olmustur. Apopitotik
niikleus %5 CO, li grupta minimalken %15 lik CO; li grupta belirgin olarak artmistir. LPS ve
sitokin kombinasyonu verilen hiicrelerde oksidatif ve nitrik oksit aracilikli stresi igeren
inflamatuar cevaplarin arttifin1 saptamislardir. Ve bu etkinin NOS inhibitorii olan N-
monometil-L-arjinin tarafindan azaltildigin1 bildirmislerdir. Sonug olarak ARDS akcigerine
gidiste pulmoner hiicre iINOS hiicre ekspresyonu ve NO {iretimi proinflamatuar siireci
hizlandirmaktadir.

Bizim calismamizda N-asetilsistein  eklenen %20 CO2 grubunda hi¢ hiicre
saptanamazken, diisiik doz L arginin eklenen grupta daha az apopitotik aktivite gézlenmistir.
Lang ve arkadaslarinin (49) c¢alisma grubunda %15 CO2 kullanilmasina karsin bizim
calismamizda %20 CO2 kullanilmas: yiiksek doz L-arjininden iNOS hiicre ekspresyonu ve

NO {iretimini arttirarak proinflamatuar stireci hizlandirmistir.
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N- asetilsistein klinikte sik olarak kullanilan, antioksidan oOzellige sahip bir tiyol
tirevidir.  Glutatyon (GSH) prokiirsorii ve direkt hareket etkileriyle serbest oksijen
radikallerini, hidroksil radikallerini ve hipoklorik asidi esas indirgeyicisi olarak temizler (8).
NAC yiiksek dozlarda iNOS’mn etkili bir inhibitoriidiir. Antioksidan etkilerinin &tesinde
sitokin ekspresyon ve salinimini baskilayarak, adezyon molekilii ekspresyonunu ve NF-KB
ekspresyonunu inhibe ederek direkt antienflamatuar etki gostermektedir (8).

NAC son donemlerde immiin tedavi kapsaminda giderek daha sik oranda yogun bakim
hastalarinda kullanilmaktadir (50-53). Deneysel ¢alismalarda NAC’in antioksidan olmasinin
yant sira adezyonu ve enflamasyonu azaltmasina karsin ¢ok merkezli kontrollii ¢calismalarda
bu etkilerinin klinik olarak olumlu yansimasi1 gosterilememistir.

Bizim ¢alismamizda son zamanlardaki sonuglarin tersine L- arjininin hiicreleri
iskemiden korudugu, adezyonu engelledigi; N- asetilsisteinin ise koruyucu etkisinin
neredeyse hi¢ olmadig1 saptanmistir. Ancak yine de immiin beslenme lehine olan ilk donem
(39) ve son zamanlardaki yayinlari (54,55) destekler sonuglar elde edilmistir.

Hajime Kin ve arkadaslarinin (56) yaptig1 ¢alismada anestezi altindaki ratlar 4 gruba
ayrilmistir. Otuz dk’lik iskemi ve 3 saatlik reperfiizyon siirecinde PMN baskilanmasi
izlenmistir. Iskemiden 6 saat 6nce antiPMN serum ve yine iskemiden dnce ve reperfiizyon
doneminde NAC verilmistir. DNA fragmantasyonu ve TUNEL yontemiyle apopitoz,
immunohistokimyasal yontemiyle PMN adezyonu ELISA ile TNF-alfa IL-6 ve caspase-3
seviyeleri son olarakta Western blot yontemiyle NFkB, Bcl-2 ve Bax ekspresyonlari
caligilmistir. Sonug olarak NAC tedavisinin TNF-alfa ve IL-6 diizeylerini ve PMN
adezyonunu azalttig1 saptanmistir. Apopitotik hiicre sayist antiPMN ve NAC verilen grupta
kontrol grubuna gore belirgin diizeyde azalmistir.

Bizim ¢alismamizda NAC verilen grupta adezyon apopitoz ve TNF-alfa diizeylerinde
kontrol grubu ile kiyaslandiginda bir fark bulunamamuistir. L-arjinin grubuyla kiyaslandiginda
adezyon ve apopitozda artis saptanmistir. Farkli ve yiiksek dozlarda NAC kullanarak
calismamizi gelistirdigimizde olumlu sonuglar alacagimizi diistinmekteyiz.

Boger ve arkadaslari (54) kanda L-arjinin analogu olan asimetrik dimetil arjinin
(ADMA) diizeylerinin artmasinin NO formasyonunu inhibe ederek g¢esitli hastaliklarda

vaskiiler fonksiyonu diizelttigini bildirmislerdir.
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Bu sonuglar bizim c¢alisma protokoliimiizdeki farkliliklardan kaynaklanabilir.
Calismamizdaki L-arjinin dozu klinik olarak yiiksek ve ¢ok yiiksek dozlara karsilik gelmesine
karsin olumsuz bir etkisine rastlanmamustir.

NAC agisindan ise beklenti hiicreleri korumasi ve antienflamatuvar etki géstermezken,
iskemide higbir koruyucu etki saptanamamustir.

Apopitoz, ekstrensek (hiicre 6limii reseptorleri uyarilir), intrensek mitokondrial yolak
ve endoplazmik retikiiler yolak (stres ile aktive olur) olacak sekilde ii¢ ana yoldan biri ile
gelisir. PMN, ARDS’de innat apopitozu tetikler. PMN’in kendi apopitozunun yaninda diger
hiicrelerin apopitozunu da destekledigi ileri siiriilmiis, ancak kanitlanamamistir. Apopitoz
hiicre nekrozundan farkli olarak enflamatuvar siireci etkilemez, ancak apopitoza ugrayan
hiicreleri igeren organin fonksiyonlar1 bozulur. Nekrozun neden oldugu enflamasyonu
Onlemeye calisan tedavi protokolleri yaninda farkli goriisler olmasina karsin apopitozu
engellemeye yonelik tedavi protokolleri de giincel aragtirma konularindandir.

Calismamizda TNF-a diizeylerinde anlamli bir sonug¢ elde edilememistir. ARDS’nin
erken ve ge¢ fazinda insan akciger mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde apopitoz saptanmustir.
Ek olarak TNF-a ve anjiostatin diizeylerindeki artis anjiogenezisi onlemektedir (57).

Stefanec (58), Chest’te yayimladigi derlemesinde akcigerdeki apopitozun PMN ve
lenfositler kadar endotel hiicreler iginde Onemli oldugunu belirtmistir. N-asetilsisteinin
antiapopitotik 6zelligi nedeniyle diger antiapopitotikler gibi giderek artan oranda
kullanilacagmi tahmin etmektedir. Ozellikle kanser olgulari ile baslayan bu tedavi siirecinin
daha da yayginlasacagini diisiinmektedir.

Hashimoto ve arkadaslar1 (59) N-asetilsisteinin hiicre i¢i glutatyon araciligi ile TNF-
a’nin indiikledigi p38 MAP kinaz yolagimi aktiflestirerek akut akciger hasarini azalttigim
bildirmislerdir.

Yogun bakim servislerinde en fazla yatak iggaline neden olan hastalik ve sendromlar
ARDS, ALI, SIRS, Sepsis, Pnomoni ve MODS oldugu gozlenmektedir. Yogun destek
tedavisine ragmen genelikle yiiksek mortalite ve morbidite ile seyretmektir. Bu sendrom ve
hastaliklardaki patofizyolojik temel mekanizma apoptotik yolaklardaki degisiklikler
parankimal organ ve vaskiiler endotel hiicrelerdeki apoptotik hiicre Sliimiinde artis olarak
diisiiniilmekte. Yogun bakim servislerinde hemen her hastada kullandigimiz ve faydal etkileri

oldugu diisiindiimiiz NAC, deneysel calismamizda antiapopitotik 6zelligi gosterilememistir;
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ancak calismamizi farkli dozlarda N-asetilsistein, daha diisiik konsantrasyonda CO, ve farkli

stirelerde hipoksi maruziyeti ile modifiye edilebilir ve daha kapsamli bilgiler ulasilabilir.
L-arjinin de ise doz bagimsiz olarak hiicre 6liimiinii ve adezyonu engellemektedir. Bu

sonuglara gore immiin beslenme pulmoner endotel hiicrelerinde belirgin bir koruma

saglayabilir.
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SONUC:

Bu caligmanin sonuglarina gore iskemi olusturuldugunda L-arjininin doz bagimsiz olarak
pulmoner endotel hiicre Sliimiinii ve adezyon artisini engelledigi saptanmustir. immiin beslenme
pulmoner endotel hiicrelerinde koruma saglayabilir. N- asetilsistein iskemi varhiginda
beklenen koruyucu fonksiyonlari saglayamamaktadir. Iskeminin pulmoner endotel hiicresinde
albiimin gecirgenligi, 10kosit gegirgenligi ve enfeksiyon varliinda neden olabilecegi

durumlar i¢in ileri ¢alismalara gerek vardir.
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OZET

Pulmoner endotelde iskemiye bagh hasarla olusan endotel fonksiyon bozukluklarinin
degerlendirilmesi

Dr. Metin OZTURK

Amag¢: Bu calismada deneysel hipoksi olusturulan insan pulmoner endotel hiicre
kiiltiriinde, L-arjinin ve N-asetilsistein’in, hipoksi ile hasarlanmigs pulmoner endotel
hiicresi iizerine etkilerinin incelenmesi amaclandi.

Yontem: Human Arteria Pulmonaris Endotel (HAPE) hiicre kiiltiirii kullanilarak, flastaki
kuyucuklarin zeminini % 70-80 oraninda kapladiginda gruplar olusturuldu. L-arjinin ve N-
asetilsistein eklenerek gruplar dort saat normal ortam saglayan % 5 CO, ve hipoksik ortam
olusturmak i¢cin % 20 CO; inkiibasyonuna birakildi. Dort saatin sonunda flasklar
inkiibatorlerden laminer kabine alindi. Uzerlerine daha énceden hazirlanan insan kanindan
elde edilen 500 puL 5x10° olan PMN eklendi ve otuz dk % 5 ve % 20 CO, inkiibatdrde inkiibe
edildi. Otuz dakikanin sonunda flasklar inkiibatorlerden alinarak Isik mikroskobu aracilig ile
Lokostat soliisyonu ile boyanip apopitoz/ normal hiicre oranina, Giemsa boyasiyla da PMN
hiicresinin endotel hiicresine yapismasina bakildi. TNF-o degerleri ELISA ydntemiyle 450
nm dalga boyunda fotometrik olarak okundu.

Istatistik yontem: Grup ici ve gruplar arasi apopitoz ve adezyon degerleri tek yonlii
ANOVA, L- arjininin iki gruptaki etkileri student-t testi kullanilarak degerlendirildi. p degeri
0,05 altinda olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular: Calismada % 5 CO, grubunda apopitozda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklige rastlanmadi. % 20 CO, verildiginde kontrol grubu ve N-asetilsistein grubunda
yaygin hiicre oliimii saptandi. L-arjininin her iki dozda da hiicre Oliimiinii engelledigi
gozlendi. % 5 CO; verilen kontrol grubunda L-arjinin 30 uM dozda kontrol grubuna benzer
bir adezyon olusturmasina karsilik 100 uM dozda istatistiksel anlamli olmayan adezyon
diistikliigiine neden oldu. N-asetilsistein 30 uM dozda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli olarak (p < 0,05) adezyon artisina yol agt1. % 20 CO; verildiginde kontrol grubu ve
N-asetilsistein grubunda yaygin hiicre 6liimii saptandigi i¢in adezyon agisindan istatistiksel
degerlendirme yapilamadi. L-arjinin her iki dozda da istatistiksel anlamli olmayan adezyon
artisina neden oldu. Gerek % 5 CO, gerekse % 20 CO; verilen gruplarda kullanilan ilaglarla

TNF-a diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml1 fark saptanmadi.
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Sonu¢: Bu calismanin sonuglarina gore iskemi olusturuldugunda L-arjininin doz bagimsiz
olarak pulmoner endotel hiicre 6liimiinii ve adezyon artisini engelledigi saptanmistir. Immiin
beslenme pulmoner endotel hiicrelerinde koruma saglayabilir. N- asetilsistein iskemi
varhiginda beklenen koruyucu fonksiyonlar1 saglayamamaktadir. iskeminin pulmoner endotel
hiicresinde albiimin gecirgenligi, lokosit gecirgenligi ve enfeksiyon varliginda neden

olabilecegi durumlar icin ileri ¢aligsmalara gerek vardir.

Anahtar kelimeler: L-arjinin, N- asetilsistein, iskemi, pulmoner endotel hiicre, hiicre
kiiltiirli, adezyon, apopitoz, TNF-a

Yazisma adresi: Dr. Metin OZTURK

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dals,

AYDIN
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SUMMARY:
Managment of endothelial disfunction at pulmonary endothel induced by iskemia
Metin OZTURK. MD.

Aim: In this study, the effects of L-arginin and N- asetylsystein on demaged pulmonery
endothelial cell by hypoxia at the experimentaly hypoxia created human pulmonery
endothelial cell medium.

Methods: By using HEPE cell medium the groups acured when it cvered the % 70-80 of
the grourd of the wells at flask. By edding L- arginin and N- N-acetylsystein the groups are
leaved in % 5 CO, that provides normal situation and % 20 CO, that provides hypoxic
situation to incubate for four hours. At the end of 4 hours the flasks are taken from
incubator to laminer cabin. 500 uL 5x10° PMN been prepared from humen blood before
added on them and incubated for 30 minutes % 5 and % 20 CO; incubator. At the end of
the 30 minutes, the flasks are taken from incubator and under the microscope, te
apopitosis/normal rate and; adhesion of PMN to endothelial cell which painted with
Giemsa are seen. The volues of TNF-a are read at the 450 nm wau lenghet fotometriciy by
ELISA.

Statisticaliy method: Apopitosis and adhesion values within each group and betueen
groups ate evaluted by one sideol ANOVA and the effects of L-arginin on two groups are
evaluateol by using student test. The results that’s p values are below 0,05 are not accepted
stastistically meaninful.

Findings: In the study especially in the % 5 CO; group there wasn’t meaninful at
apopitosis when % 20 CO, edded, widespred cell death found in the control group and N-
acetylsystein group. It has been doserved that L- aginin prevented the cell death in both
groups. Alt in he control group in wthich % 5 CO, added, L- arginin at 30 uM dose mode
the similr adhesion like the control group, at 100 uM dose it has mode a statisticcally not
meaninful decrease in adhesion. At 30 uM dose of N- acetylsystein, compared to control
group there vas a stastistically important increase in adhesion p< 0,05. When % 20 CO,
edded to control and N- acetylsystein groups, there coldn’t make a statisticcally evaluattion
becase at widespred cell death. In both doses L- aginin mode an statisticcally not important
increase in adhesion. Both in % 5 CO, and % 20 CO, odded there wasn’t a statisticcally
important difference betwen TNF-a by the dnegs used.

Results: According to the resulb of this study; when ischemia been mode; it has been

fourd thet L- aginin preventth pulmonary endothelial cell deathe and increases adhesion
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independentty from doses. Immune nutricion can supply support at pulmonary endothelial
cells. In the presens of ischemia; N- acetylsystein con’t show the expected protective
functions. Advanced studies are needed in order to show that what may ischemia cause at
the pumonary endothelial cell at the presence of infection the effects of it on albumin
Leucocyte permeability.

Key words: L-arjinin, N- acetylsystein, iskemia, pulmonar endothelal cell, cell culture,
adhesion, apopitosis, TNF-a
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