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OZET

Amag: Bu ¢alisma deneysel olarak oleik asitle olusturulan akciger hasarinda oksidan, anti-oksidan sistemlerindeki degisiklikler
ile antioksidan o6zelligi bilinen ve daha once akciger, meme, karaciger, testis tiimorlerinde iyilestirici etkisi gosterilmis olan
karvakrolun (kekik suyu) olast iyilestirici ve koruyucu etkisinin aragtirilmas: amact ile yapilmistir.

Gereg ve Yontem: Calismaya 28 adet Wistar cinsi erkek rat (250-350 gr) alindi. Ratlar 4 gruba ayrildi. Grup 1: Oleik asit
grubu (n:7, 50 ul oleik asit kuyruk veni kullamilarak intravendz (iv), 30 dakika sonra 73 mg kg karvakrol dozuna esdeger hacimde
SF intraperitoneal (ip) uygulandi). Grup II: Oleik asit+Karvakrol grubu (n:7, 50 ul oleik asit iv ve 30 dakika sonra 73 mg kg’
karvakrol ip uygulandr). Grup IIl: Kontrol grubu (n: 7,50 ul SF iv, 30 dakika sonra 73 mg kg karvakrol dozuna esdeger hacimde
SF ip uygulandi). Grup IV: Karvakrol grubu (50 ul SF iv, 30 dakika sonra 73 mg kg dozunda karvakrol ip uygulandu). Tiim ratlar
enjeksiyonlardan sonra 4 saat oksijen odasinda tutuldu ve sakrifive edildi. Inceledigi sicanlarin hangi gruba ait oldugunu bilmeyen
iki histolog tarafindan diseke edilen akcigerler akut akciger hasart agisindan degerlendirildi. 1sik mikroskobisinde interstisyel
odem, alveolar hemoraji, total akciger hasari, intraalveolar nétrofiller, makrofajlar, pnomositler; elektron mikroskobisinde kan-
gaz bariyerinin biitiinliigii, Tip 1 ve 2 pnomositlerin morfolojisi degerlendirildi. Ayrica akciger dokusunda oksidan, anti-oksidan
parametreler olarak kabul edilen protein karbonil, malondialdehid doku (MDA doku), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), siiperoksit dismutaz (SOD) bakildi. Serumda pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlerden interlokin-6 (IL-6),
interlokin-10 (IL10), tiimér nekroz naktor alfa (TNF-alfa), graniildsit kolonize stimiile edici faktor (G-CSF) diizeylerine bakild:.

Bulgular: Oleik asit, kontrol ve karvakrol gruplart ile karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide akut akciger hasart olusturdu,
proteinkarbonil ve MDA doku diizeyleri daha yiiksekti. Oleik asit ve Oleik asit+karvakrol gruplari arasinda total akciger hasari,
protein karbonil, CAT, GSH-Px, SOD diizeyleri agisindan anlamli fark saptanmadi. Oleik asit+ karvakrol, karvakrol ve kontrol
grubu doku MDA diizeyi yalniz oleik asit verilen gruba gére anlamli olarak daha diisiiktii. Pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar
sitokinlerden IL-6, IL-10, TNF-o, G-CSF diizeyleri agisindan ise gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi.

Sonug: Akut akciger hasarinda karvakrolun oksidan, anti-oksidan sistemlerindeki dengeyi anti-oksidanlar lehine arttirmasi
nedeniyle karvakrol alininin arttirilmasi akciger hasarini onlemede ve olusmus akciger hasarini iyilestirmede faydali olabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Akut Akciger Hasari; Oleik Asit; Karvakrol; Antioksidanlar
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SUMMARY

Objective: This study was conducted to compare the effects of oleic acid on the antioxidant systems of lung muscle tissue and
carvacrol which has been proven to have healing effects on tumors of the lung, liver, breast, and testis and is known to have
antioxidant effects, with respect to their healing and protective properties.

Methods: 28 male rats of the Wistar type (250-350 grams) were included in the study. They were divided to four groups. Group I:
Group Oleic acid (n: 7, 50 ul of oleic acid were administered intravenously (iv) and 30 minutes later 73 mg kg" of saline solution
was given intraperitoneally (ip) as the same volume as carvacrol). Group 1I: Group Oleic acid+Carvacrol (n: 7, 50 ul of oleic
acid was administered iv and 30 minutes later 73 mg kg of carvacrol was administered ip). Group IlI: Group Control (n: 7, 50 ul
of saline solution (the same dose as the oleic acid group) was administered and 30 minutes later 73 mg kg of saline solution was
administered ip). Group 1V: Group Carvacrol: (n: 7, 50 ul of iv saline solution was administered and 30 minutes later 73 mg kg’
carvacrol was administered ip). After being held in the oxygen room for 4 hours, blood and tissue samples were collected from the
rats. Two histologists who were unaware of the group assignments assessed the acute lung injury via light microscopy;, interstitial
oedema, alveolar haemorrhage, intraalveolar neutrophils, intraalveolar macrophages and intraalveolar pneumocytes and electron
microscopy; the integrity of the blood-gas barrier, the morphology of the type 1 and type 2 pneumocytes, and the presence of
intraalveolar macrophages and granular material. The lung tissue was examined histopathologically and levels of protein carbonyl,
malondialdehid tissue, catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px) and superoxide dismutase (SOD) which are known as
oxidant, anti-oxidant parameters were measured. Levels of antiinflammatory cytokines such as interleukin (IL)-6, IL-10, Tumor
necrosis factor (TNF )-o and granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) were measured in the blood samples.

Results: Oleic acid caused significant total lung injury compared to the control group and to the vehicle group and levels of
protein carbonyl and malondialdehid were higher than the other groups. Total lung tissue damage score, protein carbonyl, CAT,
GSH-Px, SOD, levels were found to be similar in oleic acid and oleic acid+carvacrol groups. Levels of MDA tissue were lower in
carvacrol and oleic acid+carvacrol groups than oleic acid group. Levels of proinflammatory and inflammatory cytokines IL-6,
IL-10, TNF-o and G-CSF were found to be similar in both groups.

Conclusion: As a result, it has been shown that because of the antioxidant effects of carvacrol in lung tissue, the increased use

of carvacrol may be helpful in preventing and reversing lung tissue damage.
KEY WORDS: SAcute Lung Injury; Oleic Acid; Carvacrol; Antioxidants

GIRIS

Akut respiratuar distres sendromu (ARDS) pulmoner
veya ekstrapulmoner nedenlerle gelisen, lokal veya sis-
temik inflamatuar yanita baglh olarak akcigerlerde ciddi
fonksiyon kaybiyla seyreden, yiiksek mortaliteye sahip bir
durumdur (1-2). Heniiz ARDS tedavisinde faydali oldugu
gosterilmis hastaliga 6zgiil bir ilag tedavisi yoktur (3-4).

Yapilan caligmalarda karvakroliin (kekik suyu) akci-
ger, karaciger, testis, meme kanserinde iyilestirici etkisi
oldugu ve anti-oksidan dzelliklerinin oldugu gosterilmistir.

Intravenoz oleik asit (OA) uygulamasi ARDS mode-
li olusturmada siklikla tercih edilen bir yoldur. 25 pm
konsantrasyonunda OA’nin tavsanlarin akcigerinde en-
dotel hiicre gecirgenligini arttirdif1 gosterilmistir (5).
Intravenoz yolla verilen OA’nin akcigerlerde olusturdu-
Su patolojik degisiklikler ALI ve ARDS de gozlenen de-
Sisikliklere benzerdir (6-7). Oleik asit hasarindaki degi-
siklikler ARDS ile olduk¢a benzerdir ve patolojisi in-
terstisyel, intraalveolar édem, intraalveolar hemoraji,
vaskiiler konjesyon ve intravaskiiler koagiilasyondan
ibarettir (8-9). Oleik asitin akciger 6demi ve hasar olus-
turma mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte
OA’nin doygun hale getirilememesi ve ¢ok diisiik doz-
larda bile biyolojik membranlara dogrudan baglanabil-
mesinin olas1 mekanizmalardan olabilecegi 6ne siiriil-
mektedir (8).

OA uygulanmasindan sonra olusan akut akciger ha-
sarinda serum total antioksidan kapasitesinde azalma
saptanmustir (9). ALI/ARDS ile ilgili baz1 ¢alismalarda
ROS’lar aragtirilmig; ancak bu maddelerin kisa omiirlii
ve oldukca reaktif olmalar1 nedeniyle, ayrintili ve yeterli
sonu¢ elde edilemediginden, genellikle H,O,, oksidize
proteinler, peroksidize lipidler, malondialdehit (MDA)
gibi sekonder veya son iriinlerin 6l¢iimii veya siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi
antioksidanlardaki degisiklikler ile ALI/ARDS deki ok-
sidan antioksidan denge ¢dziimlenmeye calisilmigtir
(10-11).

Oleik asit kaynakli akciger hasarinda sitokinlerin ro-
lii tartigmalidir. Sican, fare, tavsan ve kopeklerde yapi-
lan pek cok calismada (12-13) OA’nin akciger dokusun-
da ve serumda TNF-a ve IL-8 diizeylerini artirdigi gos-
terilmigtir. Yine ¢esitli ajanlarla TNF-a ve IL-8 baski-
landiginda OA’ya bagh akciger hasarinda iyilesme tespit
etmislerdir (12,14).

Bu calismada ratlarda oleik asitle olusturulan akut
akciger hasarinda karvakrolun etkilerini arastirmay:
amacladik.
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GEREC ve YONTEM

Hacettepe Universitesi Hayvan Etik Komitesinden
onay alian ve Hacettepe Universitesi tarafindan destek-
lenen ¢alismamizda 28 tane erkek Wistar sican (250-350
gr) iizerinde galigildi. Hayvanlar Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan te-
min edildi ve deneyler baslayana kadar ortama alistiril-
malar1 agisindan burada 22 + 3°C sicaklikta ve %30-70
bagil nem oraninda 12 saat karanlik 12 saat aydinlik sik-
luslar halinde musluk suyu ve standart yem ile bakild1.

Yirmi sekiz hayvan rastgele olarak 4 gruba ayrildi.
Grup I: Oleik asit grubu (n=7) 50 pl oleik asit kuyruk
veninden iv verildi, oleik asit enjeksiyonundan 30 daki-
ka sonra 73 mg kg karvakrol dozuyla ayn1 hacimde se-
rum fizyolojik intraperitoneal verildi. Grup II: Oleik asit
ve karvakrol grubu (n=7) 50 pl oleik asit kuyruk venin-
den iv verildi, enjeksiyondan 30 dakika sonra 73 mg kg™
karvakrol intraperitoneal verildi. Grup III: Kontrol gru-
bu (n=7) kuyruk veni kullanilarak 50 pl serum fizyolojik
intravendz (iv) olarak verildi ve enjeksiyondan 30 daki-
ka sonra 73 mg kg karvakrol dozuyla ayni hacimde se-
rum fizyolojik intraperitoneal verildi. Grup IV: Karvak-
rol grubu (n=7) 50 pl serum fizyolojik kuyruk veninden
iv verildi, enjeksiyondan 30 dakika sonra 73 mg kg
dozda karvakrol intraperitoneal verildi.

Karvakrol Eskisehir Osmangazi Universitesi Farma-
kognozi A.D.’dan Prof. Dr. K. Hiisnii Can BASER ’den
ml’de 1 mg olacak sekilde sivi olarak, Oleik Asit ise
Alemdar Kimya’dan siv1 olarak temin edildi. Tlaglar en-
jeksiyonlar sirasinda odada bulunmayan bir anestezist
tarafindan hazirlandi. Oleik asit ve serum fizyolojik la-
teral kuyruk veninden 24 G iv kateter ile verildi. Tiim
ilaglar steril serum fizyolojik i¢inde ¢oziildii (%0,9 Na-
Cl apirojen steril suda ¢6ziinen miktar).

Akut akciger hasari intravendz yolla 50 pl oleik asit
verilerek olusturuldu. Oleik asit sonrasinda hayvanlar 4
saat boyunca oksijen odasinda gozlendi. Intravenoz en-
jeksiyonlardan 30 dakika sonra intraperitoneal enjeksi-
yonlar yapildi ve 4 saat sonra 80 mg kg' ketamin anes-
tezisi altinda intrakardiyak kan tamamen alinarak sakri-
fiye edildi. Kan 6rnekleri IL-6, IL-10, TNF-a, G-CSF
analizi icin laboratuara gonderildi.

Akcigerler ¢evre dokulardan ayrilarak ¢ikarildi ve
histopatolojik inceleme icin saklandi. Histolojik incele-
me H.U.T.F. Histoloji A.D Laboratuarinda yapildi. Hay-
vanlar oldiiriildiikten sonra akcigerler biitiin olarak ¢ika-
rildi. Daha sonra organlar histolog tarafindan arastirma
icin hazirlandi. Dokular %10 formaldehit ile fiske edildi.
Parafin bloklardan kesitler hazirland1 ve hemotoksilen
eozin ile boyandi. Preparatlar konvansiyonel 1s1k
mikroskobu (Leica TP 1020) ile incelendi. Hayvanlarin
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hangi gruba ait olduguna dair bilgisi olmayan iki histo-
log doku hasarlarini 0-3 arasinda degisen 4 agsamali bir
skorlama tizerinden degerlendirdi. Akciger hasari i¢in 6
parametre (interstisyel 6dem, alveoler hemoraji, intraal-
veoler notrofiller, intraalveoler makrofajlar, intraalve-
oler pnomositler ve interstisyel notrofiller) degerlendi-
rildi. Parametreler; bulgular yok: O hafif: 1 orta siddette: 2,
cok siddetli: 3 olarak skorlandi. Her bir preparat icin
dort degisik bolge incelenerek, her parametre ayri ayr
degerlendirildi ve dort bolgenin ortalama skoru kaydedil-
di. Toplam akut akciger hasar1 skoru bu 6 parametrenin or-
talama skorlar1 toplanarak bulundu (maksimum skor 18).

Elektron mikroskobu icin 6rnekler fosfat ile tampon-
lanmig glutaraldehit (%2,5) ve osmiyum tetroksit (%1)
ile fikse edildi. Orneklerin dehidratasyonu gidererek ar-
tan konsantrasyonda aseton soliisyonlar1 kullanilarak
sagland1. Dokular araldite CY212 AgaR1030 (epoksi re-
sin) i¢ine konuldu. Daha sonra yar1 ince (1 pm) kesitler
alind1 ve metilen mavisi-azur 2 ile boyandi. Daha sonra
600 angstrom kalinli§inda kesitler elde edildi ve kursun
sitrat ve uranil asetat ile boyandi. Ornekler elektron
mikroskobu (JEOL 1400) ile incelendi. Kesitler kan gaz
bariyeri biitiinliigii, tip 1-2 pnomositlerin morfolojisi ve
intraalveolar makrofaj ve graniiler materyalin varligi
acisindan incelendi.

Ayrica H.U.T.F. Fizyoloji A.D. Laboratuvarinda ak-
ciger dokusunda glutatyon peroksidaz, katalaz, malondi-
aldehid, siiperoksit dismutaz, protein karbonil miktarla-
rina bakildi. Bu oksidan ve antioksidan parametrelerin
Olciimii su sekilde yapildi; Akciger dokusu tartildiktan
sonra Tris-HCI tamponu (0,2 mM, pH: 7,4) icinde ho-
mojenize edildi (Pro200). Homojenattan malondialdehit
(MDA) ve protein karbonil dl¢iimleri yapildi. Homeje-
natin bir kism1 5000 rpm da 40 dak santrifiij yapild1 ve
siipernatan ayrildi. Siipernatanda katalaz (CAT) ve glu-
tayon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri ol¢tildii. Stiper-
natanin bir kismina da etil alkol kloroform kargimi ek-
lendi ve karistirilmasindan sonra 5000 rpm de 40 dak
santrifiij edildi ve etanol fraksiyonunda siiperoksit dis-
mutaz (SOD) aktivitesi 6l¢iimii yapildi. Homojenat, sii-
pernatan ve ekstraklarda Lowry yontemi ile protein ana-
lizi yapild1 (15). Pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar si-
tokinlerden IL-6, IL-10, TNF-o, G-CSF diizeylerine ise
ELISA yontemiyle bakildi.

Istatistik analiz i¢in SPSS 12.0 sunumu kullanildi.
Kolmogorov-Smirnov testi verilerin dagilimin test et-
mek i¢in kullanildi. Eger degisken numerik ise ve nor-
mal dagilima sahipse veriler ortalamatstandart sapma
olarak verildi ve gruplar arasindaki farkliliklar test et-
mek igin tek yonli ANOVA kullanildi. Ikili kargilagtir-
malar icin Bonferoni diizeltmesi kullanildi. Normal da-
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Silim gostermeyen non-parametrik veriler median ola-
rak (giivenilirlik aralig1 %5-%95 CI) verildi. Kruskal
Wallis testi gruplar arasindaki histopatolojik organ hasar
skorlarinin kargilagtirilmasinda kullanildi. Mann-Whit-
ney U testi gruplar arasinda ikili karsilastirmalar igin
kullanildi. P < 0,05 anlaml1 kabul edildi.

BULGULAR

Gruplar arasinda interstisyel 6dem, alveolar hemora-
ji ve total akciger hasar1 acisindan istatistiksel olarak an-
laml fark bulundu (P<0,05). Grup 1 ve grup 3 arasinda
interstisyel 6dem ve total akciger hasar1 agisindan an-
lamh fark bulundu. Grup 1 ile grup 4 arasinda da total
akciger hasar1 acisindan anlamli fark bulundu (Tablo I).

Oksidan olan proteinlerin karbonil diizeylerinin 6l-
ciildiigii ve bir oksidan parametre olan protein karbonil
diizeyleri agisindan grup I ile grup III ve IV arasinda an-
lamli fark bulundu (p<0,05). Lipid peroksidasyonunun
son iiriinli olan ve bir oksidatif hasar gostergesi olan do-
ku MDA diizeyleri acisindan grup I ile grup II, II ve IV
arasinda anlamli fark bulundu (p<0,05). Bir antioksidan
parametre olan GSH-Px diizeyleri acisindan grup I ile
grup IIT ve IV arasinda ve grup II ile grup III ve IV ara-
sinda anlamli fark bulundu (p<0,05). Siiperoksit radikal-
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lerini etkisizlestiren ve anti-oksidan parametre olan
SOD enzimi diizeyleri acisindan grup I ile grup IV ara-
sinda anlamli fark bulundu (p<0,05). Deney ortamina
konulan hidrojen peroksitin (H,0,) su ve oksijene parca-
lanmasini saglayan CAT enziminin diizeyi gruplar ara-
sinda anlaml fark gostermemektedir (p>0,05) (Tablo II).

Gruplar arasinda IL-6, IL-10, TNF-a,, G-CSF diizey-
leri arasinda istatistik agisindan anlamli fark bulunamadi
(p>0,05) (Tablo III).

Elektron mikroskobik inceleme bulgulari 151k mik-
roskobu bulgularin1 destekledi. Oleik asit grubunun
lobiillerinin i¢ kismina ait elektron mikrograftlarinda
alveolleri doseyen kapiller komsulugunda surfaktan gra-
niilleri iceren Tip 2 pnomosit ve yass1 Tip 1 pnomositler
izlendi. Lobiillerin periferine ait 6rneklerde ¢cok sayida
makrofaj ve alveol duvarindan dokiilmiis pnomositlerin
bulundugu kapali alveoler bosluklar: goriildii. Bircok
Tip 1 pnomosit Tip 2 pnomosit ile birlikte apopitotik go-
riiniim kazanmisti. Saglam kalan kan hava bariyeri bol-
gelerinde birlesmis bazal laminanin 0,1067 pm oldugu
ve kalinlagtig1 saptandi (Sekil 1).

Oleik asit sonrasinda karvakrol verilen grupta, alveol
icine sarkan goriiniimdeki genis ¢ekirdekli hiicrelerin si-
toplazmalarinda ¢ok sayida siirfaktan graniilleri saptandi.

Tablo 1. Deney gruplariin akut akciger hasariin histolojik olarak skorlanmasi, ortalamatstandart sapma degerleri ve gruplar arasindaki

istatistiksel farklari

DEGISKEN GRUPLAR p
Grup I Grup II Grup 111 Grup IV
(Oleik asit + SF) (Oleik asit + Karvakrol) (SF + SF) (Karvakrol + SF)

Interstisyel 6dem 2,461+0,87 2+0,6 1+0,8* 1,4410,5 0,034
Alveolar hemoraji 1,8+1,6 0,5+£0,8 00 00 0,028
intraalveolar nétrofil 1,6+1,5 0,5£1,2 010 00 0,085
intraalveolar makrofaj 2,4+0,9 1,6£0,8 10,8 1,24£0,4 0,055
Intraalveolar pnomosit 1,8+1,6 0,5+1,2 0+0 0+0 0,058
Interstisyel notrofil 1,6£1,5 1,6£1,5 0,510,7 0,4+0,6 0,62
Total akciger hasari 11,66+7,87 6,746,1 2,542,3% 3,04+1,5% 0,02

*p<0,05 grup 1 ile karsilastirildiginda

Tablo I1.Deney gruplarmin akut akciger hasarmin oksidan, anti-oksidan parametrelerinin ortalamatstandart sapma degerleri ve gruplar

arasindaki istatistiksel farklari

DEGISKEN GRUPLAR p
Grup I Grup II Grup III Grup IV
(Oleik asit + SF) (Oleik asit + Karvakrol) (SF + SF) (Karvakrol + SF)

Proteinkarbonil (nmol/mg prot) 5,34+0,8 3,4+1,1 3,240,8" 3,06+1,1" 0,011
MDA doku

(mmol/g yas doku) 1,05+0,4 0,60,2" 0,47£0,09° 0,430,11 0,003
CAT (k/g prot) 0,18 £0,07 0,2+0,05 0,2+0,06 0,23+0,04 0,458
GSH-Px (U/g prot) 2,4%0,7 3,6%0,8™ 5,714 6,15+1,1° 0,00
SOD (U/g prot) 0,32+ 0,11 0,47%0,1 0,49+0,04 0,4+0,07° 0,043

p<0,05 grup 1 ile karsilastirildiginda
"p<0,05 grup 3 ile karsilastirildiginda
*p<0,05 grup 4 ile karsilastirildiginda
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Sekil 1. Oleik asit grubuna ait akciger interstisyel alan ve alveol
duvarindaki Tip 1 (kalin ok) ve Tip 2 (ince ok) pnomositler
izlenmektedir. Pnomositlerin bir kisminda ozellikle Tip 2
pnomositlerde perinukleer alanda genisleme dikkati cekmektedir.
(Uranilasetat- kursunsitrat; X 6000)

Sekil 2. Oleik asit + karvakrol grubunda interstisiyel alanda
yogun Kkollagen fibriller ve yakin komsulugunda kollagen sentezi
yapan fibroblast izlenmektedir. (Uranilasetat- kursunsitrat;
X 15000)

Tip 1 pnomosit ve endotel hiicre sitoplazmalar1 ve bazal
membranlarindan olugan kan hava bariyeri kolayca ayirt
ediliyordu. Birlesik bazal membran 0,3461 pm kalinlik-
tayd1. Intralalveoler septum icerisinde cok sayida aktif
fibroblast ve hemen komsulugunda kollagen fibriller go-
riildii (Sekil 2).

Kontrol grubunun elektron mikroskop incelemele-
rinde alveol bosluklar1 acik, duvar1 doseyen c¢ok sayida
Tip 1 yasst epitel hiicreleri (pnomosit 1) ve sitoplazma-
sinda surfaktan graniillerinden zengin okromatik g¢ekir-
dekli Tip2 pnomositler gozlendi. Birgogunun g¢ekirdek-
cikleri de belirgin izleniyordu. Tipl pnomosit sitoplaz-
mas1 bazal membran ve birlesmis endotel bazal memb-

Sekil 3. Kontrol grubuna ait elektron mikrografinda alveol
bosluklar1 (y1ldiz) acik, alveol duvarinda sitoplazmasinda surfaktan
graniillerinden zengin Okromatik cekirdekli cok sayida Tip 2
pnomosit (ok) gozlenmektedir. (Uranilasetat- Kkursunsitrat;
X 5000)

Sekil 4. Karvakrol grubunda surfaktan (ok basi), kan hava bariyeri
(yildiz) ve birlesmis bazal membran (ok) izlenmektedir.
(Uranilasetat- kursunsitrat; X 30000)

ran1 ile birlikte endotel sitoplazmasindan olusan kan ha-
va bariyeri devamli ve 0,0397 pm kalinlifinda izlendi
(Sekil 3).

Karvakrol verilen grubun elektron mikroskop drnek-
lerinde periferik yerlesimli alveol duvarlarinin oldukca
saglam olduklar1 kan hava bariyerlerinin korunmusg ol-
duklart hatta damar liimenlerinin santral bolgelere gore
daha az hiicre icerdigi goriildii. Tip I pnomosit ve Tip II
pnomosit hiicrelerinin ¢ekirdek goriiniimleri ve sitoplaz-
ma icerikleri yoniinden oldukga saglikli olduklar: sap-
tandi. Bazi hiicrelerde geniglemis endoplazma retiku-
lumlarinin gozlenmesi aktif olarak kollagen sentezi yap-
makta olduklar1 izlenimini verdi (Sekil 4).

Tablo III. IL-6, IL-10, TNF-a, G-CSF diizeylerinin gruplar arasindaki iliskisinin dagilimi

Degisken (pg/ml) Oleik asit Oleik asit + Karvakrol Kontrol Karvakrol p

1IL-6 30,8+2,1 37,9£11,3 35,347,1 33431 0,43
IL-10 26£14,5 89,4+111,1 13,5452 76,1£104,4 0,4
TNF-o 48,7+1,2 55,1£10,6 50,8+0,96 56,4 £6,7 0,28
GCSF 41,9 £7,7 45,9+20,1 38,2437 44,475 0,8

94




Anestezi Dergisi 2011; 19 (2): 90 - 98

TARTISMA

Arastirmacilar; oleik asit indiiksiyonlu akut akciger
hasar1 modelinin ARDS nin klinik, patofizyolojik ve pa-
tolojik ozelliklerini gosteren iyi bir model oldugu sonu-
cuna varmiglardir. Bu nedenle oleik asit ile olusturulan
akut akciger hasart modeli, ALI/ARDS nin mekanizma-
larinin anlasilmasinda ve yeni tedavi yontemlerinin
arastirilmasinda siklikla kullanilmaktadir (16). Akut ak-
ciger hasarinda histopatolojik degisiklikler notrofillerin
artmasi, aktiflesmesi ve akciger hiicrelerinde serbest ok-
sijen radikallerinin olugmasiyla baslar. Karvakrolun ser-
best oksijen radikallerinin etkilerini onleme yo6niinden
yiiksek antioksidan dzellige sahip oldugu, bu giiclii anti-
oksidan aktivite ile hiicresel yapilarin, lipidlerin, prote-
inlerin ve DNA’nin in vivo olarak oksidasyonuna karsi
koruyucu etki ve bazi hastaliklarin onlenmesine katki
sagladig: bildirilmektedir (17-19).

Calismamizda OA ile olugturulan akciger hasari so-
nucu serum ve akciger dokusundaki MDA diizeyleri,
SOD, GSH-Px ve CAT enzim aktivitelerindeki degisik-
likler ile protein karbonil diizeyleri, ARDS fizyopatolo-
jisinde rol oynayan IL-10, TNF-o, G-CSF, IL-6 gibi (4,
20-24) antiinflamatuar ve proinflamatuar sitokinlerin
rolleri ve iyi bilinen bir anti-oksidan olan karvakrolun
akciger hasarindaki olasi iyilestirici etkisi ve bu para-
metreler lizerindeki etkisini aragtirdik.

Calismamizda OA verilen grupta histopatolojik ola-
rak akut akciger hasar tespit ettik. Total akciger hasari
skoru acisindan oleik asit grubu ile kontrol ve karvakrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardi ve
lic grup arasinda total akciger hasar1 skoru en yiiksek
OA verilen grup idi. OA bagl akut akciger hasar inters-
tisyel 6dem, intraalveolar 6dem, vaskiiler konjesyon,
intraalveolar hemoraji, fibrin mikrotrombuslar1 ve mo-
noniikleer hiicre infiltrasyonu olarak tanimlanmistir ve
erigkin solunum yetmezligi sendromunun eksudatif fazi-
na benzetilmektedir (25). Bizim bulgularimizda OA’in
ciddi akut akciger hasar1 olusturdugunu desteklemekte-
dir. Hsing I Chen ve arkadaslar1 (26), Kennedy ve arka-
daslart (27) ve Zhu (28)’nun yaptig1 bir ¢alisma bizim
bulgularimizi desteklemektedir. Bu ¢aligmalarda OA ve-
rilen akciger dokusunun histopatolojik incelemesinde
yaygin 6dem, inflamatuar hiicreler ve artmig akciger ha-
sar1 skoru goriilmiistiir.

OA sonrasinda karvakrol verilen grubun brongiyol
epitelleri ve subepitelyal bag dokusu OA verilen gruba
gore olduk¢a normal yap1 ve hiicre diziliminde goriildii.
Baz1 6rneklerde daha belirgin olarak periferde intraalve-
olar 6demin devam ettigi gozlendi. Oleik asit+karvakrol
grubunda total akciger hasar1 skorlar1 Oleik asit grubuna
gore belirgin olarak daha diisiik olmasina ragmen istatis-
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tiksel fark saptanmamistir. Bu da karvakrolun OA ile
olusturulan akciger hasarini muhtemelen iyilestirmeye
basladigini ancak karvakrol verildikten sonra gegen siire-
nin ya da karvakrol dozunun yeterli olmadigim diisiindiir-
mektedir. Bir bagka olasilik hayvan sayisinin azlig1 olabi-
lir. Cogu ornekte subplevral 6deme rastlanilmadi. OA ile
olusturulan akciger hasarinda goriilen 6demin karvakrol
ile cogu ornekte goriilmemesi karvakrolun muhtemel iyi-
lestirici etkisi oldugu goriisiinii desteklemektedir.

Bunlarin yani sira Tip 1 pnémositler yass1 ¢ekirdekli
ve uzun sitoplazmalari ile alveol duvarinda izlendi. Yine
OA ile Tip 1, 2 pnomositlerin hasarlanmasi ve surfaktan
molekiiliiniin azalmasi, OA sonrasinda karvakrol verilen
grupta ise ¢cok sayida surfaktan molekiiliiniin tekrar go-
riilmeye baslamasi karvakrolun akut akciger hasarini
muhtemel iyilestirici etkisi diisiincesini desteklemektedir.

Yine intraalveolar septum icerisinde ¢ok sayida aktif
fibroblast ve hemen komgulugunda kollagen fibrillerin
goriilmesi, karvakrolun hasarli akcigeri iyilestirmeye
bagladigin1 ancak birlesik bazal membran kalinliginin
heniiz 0,3461 pm kalinlikta olmasi heniiz iyilesme igin
yeterli siirenin ge¢medigini, karvakrolun iyilesme i¢in
gerekli ideal dozda verilmedigi ya da hayvan sayisinin
yeterli olmadig1 diisiincesini desteklemektedir.

Zhu ve arkadaglariin (28) yaptig1 OA ile olusturu-
lan akciger hasarina, siirfaktan verilmesinin etkisinin
arastirildigr caligmada siirfaktanin 6dem, hemoraji, not-
rofil infiltrasyonunu azaltict etkisine benzer bulgularin
karvakrol ile de goriilmesi karvakrolun siirfaktan gibi
akciger hasarini iyilestirici etkisi oldugu fikrini destek-
lemektedir. Koparal ve arkadaslarinin akciger kanserine
karvakrolun etkisini arastirdiklari calismada bizim galis-
mamizin bulgularini desteklemektedir. Koparal ve arka-
daglar1 (29) karvakrolun kanserli akciger hiicrelerini
azalttigini gostermislerdir.

Kennedy ve arkadaglarinin (27) yaptig1 ve hipertonik
salin (HTS) verilmesinin OA ile olusturulan akut akci-
ger hasarini azaltici etkisini gosterdikleri ¢alismada kar-
vakrolun akut akciger hasarim iyilestirici etkisini des-
teklemektedir. Bu calismada HTS verilmesi ALI/ARDS
patogenezinin merkezinde yer alan endotel hiicrelerinin
notrofiller tarafindan hasarlanmasini notrofil fonksiyon-
larin1 ve miktarini azaltarak akciger hasarim azaltmigtir.
Mc Guigan ve arkadaglarinin oleik asit kullanarak yap-
tiklar1 akciger hasarini inceledikleri ¢calismada histopa-
tolojik olarak interstisyel ve intraalveolar 6dem, alve-
olar hemoraji tespit etmislerdir (30). Moriuchi ve arka-
daslart oleik asitle yaptiklar1 bir calismada akciger do-
kusunun histopatolojisinde yogun inflamatuar hiicre in-
filtrasyonu ve pulmoner yapida belirgin bozulma tespit
etmisler ve NAC verilmesi ile akciger hasarinin azaldi-
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gim bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da OA’in ar-
dindan karvakrol verilen grupta, sadece OA verilen
gruptan daha az notrofil ve interstisyel hiicre goriilmesi
karvakrolun muhtemel iyilestirici etkisi oldugu diisiin-
cesini desteklemektedir.

Kontrol grubunun akcigerine ait érneklerde alveoller
yass1 ve kiibik epitelyum ile doseli ve interalveolar sep-
talar normal kalmlikta izlendi. Interalveolar bosluklarda
yer yer makrofajlar izlendi. Bu bulgular muhtemel bir
stres veya hiperoksiyi diisiindiirdii. Ancak alveol duvari-
n1 doseyen cok sayida Tip 1 pnomosit ve siirfaktan gra-
niillerinden zengin Tip 2 pnomositin gozlenmesi stres ya
da hiperoksinin ¢ok siddetli olmadigim diisiindiirdii.

Sadece karvakrol verilen grubun akciger ornekleri-
nin 151k mikroskobunda alveoler bogluklarin oldukga
acik oldugu goriildii. Intraalveoler bosluklarda pnomosit
izlenmemekle birlikte alveolar makrofajlarda da artis
goriilmedi. Bu bulgu karvakrolun akcigere hasar verme-
digini diislindiirdii. Sadece karvakrol alan grubun EM
orneklerinde periferik yerlesimli alveol duvarlarinin ol-
dukga saglam olduklar1 kan hava bariyerlerinin korun-
mus olduklar goriildii. Tipl ve Tip 2 pnomositlerin ol-
dukga saglikli olduklar1 ve Tip 2 pnomositlerin siirfak-
tan graniillerinden zengin sitoplazmalari ile ¢cok sayida
alveol duvarinda izlenmesi karvakrolun muhtemel iyi-
lestirici etkisinin yaninda akciger koruyucu etkisinin de
oldugunu diistindiirmektedir.

Alveolar septalarin igerisinde bag dokusu, hiicreler-
den ve kollajen fibrilden zengindi. Baz1 hiicrelerde genis-
lemis endoplazmik retikulumlarin gézlenmesi aktif olarak
kollajen sentezi yapmakta olduklar: izlenimini verdi. Bu
da oksijen odasindaki muhtemel hiperoksinin ya da stre-
sin olusturdugu akciger hasarini karvakrolun onarmaya
bagladigim diisiindiirmektedir Bager’in 2005°de karvak-
rolun anti-inflamatuar ve angiogenik etkilerini belirttigi
yayini bu diisiincemizi desteklemektedir (31).

Oksidan proteinlerin karbonil diizeylerinin dl¢iildii-
gii ve oksidan bir parametre olarak kabul edilen protein
karbonil diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli
fark bulundu. Yine OA verilen grup ile sadece karvakrol
verilen grup ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark
bulundu. OA verilen grup ile OA sonrasi karvakrol veri-
len grup arasinda ise anlamli fark bulunamadi. Ancak
protein karbonil diizeylerinin karvakrol grubunda, kont-
rol grubundan bile daha diisiik bulunmasi ve OA gru-
bunda en yiiksek bulunmasi istatistiksel olarak anlaml
olmasa bile anti-oksidan 6zelligi bilinen karvakrolun
muhtemel akciger hasarini iyilestirici ve koruyucu etkisi
oldugu diisiincesini desteklemektedir. Protein karbonil
diizeylerinin OA ile OA sonras1 karvakrol verilen grup-
lar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gosterme-
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mesi ise muhtemelen karvakrol dozunun yeterli olmadi-
81 ya da iyilestirici etki i¢in ge¢mesi gereken siirenin he-
niiz tamamlanmadi diisiincesini desteklemektedir.

Protein karbonil gibi oksidan bir parametre kabul
edilen ve lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan doku
MDA diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu. Ayni zamanda Oleik asit
grubu ile Oleik asit+karvakrol, kontrol ve karvakrol
gruplan arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark bu-
lundu. Doku MDA diizeylerinin en yiiksek OA verilen
grupta, en diisiik ise kontrol grubundan bile daha diisiik
olarak karvakrol grubunda olmasi karvakrolun muhte-
mel iyilegtirici ve koruyucu etkisi oldugu diisiincesini
desteklemektedir.

Sayman ve arkadaglari’nin ¢alismasi bulgularimizi
desteklemektedir. Deneysel olarak hidroklorik asidin
intratrakeal uygulanmasiyla akut akciger hasart olustu-
rup, plazma ve BAL MDA diizeyinin anlamli diizeyde
yiikseldigini gostermislerdir (32). Benzer bir ¢alismada
Meyanci ve arkadaslar1 (33), tavsanlara intratrakeal hid-
roklorik asidin verilmesiyle olusan akciger hasarinda,
plazma ve BAL MDA diizeyinin anlamli diizeyde yiik-
seldigini bildirmislerdir. Yine ayni arastirmacinin
PGE’in lipid peroksidasyonu iizerine etkisi ile ilgili bir
calismasinda da benzer veriler bildirilmigtir (34).

Bizim calismamizda da oleik asit verilen 1. ve 2.
gruplarda kontrol grubuna gore doku MDA diizeylerinin
yiikselmesi akciger hasarmin olustugunu gosterirken sa-
dece karvakrol verilen 4. gruptaki doku MDA diizeyleri-
nin kontrol grubundan ve OA sonrasi karvakrol verilen
gruplarin altinda bulunmasi ve bunun literatiirle uyumlu
olmasi karvakrolun lipid peroksidasyonunu engelledigi-
nin gostergesi olarak degerlendirildi.

Anti-oksidan parametrelerden GSH-Px diizeyleri
acisindan gruplar arasinda anlamli fark bulundu. GSH-
Px diizeyleri agisindan grup I ile grup III ve grup IV ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Yine OA
sonrasi karvakrol verilen grup ile kontrol ve sadece kar-
vakrol verilen gruplar arasinda istatistiksel olarak an-
lamh fark bulundu. GSH-Px diizeylerinin karvakrol ve-
rilen grupta, OA sonrasi karvakrol verilen gruptan ve
kontrol grubundan fazla olmasi karvakrolun anti-oksi-
dan 6zelligini desteklemekte, akut akciger hasarini muh-
temelen iyilestirici olmasinin yani sira koruyucu da ol-
dugu diisiincemizi desteklemektedir.

Velmurugan ve arkadaslari, siganlarda sodyum klorit
varliginda N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidin’in neden
oldugu gastrik karsinogenezinde serumda GSH-Px en-
zim aktivitesinin diistiigiinii, anti-oksidan 6zelligi bili-
nen likopen verilmesinden sonra GSH-Px enzim aktivi-
tesinin arttigin1 bildirmiglerdir (35-36).
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Stiperoksit radikallerini etkisizlegtiren ve anti-oksi-
dan bir parametre olarak kabul edilen SOD enzimi dii-
zeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak an-
lamh fark bulundu. Ancak bu istatistiksel farkin sadece
OA verilen grup ile sadece karvakrol verilen grup ara-
sinda olmasi diger gruplar arasinda fark olmamasi kar-
vakrolun SOD enzimini yiikseltmesi ve dolayis: ile
olusmus akciger hasarini muhtemel iyilestirici etkisinin
ortaya ¢ikmasi icin gerekli siirenin ve dozun verilmedigi
diisiincesini desteklemektedir. Liu ve arkadaglarinin
yaptig1 caligma diisiincemizi desteklemektedir. Buna go6-
re oleik asit ile indiiklenen ARDS’de erken donemde
SOD enzim aktivitesinde azalma tespit edilmistir (37).

Hidrojen peroksitin (H202) su ve oksijene parcalan-
masint saglayan ve anti-oksidan bir parametre olarak
kabul edilen CAT enzimi diizeyleri acisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Da-
ha once Leff ve arkadaglarinin sepsisli hastalarda yaptig1
bir calismada ARDS gelisenlerde, gelismeyenlere gore
SOD ve CAT aktivitesinde yiikselme, GSH-Px aktivite-
sinde azalma tespit etmis olmalar1 (38) CAT enziminin
her ARDS’1i hastada diismeyebilecegini gostermis ve
bizim bulgularimizin CAT enzimi acisindan ihtimal da-
hilinde oldugunu ispatlamistir.

Yine ARDS ve sepsisli hastalarda yapilan baz1 ¢alig-
malarda serumda CAT, SOD artmuis, glutatyon ise azal-
mis olarak bulunmustur (39-40).

Gruplar arasinda IL-6, IL-10, TNF-o,, G-CSF diizey-
leri acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunama-
di. Daha 6nce ALI/ARDS, astim gibi akciger patolojile-
rinde rol oynadig1 gosterilen (41) pro-inflamatuar sito-
kin TNF-o ve anti-inflamatuar sitokin olan IL-10 dii-
zeylerinin gruplar arasinda anlamli fark gostermemesi-
nin cesitli muhtemel sebepleri vardir. Calismamiz bir
hayvan c¢aligmasidir ve bu sitokinlerin insanlarda
ALI/ARDS nin fizyopatolojisinde rol oynadig1 gosteril-
mistir. Diger muhtemel sebep sitokinlerin yiikselmesi
icin gerekli zamanin bizim kanlar1 aldigimiz 4 saatten
uzun olmasidir. Ciinkii bu sitokinlerin ARDS’ nin 24.
saatinde (42) en yiiksek diizeye yiikseldigi ve 3 hafta
kadar yiiksek kaldig: belirtilmigtir. Yani ARDS uzun bir
stirectir, bizim bulgularimiz ise ARDS’ nin erken sonug-
laridir. Bu diislincemizi destekleyen yayinlarda bulun-
maktadir (43). Bir diger muhtemel sebep ise sitokinlerin
yiikselmesi icin gerekli OA dozunun verilmemis olmasi-
dir. Gerekli olan OA dozu ve ge¢mesi gereken siire tar-
tismalidir. OA dozunun arttirilmasi ve ratlarin sakrifiye
edilmesi i¢in gereken siirenin uzatilmasi bir alternatif
olarak diislinlilmiigse de bunun i¢in hayvanlarin meka-
nik ventilatérde izlenmesi gerekliligi ve zor olmasindan
dolay1 vazgecilmistir. Bir diger sebep ise OA ile ratlarda
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yapilan akciger hasar1t modelinin kolay ve sik yapilabi-
len bir emboli modeli olmasina ragmen insanlarda ki
ALI/ARDS fizyopatolojisini yansitmadaki belirsizlik ol-
dugu diisiiniilmiigtiir (43). Bir diger muhtemel sebebin
ise bu sitokinlerin ELISA yontemiyle maniiel olarak ca-
lisilmast oldugunu diisiinmekteyiz.

Calismamizin kisithiliklart ise sunlardir; bu bir hay-
van deneyidir ve insanlar iizerinde yapilan bir caligmay-
la esit olamaz, zira ratlarda ki ARDS/ALI olusma zama-
n1, verilecek OA dozu, verildikten ne kadar siire sonra
hasar olustugu ve olusan hasarin klinik ARDS/ALI pa-
tofizyolojilerinde hangi safhada eglestigi bilinmemekte-
dir. Bir diger eksikligimiz ise OA ile akciger hasar1 mo-
delinin bir emboli modeli oldugu ve ALI/ARDS fizyo-
patolojisini yansitmada ki yetersizligidir. Bir diger kisit-
lilik ise hayvan sayisinin azligidir. Karvakrol ile ilgili
eksikliklerimiz ise sunlardir; karvakrolun ideal dozunu
bilmiyoruz. Yine saflagtiritlma yontemine bagli sonuglari
etkileyebilecek degisiklikler olabilmesi ve karvakrol ve-
rildikten sonra ge¢gmesi gereken ideal siirenin bilinmiyor
olmast bizim ¢alismamizin eksiklikleridir.

Calismamizda, ratlarda deneysel olarak olusturulan
akciger hasarinda OA verildikten sonra, histopatolojik
olarak akut akciger hasar1 olustugu, protein karbonil,
MDA doku gibi oksidan parametrelerin artti§1 goriil-
miistiir. OA ardindan karvakrol verilen akut akciger ha-
sar1 olusturulmus ratlarda histopatolojik olarak akciger
dokularinda diizelme goriilmiis, total akciger hasar1 sko-
runda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmus, anti-oksidan parametrelerden GSH-Px ve
SOD diizeylerinde anlaml yiikselme goriilmiigtiir.

Sonug olarak, calismamizin, daha 6nce akciger, me-
me, karaciger, testis dahil olmak iizere pek ¢ok kanser
tiirtinde iyilestirici etkisi gosterilmis olan karvakrolun
akut akciger hasarinda da muhtemel iyilestirici ve koru-
yucu etkisini ispatlayacak olan c¢aligmalara oncii ve yol
gosterici olacagina inaniyoruz.
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