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OZET

Amagc: Alveoalar epitelyal hiicre hasarina bagli olarak vaskiiler endotelyal biiytime faktorii
iretimi azalmaktadir. Akciger dokusunda vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriin akut asir
ekspresyonu ise permeabilite olusumuna katkida bulunmaktadir. Asetilsalisilat (ASA)'1n
asir1 dozlar1 pulmoner vaskiiler gegirgenligi arttirarak pulmoner ddemi indiikleyebilir. Bu
calismada siganlarda lipopolisakkarit ile indiiklenen akciger hasar1 varliginda asetilsalisilat
asir1 dozlarinin bronkoalveolar lavaj s1visi vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii seviyelerine
etkileri degerlendirildi.

Gere¢ ve Yontem: Akciger hasari intraperitoneal lipopolisakkarit (LPS) enjeksiyonu ile
indiiklendi. Siganlar, kontrol, ASA-300, ASA-500, LPS, LPS+ASA-300 ve LPS+ASA-500
olmak tizere 6 gruba (n=7) ayrildi. ASA, 300 ve 500 mg/kg dozlarda gavaj yoluyla verildi.
LPS+ASA gruplarina lipopolisakkarit enjeksiyonundan 24 saat sonra asetilsalisilat verildi.
Sicanlar, asetilsalisilat verildikten 6 saat sonra sakrifiye edildi ve bronkoalveolar lavaj
uygulandi.

Bulgular: Bronkoalveolar lavaj sivisinda, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, matriks
metalloproteinaz-2 ve nitrik oksit seviyeleri ASA-500 grubunda artmis ve LPS+ASA
gruplarinda azalmisti. Ayrica, plazma salisilat yarilanma siiresi LPS+ASA gruplarinda
uzamigti.

Sonug: Lipopolisakkarit varliginda asetilsalisilatin metabolize edilme siiresi uzamis ve
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, matriks metalloproteinaz-2 ve nitrik oksit iligkili
mekanizmalarin etkisiyle akciger doku hasar1 artarak iyilesme periyodu olumsuz
etkilenmistir. Ayrica insanlarda akciger dokusu tizerine siddetli toksik etki olusturabilen
300 ve 500 mg/kg asetilsalisilat dozlarinin siganlarda toksik etkisinin daha az oldugu
gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Asectilsalisilat, lipopolisakkarit, akciger hasari, vaskiiler endotelyal
biliyime faktorii

Cikar Catismasi: Yazarlar tarafindan ¢ikar ¢atigsmasi olmadigi bildirilmistir.

ABSTRACT

Aim: Vascular endothelial growth factor production is decreased depending on the alveolar
epithelial cell damage. Acute over expression of vascular endothelial growth factor in lung
tissue contributes to the formation permeability. Excessive doses of acetylsalicylate (ASA)
may induce pulmonary edema by increasing pulmonary vascular permeability. In this study,
the effects of acetylsalicylate overdoses were evaluated on bronchoalveolar lavage fluid
levels of vascular endothelial growth factor in the presence of lipopolysaccharide-induced
lung injury in rats.

Materials and Methods: Lung injury was induced by intraperitoneal injection of
lipopolysaccharide (LPS). Rats were divided into six different sets consisting of 7 rats
each for control, ASA-300, ASA-500, LPS, LPS+ASA-300 and LPS+ASA-500 series. ASA,
300 mg and 500 mg/kg doses were given by gavage. Acetylsalicylate was given 24 hours
after lipopolysaccharide injection in LPS+ASA groups. Rats were sacrificed 6 hours after
acetylsalicylate administration and bronchoalveolar lavage was performed.

Results: In bronchoalveolar lavage fluid, vascular endothelial growth factor, matrix
metalloproteinase-2 and nitric oxide levels were increased in group of ASA-500, and were
decreased in groups of LPSTASA. In addition, plasma salicylate half-life was prolonged in
LPS+ASA groups.

Conlusion: Lipopolysaccharide increases the time of being metabolized of acetylsalicylate.
The lung tissue damage increases due to vascular endothelial growth factor, matrix
metalloproteinase-2 and nitric oxide related mechanisms and recovery period is affected
adversely. Also in humans, severe toxic effects on the lung tissue that can be generated by
300 and 500 mg/kg acetylsalicylate doses in rats showed less toxic effect.

Key Words: Acetylsalicylate; lipopolysaccharide; lung injury; vascular endothelial growth
factor
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Giris

Aspirin (asetilsalisilat) diinyada en yaygin kullanilan
ilaglardan biridir. Hafif agrilar1 dindirmek igin analje-
zik, ates diisiirmek icin antipiretik ve antienflamatuar
olarak siklikla kullanilir [1]. Kolay ulasilabilirliginden
dolay1 salisilat toksisitesi diinyanin her tarafinda goriil-
mektedir [2]. Aspirin toksisitesi akut ya da kronik ola-
bilir [3]. Viicut agirliginin kilogrami bagina 150 mg’dan
yiiksek dozlar aspirinin akut toksik dozlar1 olarak kabul
edilir [4]. Tlimli asetilsalisilat (ASA) toksisitesi 300 mg/
kg’in tizerindeki dozlarda, siddetli toksisite ise 300 ile
500 mg/kg arasindaki dozlarda olusur ve 500 mg/kg’in
iizerindeki dozlar potansiyel olarak 6liimciil dozdur [5].
Aspirin toksisitesinde asit/baz bozukluklar1 goriiliir [6].
Pulmoner vaskiiler gecirgenlikte degisiklikler olusabi-
lir. Asir1 doz aspirin nonkardiyojenik pulmoner 6demi
indiikleyebilir ancak bu durum tersinirdir ve hizla gide-
rilebilir. Yine de bazi hastalarda siddetli akciger hasari
olusur ve klinik seyir akut respiratuar distres sendromu-
na dogru ilerleyebilir [7].

Gram-negatif bakterilerin dis duvarinin ana yapisal bi-
leseni olan bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) inflamatu-
ar cevabin potansiyel bir baslaticisidir. LPS, akciger has-
taliklarinin bir kismina katkida bulunur ve akut akciger
hasarinin hayvan modellerinde pulmoner inflamasyon
modeli olarak yaygin sekilde kullanilir [8,9]. LPS, intra-
pulmoner sitokinlerde artigla beraber nétrofilik inflama-
tuar yanita neden olur [10].

Vaskiiler permeabilite faktorii olarak da bilinen vaskiiler
endotelyal biiytime faktorii (VEGF), fibroblastlar, vas-
kiiler diiz kas hiicreleri, endotelyal hiicreler ve makrofaj-
lar gibi pek ¢ok hiicre tarafindan tiretilir [11,12]. VEGF,
endotelyal hiicrelerin ¢ogalmasi ve gogiinii uyarir, hiic-
re sag kalimini ve vaskiiler gecirgenligi diizenler ve va-
sodilatasyonu indiikler [13]. Alveolar ve bronsiyal epi-
telyum, bronslarin glandular hiicreleri ve aktive olmus
alveolar makrofajlar1 igceren yetigkin akciger dokusun-
da bol miktarda eksprese edilir. Hayvan g¢alismalar1 ve
klinik veriler akcigerlerde VEGF nin koruyucu roliinii
desteklemektedir. Akciger hasarinin erken safthalarinda
permeabilite 6deminin olugmasinda VEGF’nin rolii ol-
dugu bildirilmistir [11]. Akciger hasarinin gelisim saf-
hasinda ise alveolar epitelyal hiicrelerin hasarlanmasi
VEGEF iiretimini azaltir [14].

Bu ¢alisma, lipopolisakkarit ile indiiklenen akciger ha-
sarinda ASA asir1 dozlarinin BAL sivist ve plazma
VEGF seviyelerine etkilerini arastirmak igin planlandi.

Gerec ve Yontem

Deney Hayvanlari

Tiim deneyler Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan
Etik Kurul’'undan izin (Etik kurul no: 150/2010) alinarak
yapildi. Calismada kirk iki adet, 250-300 g agirliginda
erkek Sprague dawley (SD) tiirli sigan kullanildi. Hay-
vanlar Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerra-
hi Deneysel Arastirma Merkezi’nden saglandi. Siganlar
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kontrol edilebilir ¢evresel sartlarda (12 saat aydinlik-
karanlik dongii ve 22+1.5°C sicaklik) tutuldu. Standart
sican diyeti ve su verilen hayvanlar 6 gruba ayrildi:
Kontrol grubu: intraperitoneal (ip) olarak fizyolojik su +
standart si¢an yemi + su

ASA-300: Gavajla asetilsalisilat (ASA) (300 mg/kg) +
standart si¢gan yemi + su

ASA-500: Gavajla ASA (500 mg/kg) + standart sigan
yemi + su

LPS: Intraperitoneal olarak 1 mg/kg LPS [15] + standart
sigan yemi + su

LPS+ASA-300: Gavajla ASA (300 mg/kg) + ip olarak 1
mg/kg LPS + standart sican yemi + su

LPS+ASA-500: Gavajla ASA (500 mg/kg) + ip olarak
Img/kg LPS + standart sican yemi + su
Lipopolisakkarit ve asetilsalisilat, fizyolojik su ile ¢o-
ziildii. Gavajla eklenen ASA’nin ve tiim intraperitone-
al enjeksiyonlarin total hacmi 2 mL/kg’d1. ASA dozlari,
LPS+ASA-300 ve LPS+ASA-500 gruplarina LPS enjek-
siyonu yapildiktan 24 saat sonra verildi. Sicanlar, ASA
verildikten 6 saat sonra (LPS verilen gruplarda 30. saat-
te) dietil eter anestezisi sonrasi servikal dislokasyon ile
sakrifiye edildiler.

Gerecler

Asetilsalisilat, ARIS (Ali Raif ilag San, Tiirkiye)'den
saglandi. LPS (E. coli, serotip 055-B5), Sigma
(Germany)’dan alind1i. VEGF (Kat. No: RRV00, Lot No:
257032) ve Matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2), (Kat.
No: DMP200, Lot No: 257348) Quantikine Elisa kitle-
ri R&D Systems (UK)’den alind1. Spektrofotometrik 61-
glimler igin UV-1601 spektrofotometre (Model CPS-240,
Shimadzu, Japan) kullanildi.

Plazma ve Doku Ornekleri

Plazma oOrnekleri intrakardiyak yolla lityum heparinli
tiplere alindi ve +4°C’de 1200 x g’de 10 dakika santri-
fij edildi ve stipernatant kullanilincaya kadar -80°C’de
sakland1. Akcigerler bronkoalveolar lavaj sonrasi ¢ika-
rildi. Sag alt lob histopatoloji i¢in kullanilmak tizere not-
ral formalin i¢ine konuldu. Sag orta lob soguk fizyolojik
su ile li¢ kez yikandiktan sonra biyokimyasal ¢alismalar
icin kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi. Sag iist lob
yas/kuru agirlik orani i¢in kullanildi.

Bronkoalveolar Lavaj (BAL) Swisimin Top-
lanmasi

Sakrifiye edilen si¢anlara sternotomi uygulandiktan
sonra trakeaya bir kaniil yerlestirildi. Sag brons klampe
edildi. Sol loba bronkoalveolar lavaj uygulandi ve 2 mL
fizyolojik su ile 4 defa islem tekrarlandi. Total hacmi 7
mL olan lavaj sivis1 (geri kazanim:%387.5) +4°C’de 1000
x g’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant kullani-
lincaya kadar -80°C’de saklandi [16].

BAL Swist ve Plazmada VEGF ve MMP-2 Ol-
ciimleri
Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii ve MMP-2 6lgtim-
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leri, BAL sivist ve plazma drneklerinde tiretici firmanin
yonergeleri dogrultusunda eliza kitleri ile yapildi.

BAL Swisi Nitrik Oksit olciimii

Nitrik oksit seviyeleri Cortas and Wakid’in [17] spekt-
rofotometrik yontemiyle 6l¢iildii. Bu yontemde nitrit ve
nitrat miktar1 NO {iretiminin bir indeksi olarak kulla-
nilmaktadir. BAL sivisinda Nitrat 6l¢limii, kadmiyum-
rediiksiyon metodunun modifikasyonuyla gerceklesti-
rildi; tretilen nitrit naftiletilendiamin ve stilfanilamidin
diazotizasyonuyla belirlendi. Ornekler Somogyi reakti-
fi (55 mmol/L NaOH ve 75 mmol/L ZnSO, pH=7-7.5)
ile deproteinize edildikten sonra nitrat pH=9.7"ye ayar-
I1 glisin buffer i¢indeki bakir kapli kadmiyum (2.2-3
gram kadmiyum graniilleri) tarafindan indirgendi. Olu-
san nitrit, naftiletilendiamin ve siilfanilamid reaktifleri
ile karistirilan 6rneklerde inkiibasyon sonrasi spektro-
fotometrik olarak 6l¢iildii ve sonuglar proteine boliine-
rek pmol/mg protein olarak verildi. Standart olarak nit-
rat kullanildi. BAL sivisinda total protein Bradford me-
toduyla ol¢iildii [18].

Plazma Salisilat Olciimii

Plazma 6rneklerinin (0.5 mL) tizerine 2 mL Trinder re-
aktifi (40 g Hg(ID)Cl,, 850 mL saf su ve 120 mL HCI (1
mol/L) iginde ¢dziiliir, 40 g sulu demir-3-nitrat ilave edi-
lir, su ile 1 litreye tamamlanir) eklendi. 30 saniye vor-
tekslendi. 500 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Superna-
tantlarin absorbansi 540 nm’de kore karsi okundu. Stan-
dart olarak sodyum salisilat kullanildi [19].

Kan Gazlart Analizi

Arteriyel kan 6rnekleri heparinle yikanmis enjektore
sternotomiden sonra sol ventrikiilden alindi ve IRMA
TruPoint kan gazi analizorii (USA) ile dl¢timleri yapildi.

Akciger Yas/Kuru Agirlik Orani

Yag/kuru agirlik orani akciger su igerigini belirleyebil-
mek icin kullanildi. Akcigerler ¢ikarildiktan sonra sag
iist lob hemen tartild1 ve etiketlenerek 65°C’de firinda
48 saat boyunca tutularak kurutuldu ve tekrar tartilarak
yas/kuru agirlik orani belirlendi [20].

Miyeloperoksidaz (MPO) Olgiimii

Miyeloperoksidaz aktivitesi notrofilik infiltrasyonun
bir indeksi olarak akciger doku homojenatlarinda Des-
ser ve arkadaglarinin spektrofotometrik yontemiyle [21]
belirlendi. 300 mg doku, 5 mL 0.02 M EDTA tampo-
nu icerisinde homojenize edildi. 20000 x g’de 15 daki-
ka santrifiij edildi. Supernatant atild1 ve pellet, es hacim-
deki %0.5 hekzadesiltrimetil amonyum bromiir igerisin-
de yeniden siispanse edildi ve ayni devirde tekrar santri-
fiij edildi. Son siipernatant MPO 6l¢ctimii i¢in kullanildi.
Substrat ¢ozeltisi; 100 mM guaiacol ve % 0.0017 hidro-
jen peroksit 50 mM potasyum fosfat (pH=7.0’a 25°C’de
1 M KOH ile ayarlanarak) tamponunda hazirlandi. Ana-
liz ve kor tiiplerine 3’er mL substrat ¢ozeltisi konuldu.
Daha sonra kor tiipiine 0.035 mL deiyonize su, analiz tii-
pline 0.035 mL siipernatant eklendi ve karistirildi. MPO
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aktivitesi bir dakika sonra dalga boyu 470 nm’ye ayarl
spektrofotometre ile 6lgiildii. Bir iinite, absorbansta bir
dakikada 1.0 birimlik artig (pH=7.0 ve 25°C’de) yaratan
enzim aktivitesi olarak tanimlandi. Sonuglar proteine
oranlanarak U/mg protein olarak verildi. Total protein
Bradford metoduyla 6l¢iildii [18].

Histopatoloji

Notral formalin i¢ine alinan drnekler, doku takibi son-
rasi parafin i¢ine gdmiildii, 5 pm kalinliginda kesildi ve
hematoksilen-cosin (H&E) ile boyandi.

Istatistiksel Analiz

Verilerin varyans analizi one-way ANOVA kullanilarak
gergeklestirildi. Coklu karsilastirmalar icin LSD Tukey
post hoc testleri kullanildi. Veriler ortalama =+ standart

sapma (SD) olarak verildi. p<0.05 istatistiksel olarak an-
laml1 kabul edildi.

Bulgular

BAL Swist Olgiimleri

Tablo 1, BAL sivisindaki VEGF, MMP-2, NO ve total
protein degerlerini gostermektedir. VEGF, kontrol gru-
buna gore ASA-300 (p<0.05) ve ASA-500 (p<0.001)
gruplarinda artarken LPS+ASA-300 (p<0.001) ve
LPS+ASA-500 (p<0.001) gruplarinda azaldi. MMP-
2, kontrol grubuna goére ASA-500 (p<0.01) grubun-
da artti, ASA-300, LPS+ASA-500, and LPS+ASA-300
(p<0.001) gruplarinda ise azaldi. VEGF ve MMP-2 se-
viyeleri ASA-300 grubuna gore ASA-500 (p<0.001)
grubunda artti. NO seviyeleri kontrol grubuna kiyasla
ASA-300, ASA-500 ve LPS (p<0.001) gruplarinda art-
t1 ve LPS+ASA-500 ve LPS+ASA-300 (p<0.001) grup-
larinda kontrole ve LPS grubuna goére azaldi. Total pro-
tein seviyeleri kontrol grubuna gére ASA-300 harig tim
gruplarda (p<0.01-p<0.001) artt1 ve LPS grubuna gore
LPS+ASA-300 ve LPS+ASA-500 (p<0.001) gruplarin-
da artti.

Plazma Ol¢iimleri

Plazma VEGF seviyeleri kontrol ve LPS+ASA-300
gruplarina kiyasla ASA-500 (p<0.01-p<0.001) grubunda
arttl. Diger tiim gruplarda ise azaldi (p<0.001). MMP-
2 seviyeleri ASA-300 grubuna gére ASA-500 (p<0.001)
grubunda artti1 ve kontrole gore ASA-500 (p<0.001) ha-
ri¢ tim gruplarda azald1 (Tablo 1).

Plazma salisilat seviyeleri ASA verilen gruplarda belir-
lendi. Salisilat seviyeleri ASA-300 grubuna gore ASA-
500 (p<0.001) grubunda daha yiiksekti. LPS+ASA-500
(p<0.001) grubunda da LPS+ASA-300 grubuna gore
yiiksekti (Tablo 2).

Kan Gazlar: Analizi

Arteriyel kan gazlari sonuglari Tablo 3’te verilmistir.
ASA-500 ve LPS+ASA-500 grubunun pH degerleri kont-
rol grubuna gore diisiiktii. Kontrole gore kiyaslandigin-
da pO, seviyeleri LPS+ASA-300 ve LPS+ASA-500 grup-
larinda; O, saturasyon seviyeleri LPS, LPS+ASA-300 ve
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Tablo 1. BALF’de VEGF. MMP-2. NO ve Total protein ile plazmada MMP-2 ve VEGF seviyeleri

VEGF MMP-2 NO T. Protein
(pg/mL) (ng/mL) (umol/mg protein) (mg/mL)
Grup BALF Plasma BALF Plasma BALF BALF
Kontrol 39.17 +2.63 17.29 +1.49 0.82 £0.08 201.21 £ 11.72 205.92 +10.46 0.11 £0.01
ASA-300 43.16 +3.51* 13.83 £ 1.31*** 0.54 +0.05"** 170.30 + 12.54*** 258.82 + 13.37*** 0.11 +0.01
ASA-500 46.15 + 4.37*** 20.11 + 2.14**ece 0.96+ 0.10**@e@ 206.52 + 13.19 @@® 246.57 +17.75*** 0.13 £0.01 **e@
LPS 36.64 +2.33 10.01 £ 0.98*** 0.75 +0.06 127.25 +9.01*** 255.43 + 18.45*** 0.13+0.01**

LPS+ ASA-300

LPS+ ASA-500

27.99 + 1.91***###

29.66 + 2.30***##

10.63 £ 0.82***

10.36 + 1.43***

0.25 + 0.02***###

0.35 £ 0.03***###¢

119.8 6 £ 7.99"*

134.71 +14.23 ***€

156.08 + 12.16 ***###

147.59 + 15.30 ***##

0.19 £ 0.01 ***###

0.19 £ 0.01 ***##

Veriler ortalama+ S.D. olarak verildi, n=7

*Kontrole gore fark (¥*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

#LPS grubuna gore fark (*#p<0.001)

@ASA-300 grubuna gore fark (““p<0.01, @@@p<0.001)
€LPS+ ASA-300 grubuna gore fark (°p<0.05)

Tablo 2. Akciger dokularinin MPO aktivitesi, akciger yas/kuru agirlik orani ve plazma salisilat seviyeleri

Grup Yas/kuru orani MPO aktivitesi Salisilat
(U/mg protein) (mg/L)
Kontrol 4.87 +0.34 5.40 +£0.58 -
ASA-300 5.09 +0.33 6.06 + 0.61 149.14 £12.10
ASA-500 5.42 +0.36 6.68 +0.84* 187.14 + 14.53@¢@
LPS 518 £0.83 11.11 £ 0.93*** -
LPS+ ASA-300 4.79 £0.39 14.03 + 0.83***### 181.57+12.73
LPS+ ASA-500 4.91 +0.37 13.99 + 0.78***### 208.14 + 16.12¢¢€¢

Veriler ortalama + S.D. olarak verildi, (-) belirlenmedi, n=7
*Kontrole gore fark (**p<0.01, ***p<0.001)

“LPS grubuna gore fark (*#p<0.001)

@ASA-300 grubuna gore fark (¢“©p<0.001)
€LPS+ ASA-300 grubuna gore fark (““p<0.001)

Tablo 3. Arteriyel kan gazlarinin analizi

Grup pH pCO,(mmHg) pO,(mmHg) 0, Sat(%) HCO,(mM) TCO,(mM)
Kontrol 7.38 +£0.02 37.41£3.72 171.62 + 4.81 98.55 +0.76 23.37 £1.23 26.65 +2.17
ASA-300 7.38 +0.06 34.48 +0.91 168.22 +6.24 98.65 +0.35 22.44 £1.91 25.95 +1.80
ASA-500 7.32 £0.04*@ 34.22 +1.74 171.41 £5.36 98.88 +0.40 21.60 +2.59 24.98 +1.18*
LPS 7.35+0.03 35.28 +0.84 167.64 +1.79 97.24 +0.56*** 23.91 £2.91 28.28 +0.75*
LPS+ ASA-300 7.34 +0.01 35.3+2.76 164.27 + 3.53** 9712 + 0.59** 22.90 +1.49 27.97 £0.90
LPS+ ASA-500 7.33 +0.01* 36.12 +3.91 162.67 +3.10** # 97.04 +£0.91*** 2112 +1.49 27.47 £1.43

Veriler ortalama+ S.D. olarak verildi, n=7
*Kontrole gore fark (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

“LPS grubuna gore fark (*p<0.05)
@ASA-300 grubuna gore fark (¢p<0.05)
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LPS+ASA-500 gruplarinda diisiiktii. TCO, seviyeleri Histopatoloji
kontrole gére ASA-500 grubunda diisiik, LPS grubun- ASA-500 grubunda bronsiyal epitelyal hasar, alveol du-
da yiiksekti. varinda kalinlasma ve kismi 16kosit infiltrasyonu bul-
. . gulart mevcuttu. Ayni zamanda kismi hemorajik alanlar
Akciger Yay/Kuru Agirlik Oran: da gozlendi. ASA-300 grubunda kismi interalveolar in-
filtrasyon alanlar1 vardi. LPS grubunda 1limli I6kosit in-
filtrasyonu goriiliirken LPS+ASA-500 ve LPS+ASA-300
MPO Aktivitesi gruplarinda yogun lokosit infiltrasyonu ve epitelyal ha-
Akciger dokusu MPO aktivitesi kontrol grubuna gére ASA-  sarin yanisira hemorajik alanlar gézlendi. Ancak grup-
300 grubu harig tiim gruplarda artmisti (p<0.01-p<0.001)  larin hicbirinde histopatolojik olarak &dem bulgusu
ve LPS grubuna gore de LPSTASA-300 ve LPS+ASA-500  mevcut degildi (Sekil 1A - 1F).
(p<0.001) gruplarinda artmist1 (Tablo 2).

Akciger yas/kuru agirlik oranlar1 bakimindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak fark gézlenmedi (Tablo 2).

Sekil 1A: Kontrol grubuna ait normal histolojik akciger dokusu.  Sekil 1B: ASA-300 grubuna ait akciger dokusunda kismi hiicresel
Orijinal biiyiitme x10 ve dlgek ¢ubugu = 50um inflamasyon. Orijinal bitylitme x10 ve 6lgek cubugu = 50pm

Sekil 1C: ASA-500 grubuna ait akciger dokusu hemorajik damar  Sekil 1D: LPS grubuna ait akciger dokusunda yogun hiicresel
yapilari. Orijinal bitytitme x10 ve 6lgek cubugu = 50pm infiltrasyon. Orijinal biyiitme x10 ve dl¢ek ¢ubugu = 50pm

Sekil 1E: LPS+ASA-300 grubuna ait akciger dokusunda kismi  Sekil 1F: LPS+ASA-500 grubuna ait akciger dokusu interalveolar
hiicresel infiltrasyon ve hemoraji. Orijinal biiyiitme x10 ve o6lgek  bolgelerde yogun hemorajik alanlar. Orijinal bityiitme x10 ve dlgek
¢ubugu = 50um ¢ubugu = 50um
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Tartisma

Bu ¢alismada insanlarda siddetli toksisite olusturdugu
bilinen 300 mg/kg ve 500 mg/kg asetilsalisilat dozlar1
kullanildi. Ayn1 zamanda LPS ile indiiklenen akciger
hasarindaki etkileri degerlendirildi. Histopatolojik ola-
rak ASA-500 ve LPS+ASA-500 gruplarinda l6kosit in-
filtrasyonu, epitelyal hasar ve hemorajik alanlar gozlen-
se de kan gazlar1 analiz edildiginde sonuglar 1limli bir
asidozla uyumluydu. 300 mg/kg ASA ise 16kosit infilt-
rasyonu disinda histopatolojik hasar ya da asidoz bulgu-
suna neden olmadi.

Diger kan gazi parametreleri pCO,, pO,, O, Sat (%),
HCO, ve TCO, nin sonuglar1 klinik olarak kabul edilebi-
lir araliktaydi. Kan gazlarint dogrulamak icin idrar or-
neklerinin toplanmasi ve analizi yapilabilirdi ancak bu
caligmada idrar ornekleri toplanmadi. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmayisi bu ASA dozlarinin
LPS varliginda verilmesi de dahil olmak iizere SD si-
canlarda ciddi bir asit/baz bozuklugu tablosu olustur-
madigini gostermektedir.

Yalnizca ASA alan gruplarda goriilen BAL sivisinda-
ki VEGF artis1 muhtemelen alveolar epitelyal hiicreler-
deki hasar sonucu VEGF’nin hiicre disina salinmasin-
dan kaynaklanmistir. Ciinkii bu hiicreler normalde fazla
miktarda VEGF igerirler [22]. Ayni1 zamanda akciger ha-
sarinin erken safhalarinda proinflamatuar sitokinlerin
stimiilasyonu ile tip II hiicreler, alveolar makrofajlar ve
noétrofillerden VEGF nin iiretimi ve salinmasi [14] 6zel-
likle 500 mg/kg ASA grubundaki artisa katkida bulun-
mus olabilir. VEGF ile sitokinler arasinda olasi bir bag-
lant1 vardir. Ornegin IL-6, ARDS’li hastalarin serumla-
rinda artmis bulunur ve VEGF’nin potansiyel bir indiik-
leyicisidir. Inflamatuar kaskaddaki TNF-o ve IL-1b gibi
sitokinler de VEGF sentezini indiiklerler [23]. Intratra-
keal LPS uygulandiktan 3 saat sonra BAL sivisindaki
VEGF seviyelerinin arttig1 ¢aligmada 24, 48 ve 72. sa-
atlerde VEGF nin azaldigi bildirilmistir [24]. Bir baska
caligmada intratrakeal LPS eklenmesinden 24 saat son-
ra BAL sivisi VEGF seviyelerinde artis gozlenmis ve
VEGF’nin 72 saat sonra baslangi¢ seviyesine geriledigi
bildirilmistir [11]. Bu bilgilerin 15181nda degerlendiril-
diginde LPS ve LPS+ASA verilen gruplarda BAL sivi-
st dl¢iimlerinde total protein artigina ragmen VEGF nin
kontrole gore LPS grubunda degismemis, LPS+ASA
grubunda ise azalmis olmasi sicanlar sakrifiye edil-
meden Once bir zamanda VEGF’de bir yiikselme oldu-
gunu diigiindiirmektedir. Bu baglamda olasiliklar: LPS
grubunda, LPS eklenmesinden sonraki ilk 24 saatte ya
da 24. saatten sonraki bir zamanda VEGF artmis ve bu
gruptaki siganlarin sakrifiye edildigi 30. saatten dnce
bazal seviyeye gerilemis olabilir. LPS+ASA gruplarinda
VEGF, LPS verilmesinden sonra artmis, ASA eklendik-
ten sonra azalmis olabilir ya da VEGF, LPS verilmesin-
den sonraki ilk 24 saatte degismemis, ASA eklendikten
sonra artmis sonra azalarak 30. saatteki diisiik seviyeye
gelmis olabilir. LPS+ASA gruplarinda VEGF nin azal-
masi akciger hasarinin gelisimi sirasinda alveolar epitel-
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yal hiicrelerin zedelenmesi sonucu VEGF {iretimindeki
azalmayla iligkili olabilir ve bu da VEGF nin BAL sivi-
sinda disilik konsantrasyonda bulunmasina neden olur
[14].

Bronkoalveolar lavaj sivist ve plazmadaki VEGF deger-
lerinin yan1 sira MMP-2 degerlerinde de gozlenen azal-
ma LPS+ASA gruplarindaki alveolar hiicrelerin hasar1
ve belki baz1 hiicrelerin dliimii ile iligkili goriilnmektedir.
Bu proteinlerin sentezinin azalmasi VEGF ve MMP-2
diisiisiinii agiklayabilir. Endotel hiicrelerin yani sira al-
veolar epitelyum hiicrelerinde de sentezlenen MMP-2
hasarlanan alveolar epitelin tamirinde 6nemli rol oyna-
maktadir. Ciinkii MMP-2 endotel hiicreler, fibroblastlar
ve alveolar epitel hiicrelerin dahil oldugu birgok hiicre
tarafindan sentezlenir ve MMP’ler akut akciger hasar1
sirasinda hiicre dis1 matriks bilesenlerinin yikilmast yo-
luyla alveolar epitelyumun tamirinde rol alabilirler [25].
500 mg/kg ASA verilen grupta gézlenen BAL sivisinda-
ki MMP-2 artis1 akciger dokusu hasarina sekonder ola-
rak gelisen “remodeling” ile iliskili olabilir. LPS+ASA
gruplarinda MMP-2 azalmasi ise doku “remodeling”ini
olumsuz etkileyecektir. Alveolar epitelyum hiicreler igin
mitojen ve stimulant etkilere sahip VEGF degerlerinde-
ki azalma da iyilesme siirecini geciktirecektir.
Lipopolisakkaritin akcigerlerde indiiklenebilir nitrik ok-
sit sentaz (iNOS)’'1n ekspresyonunu indiikledigi ve pul-
moner NO iiretimini ilerlettigi bilinmektedir [26]. LPS
grubunda gozlenen NO artisi bu literatiirle uyumludur.
Hem 300 hem de 500 mg/kg ASA gruplarinda BAL s1-
visindaki NO artis1t ASA’nin yiiksek dozlarinin etkisiyle
olabilecegi gibi bu gruplardaki yiiksek VEGF seviyele-
riile de iliskili olabilir. ASA, nétrofillerde NO iiretimini
arttirir. Ayrica akut yiliksek doz ASA insanlarda trom-
bositlerin bazal nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesin-
de artigsa neden olur [27]. NO hem normal hem de hasta-
lik durumlarinda solunum sistemindeki gesitli hiicreler
tarafindan tretilir [13]. Akciger hasarinin yanisira hasa-
rin tamirinde de ¢oklu role sahiptir [28]. NO hava yolu
toniisii, brongiyal dolasim, mukus ve elektrolit salgilan-
masi ve hava yolu noranal aktivitesi gibi pek ¢ok islevi
diizenler [13]. Ayn1 zamanda apoptozun bir modiilatorii-
diir ve akcigerdeki inflamatuar hiicrelerin bakterisidal
etkili bir 6gesidir. NO’nun temel molekiiler kaynaklar1
NOS enzimleridir [28]. VEGF, NOS’un ve NO iiretimi-
nin giiclii bir uyaricisidir [13]. NO, VEGF’nin permeabi-
lite etkisine aracilik eder [29]. Yalnizca LPS ve yalniz-
ca ASA alan gruplarda yiikselmis bulunan BAL sivist
NO’sunun LPS+ASA gruplarinda azalmasi, NO {iireten
nitrik oksit sentaz enzim sentezindeki azalma ve/veya
VEGEF diisiisiine bagli NOS uyarilmasindaki azalma ile
baglantili olabilir. Bu da asir1 hasarlanan ya da 6len hiic-
relerin varligina isaret etmektedir.

Besyiiz mg/kg ASA verilen grupta 16kosit infiltrasyo-
nunun bir belirteci olan MPO aktivitesindeki [30] artis-
ta akciger hasarinin yanisira VEGF nin nonvaskiiler do-
kular tizerindeki inflamatuar etkilerinin [13] katkisi ola-
bilir. LPS grubunda artan MPO aktivitesi, LPS+ASA
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gruplarinda ASA’nin akciger doku hasarini arttirmasi
nedeniyle histopatolojik yogun I6kosit infiltrasyonu ile
uyumlu olarak daha fazla artmisti. 500 mg/kg ASA gru-
bunda BAL sivisindaki total protein seviyeleri yiiksekti
ancak ne histopatolojik olarak 6dem bulgusu vardi ne de
akciger yag/kuru agirlik oraninda fark vardi. BAL sivi-
sindaki yiiksek total protein ve VEGF seviyelerine rag-
men &dem bulgusunun olmayisi hizla geri donen gegi-
ci bir 6dem olayinin hayvanlarin sakrifiye edimesin-
den once gergeklesmis olabilecegini diigiindiirmektedir.
LPS ve LPS+ASA gruplarinda da BAL sivisindaki total
protein oranlar1 ytiksekti. BAL sivisinda normal ya da
azalmis VEGF seviyesi, akciger yas/kuru agirlik oranla-
rinda gruplar arasinda fark olmayis1 ASA-500 grubuna
benzer sekilde geri doniisiimlii gegici bir ddem olayinin
sakrifikasyon oncesi yasanmis olabilecegini gostermek-
tedir. Clinkii BAL sivisinda yiikselen protein seviyele-
ri muhtemelen VEGF nin kapiller katmandaki fenestre
olusumunu indiikleyerek endotelyal morfolojiyi etkile-
mesiyle [23] iligkilidir.

Asetilsalisilat ya da aspirin oral alimdan sonra sindirim
sisteminden tamamen emilir ve emilimi takiben salisilik
aside hidrolize edilir. Sindirim sisteminden emilim ora-
n1 dozaj sekline, besin bulunup bulunmamasina, gast-
rik pH’ya ve diger fizyolojik faktorlere baglidir. Salisilik
asidin plazma yarilanma émrii yaklasik 6 saattir. Salisi-
lat metabolizmasi doyurulabilir ve karacigerin hem sali-
siliirik asit hem de fenolik glukronidleri olugturma kabi-
liyeti sinirlt oldugunda serum konsantrasyonlar1 yiikse-
lerek total viicut klerensi azalir [31].

Caligmamizda plazma salisilat seviyeleri ASA verildik-
ten 6 saat sonra Olgiildii. ASA-500 ve LPS+ASA-500
gruplarinin salisilat plazma yarilanma Omirleri sira-
styla ASA-300 ve LPS+ASA-300 gruplarindan beklene-
nin aksine daha kisaydi. LPS verilen ya da verilmeyen
ASA gruplarinin plazma salisilat seviyeleri karsilastiril-
diginda ise LPS+ASA gruplarinin salisilat seviyeleri-
nin ASA gruplarininkinden daha yiiksek olmasi muhte-
melen LPS’nin hepatik sitokrom p450-aracili ilag meta-
bolizmasini azaltmasiyla [32] iliskilidir. Bu azalma IL-1,
TNF-a ve muhtemelen IL-6 gibi inflamatuar sitokinle-
rin araciligiyla da goriilebilir [32]. LPS varliginin salisi-
lik asidin plazma yarilanma émriinii uzatiyor olmasi, sa-
lisilatin dolasimda daha fazla kalmasi ve dokularin daha
toksik etkilere maruziyeti anlamina gelebilir.

Sonug olarak insanlarda nonkardiyojenik pulmoner
6dem, akut akciger hasar1 ve asit/baz bozukluklarry-
la ilgili siddetli toksisiteye neden olan ASA dozlarinin
SD siganlarda daha hafif bulgulara neden oldugu goz-
lenmistir. LPS ile olusturulan akciger hasari varligin-
da ASA’nin metabolize edilmesi azalmakta ve salisila-
tin plazma yarilanma 6mrii uzamaktadir. Boylece dola-
stimda daha uzun siire kalan salisilat daha toksik etkile-
re neden olmaktadir. LPS+ASA’nin indiikledigi VEGEF,
MMP-2 ve NO’nun BAL sivist seviyelerindeki azalma
akciger dokusu hasarinin ilerlemesine ve iyilesme siire-
sinin gecikmesine neden olacaktir.
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