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OZET

Nitrik oksit ile superoksit radikallerinin reaksiyonu sonucu olusan
peroksinitrit, hidroksil radikali ve nitrojen diokside dekompoze olur. Peroksinitrit
ve bu dekompozisyon Urunleri, lipid peroksidasyonunu baslatarak oksidatif doku
hasarina neden olan reaktif molekullerdir. Ratlarda yaptigimiz bu ¢alismamizda,
antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleri bilinen Etil Piruvat (EP)'in, peroksinitrit
aracihgl ile olusturulan trakea ve akut akciger hasarinda olusan lipid
peroksidasyonu ve inflamasyon Gzerine olan etkisini arastirdik.

Bu caligmada 18 adet Wistar cinsi erkek rat randomize olarak 3 gruba
ayrildi. Tim hayvanlara anestezi amaciyla thiopental sodyum (25 mg/kg™”
intraperitoneal) uygulandi. Kontrol grubuna (n=6) intratrakeal serum fizyolojik
diger gruplara intratrakeal peroksinitrit (10 mM 0,5 ml iginde) uygulandi. Tedavi
grubuna (n=6) peroksinitrite ek olarak Etil Piruvat (40 mg/kg intraperitoneal)
uygulandi. Peroksinitrit grubuna (n=6) ise sadece peroksinitrit uygulandi. Serum
ve dokuda lipid peroksidasyonunu takip etmek icin Malondialdehit (MDA)
dizeyleri, inflamasyondaki polimorfonukleer I6kosit (PMNL) invazyonunun bir
goOstergesi olarak Myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi ile yine dokuda
peroksinitritin stabil son UGrlnd ve protein hasari belirteci olan 3-Nitrotirozin (3-
NT/total tirozin) olgumleri yapildi. Ayrica, doku diuzeyindeki hasari arastirmak
amaciyla 1sik mikroskopisi kullanilarak semikantitatif histopatolojik skorlama
yapildi.

EP’In, peroksinitritle olusturulan akciger ve trakeadaki oksidatif hasari
azalttigi; MDA, MPO ve 3-NT/total tirozin konsantrasyonundaki yukselmelerin
istatistiksel olarak anlamli dizeyde azaldiklarinin gosterilmesiyle (sirasiyla p
degerleri: p=0,001, p=0.001 ve p=0,001), ayrica 1sik mikroskopisinde
semikantitatif histopatolojik skorlama vyapilarak hasarin anlamli olarak
dizeltildiginin (p=0.001) belirlenmesi ile gosterildi.

Bu sonuglar uyguladigimiz rat modelinde EP’in, peroksinitritle
olusturulan trakea ve akut akciger hasarinda iyilesme sagladigini

desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Etil piruvat, peroksinitrit, trakea, akut akciger hasari.



ABSTRACT

The Influence of Ethyl Pyruvate on Lung and Tracheal Injury
Induced by Peroxynitrite

Peroxynitrite which is formed by the reaction of the nitric oxide with
superoxide radicals, decomposes in hydroxyl radical and nitrogen dioxide.
Peroxynitrite and these decomposition products, are reactive molecules causing
oxidative tissue damage by making lipid peroxidation. In this study which is
conducted on rats, we have searched the influence of Ethyl Pyruvate (EP)
which is known with its anti-oxidant and anti-inflammatory properties, on the
lipid peroxidation and inflammation on trachea and acute lung injury induced by
peroxynitrite.

In this study 18 Wistar male rats are divided randomly into 3 groups.
Thiopental Sodium (25 mg/kg™ intraperitoneal) is applied on all animals for
anaesthetizing. Intratracheal saline (n=6) was applied to the control group and
intratracheal peroxynitrite (10 mM in 0,5 ml ) was applied to the other groups.
Additionally only the treatment group applied Ethyl Pyruvate (40 mg/kg
intraperitoneally). The levels of the Malondialdehyde (MDA) for observing the
lipid peroxidation in serum and tissue, Myeloperoxidase (MPQO) activity on
tissue as an indicator of invasion of the polymorphonuclear leucocyte (PMNL) in
the inflammation, and 3-Nitrotyrosine (3-NT/total tyrosine) as the last stabilized
product of peroxynitrite and the indicator of the protein damage were measured.
Moreover, for searching the damage at the level of the tissue by using light
microscopy, semiquantitative histopathologic scoring was done.

That EP reduces the oxidative damage in lungs and trachea induced by
peroxynitrite was proven; by showing that the increase in MDA, MPO and 3-
NT/total tyrosin concentration statistically at a meaningful level decreases
(respective p values: p=0,001, p=0.001 and p=0,001), and also by the finding
that damage was improved in a considerable way (p=0.001) by light microscopy
semiquantitative histopathologic scoring.

These findings support that EP improves the trachea and acute lung

injury induced by peroxynitrite according to the rat model that we applied.

Key Words: Ethyl pyruvate, peroxynitrite, trachea, acute lung injury.



1. GIRIS VE AMAG

1.1. Giris :

Akcigerler, 6zellikli yapisi ve fonksiyonu nedeniyle, inflamasyon sirasinda
zarar gorebilecek hedef organlardan biridir. YUksek morbidite ve mortalite
hizlarina sahip akut akciger hasari (AAH) ve onun ¢ok siddetli formu olan akut
respiratuar distress sendromu (ARDS); travma, aspirasyon, sepsis, pnémoni,
endotoksemi gibi pekgok inflamatuar nedenden kaynaklanan ciddi klinik
problemlerdir. Fizyopatolojide alveol epitel ve kapiller endotelinde hasar, akut
inflamasyon ve kardiyojenik olmayan proteinden zengin akciger 6demi s6z
konusudur. Derin hipoksemi ve bozulmug akciger kompliyansi goérulen bu
hastalarda patogenez ve tedavi stratejileri Uzerindeki ¢alismalar son 20-30 yildir
surmektedir. AAH/ARDS tedavisindeki temel amagclar altta yatan hastaligin
tedavisi, akut akciger hasarini en aza indirebilmek, dokularin oksijen ihtiyacinin
karsilanmasi ve iyatrojenik akciger hasarindan kaginmak olmalidir. Ginimuzde
AAH ve ARDS’nin tam olarak iyilestirici bir tedavisi mimkin olmayip buylk
oranda destek tedavisi yapilabilmektedir'2.

Artmis serbest oksijen radikalleri (SOR) ve lipid peroksidasyonunun,
doku hasari ve degigsik hastaliklarin etiyopatogenezindeki rolu ve bunlardan
korunma vyollarinda etkin olan ve/veya olabilecek yaklasimlar, son yillarda
giderek artan ilgi alani olusturmaktadir. SOR, birincil olarak hastalik nedeni
olabildigi gibi bazi hastaliklarda ikincil olarak da ortaya ¢ikar. Serbest radikaller
baglica, molekuler oksijenin, normal metabolizmma basamaklarinda indirgenmesi
ile aciga cikan, paylasilmamis en az bir elektron bulunduran, kararsiz ve
yuksek reaktiviteye sahip kimyasal yapilardir. Hava kirliligi, bazi kimyasal
maddelere maruz kalma, sigara dumani ve iyonize edici radyasyon gibi
cevresel kimyasal etkilerle kargi karsiya kalma sonucunda hucrelerde
radikallerin ¢ogaldidi; hipoksi, inflamasyon, 1si1 artisi, asiri fiziksel aktivite,
iskemi, travma, intoksikasyon gibi durumlarin, radikal olusumunu tetikleyen
faktorler oldugu ileri surtlmektedir. Oksijen tlrevi serbest radikallerin iskemi-
reperflzyon hasarindan diyabet, kanser ve hatta yaslanmaya kadar birgok
patolojik stiregte 6nemli rolli oldugu artik bilinmektedir**.

Normal sartlarda i¢ ve dis kaynakli birgok stres faktoru hucresel dengeyi

surekli etkilemektedir. Bunlara kargi korunmada, hudcrenin kendi gelistirdidi,



serbest radikal zincir reaksiyonlarini baskilayan veya radikal temizleyici 6zellikte
antioksidan bilegikler rol oynamaktadir. Oksidan/antioksidan dengesinin oksidan
lehine bozulmasi olarak tanimlanan oksidatif stres, antioksidan savunma
sistemlerinin tUkenmesine, organizmanin yapi elemanlari olan protein, lipid,
karbonhidrat ve nukleik asit gibi biyomolekullerin yapisini bozarak doku
hasarinin ortaya ¢ikmasina neden olur®’.

Peroksinitrit, akciger fonksiyonlarinda énemli role sahip ve iki farkli
serbest radikal olan nitrik oksit (NO) ile superoksit anyonlari arasindaki
reaksiyon sonucunda olugur. Bu iglem normal bireylerde de gerceklesmektedir.
Ancak dusuk miktarlarda olugsan peroksinitrite bagli zararli etki gértlmezken,
superoksit anyonunun asiri uretildigi patolojik durumlarda, fazla miktarda olusan
peroksinitrite bagli doku hasari gelisebilmektedir. Bu hasarin en belirgin sekilde
ortaya c¢iktigi dokulardan biri akciger epitel hucreleridir. Peroksinitritin
akcigerdeki oksidatif hasarda roli olduguna ve havayolu asiri duyarlihginda,
pulmoner inflamasyonda, surfaktan proteini hasarinda veya epitel hasarinda yer
aldigina dair bulgular vardir. Peroksinitrit, proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve
nukleik asitleri de igceren birgok biyomolekulle reaksiyona girebilir. Nitratlayici
ajan olarak etki eden peroksinitrit, serbest veya proteine bagli tirozin rezidulerini
modifiye ederek nitrotirozin olusturur. Birgok akciger hastaliginda nitrotirozin
dizeylerinin arttigi bulunmustur. Astma, endotoksin soku, ARDS veya AAH,
hiperoksi, sigara dumaninin indukledigi pulmoner bozukluklar veya iskemi-
reperfuzyon hasarini da iceren bircok akciger bozukluklarinin patofizyolojisi
peroksinitrit olusumunun artmasiyla iligkili olabilir®*"'.

Piruvik asit giigli bir antioksidan ve SOR temizleyicisidir'?. iskemi,
hemorajik sok ve SOR’nin neden oldugu akut bobrek yetmezligini de iceren
calismalar bu bilesimin oksidatif hasara karsi hicreleri koruyabildigini
gostermistir’®™. Piruvat'in kararsiz molekiiler yapisi, tedavi edici ajan olarak
kullanim alanini blaytk o6lctide kisitlar. Etil piruvat (EP), piruvik asitten tiremis
basit bir alifatik esterdir. Etil piruvat'in, piruvat’'dan daha kararli molekuler yapiya
sahip oldugu bulunmustur'. Son zamanlarda yapilan invivo ve invitro deneysel

modellerde etil piruvat’in etkili anti-inflamatuar 6zelligi de bildirilmistir'”"®.



1.2. Amag :

Literatirde EP’In akciger ve trakeadaki antioksidan ve antiinflamatuar
Ozellikleri Uzerine selektif olarak yapilmis bir c¢alismaya rastlamadik.
Calismamiz ratlarda intratrakeal peroksinitritin akciger ve trakea hasari
olusturan etkileri Gzerine, antioksidan ve antiinflamatuar bir ajan olan EP’in
etkinligini degerlendirmek amaci ile planlanmistir.

Bu ¢alismada amaclanan hedefler sirasiyla asagida belirtiimigtir.

1) Deney hayvanlarina (ratlara) intratrakeal peroksinitrit uygulayarak akut
akciger ve trakea hasari olusturmak ve bu hasari histopatolojik olarak
gOstermek,

2) SOR’ne bagli olarak olusan lipid peroksidasyonunun gostergesi doku
ve serum malondialdehit (MDA) diizeylerini Olcerek kiyaslamak,

3) Iinflamasyondaki rolii ¢ok iyi bilinen ve doku polimorfonikleer l6kosit
(PMNL) invazyonunun gdstergesi olan myeloperoksidaz (MPO) aktivitesini doku
ve serum duzeyinde Olgerek, peroksinitritin PMNL akimulasyonunda rolu olup
olmadigini ortaya koymak,

4) Dokuda protein hasari belirteci olan nitrotirozin (3-NT/Total tirozin)
seviyelerini dlgerek gruplar arasi farklarini karsilastirmak,

5) Isik mikroskopisinde, dokuda histopatojik semikantitatif skorlama
yontemi ile akciger ve trakeadaki hasari degerlendirmek,

6) Bir deney grubuna antioksidan ve antiinflamatuar 6zelligi bilinen EP
vererek, peroksinitritte olugturulan akciger ve trakea hasari geligimini
yavaslatma veya Onlemedeki etkisini, yukarida belirtlen parametrelerle

biyokimyasal ve histopatolojik yontemlerle arastirmak.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller, Lipid Peroksidasyonu ve Malondialdehit :

2.1.1. Radikal Kavrami:

Atomlar, nétron ve protondan olusan bir c¢ekirdekle, c¢ekirdegin
cevresinde bulunan degisik sayida elektronlardan olugsmaktadir. Ener;i
duzeylerine gore belirli bir duzende yerlesen elektronlar, orbital adi verilen
yorungelerde hareket etmektedirler. Her orbitalde yerlesik iki elektron, birbirine
zit yonde kendi ekseni etrafinda donmektedir. Her bir orbitale 6nce birer tane
ayni yonde donen elektron yerlesmekte ve atom numarasina gore sayilari artan
elektronlar, tekrar ayni sira ile ters yonde donecek sekilde orbitale
yerlesmektedir. Orbitallerden birine veya ikisine ters donUsli bir veya ters
donuslu iki elektron yerlestiriimesi ile radikal elde edilmektedir. Serbest radikal,
oksidan molekll yada en dogru adlandirma ile SOR; atomik veya molekuler
yapilarinda bir veya daha fazla sayida eslenmemis tek elektron iceren kararsiz
molekullerdir. Bu tek elektron c¢iftlenme egdiliminde oldugundan, serbest
radikaller ileri derecede reaktiftir>2-2,

Bir serbest radikalin dis yoringesinde cifttenmemis bir tek elektronun
varligi konvansiyonel olarak tUzerine bir nokta konularak gosterilir (R*). En basit
serbest radikal hidrojen radikali (H*) yani hidrojen atomu olup bir proton ve bir
adet ciftlenmemis elektron icerir. Serbest radikal zincir reaksiyonlari lipid
peroksidasyonunda da oldugu gibi genellikle diger molekullerden bir adet
hidrojen atomunun ayriimasi ile baslar??'.

Serbest radikaller ve iyonlar 3 sekilde olusurlar®:

Elektron transferi ile radikal olusumu A+e - A~

Homolitik ayrilma ile radikal olusumu  X:Y - X*+Y*

Heterolitik ayrilma ile iyon olusumu X:Y - X +Y?

Aerobik organizmalarda bu radikaller daha c¢ok oksijen radikalleri
seklinde kendini gosterir. Cunku oksijen ortamda surekli bulunan ve elektron

ilgisi ylksek olan bir elementtir’-2:2",

10



2.1.2. Serbest Radikal Kaynaklari:

2.1.2.1. Biyolojik Kaynaklar:

1) Aktive olmus fagositler: Bakterisidal rollerinin geredi olarak stperoksit
uretirler.

2) Antineoplastik ajanlar: Bleomisin, doksorubisin, adriamisin vb.

3) Radyasyon

4) Aliskanlik yapan maddeler: Alkol, uyusturucular, sigara ve diger
yollarla tatan kullanimi,

5) Cevresel ajanlar: Toksik kimyasallar (kloroform, bromobenzen,
halotan, difenoller, kinonlar), hava kirliligi (azot dioksit, ozon, sulfur
dioksit), pestisitler, sitostatikler, metaller (titanyum, kursun, molibden,
nikel, krom, civa, arsenik), antibiyotikler (tetrasiklinler, kinolon
antibiyotikleri, aminoglikozitler).

6) Stres: Katekolaminlerin duzeyi artar. Okside katekolaminler de serbest
radikal kaynagidir®2"23,

2.1.2.2. intraselliiler Kaynaklar:

1) Mitokondriyal elektron transportu: Hucrelerdeki en buylk serbest
radikal kaynagi elektron transport zincirinden elektron sizintisidir. Normal
kosullarda mitokondri, sitokrom oksidaz sistemi ile oksijeni suya indirgeyerek
detoksifiye etmektedir. Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon
zinciri  bilesenleri [nikotinamid adenin dintkleotid (NAD), flavin adenin
dintkleotid (FAD), KoenzimQ vb.] buylk oranda indirgendigi zaman
mitokondriyal superoksit radikal Uretimi artar. Normal kosullarda bu sizinti
hicrenin savunma sistemleri ile yok edilebilmektedir. Ancak oksidan stres
durumunda savunma sistemleri yetersiz kalmakta ve mitokondride hasar
olusmaktadir. Bu hasar sonucunda hucrenin enerji sisteminin etkilenmesiyle
adenozin trifosfat (ATP) kullanimindaki artisa ve ATP sentezindeki azalmaya
bagli olarak hicrede ATP dizeyi hizla dugsmektedir.

2) Enzimler ve proteinler: Ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz,

hemoglobin.

3) Kiguk molekillerin  otooksidasyonu:  Tiyoller, hidrokinonlar,
katekolaminler, flavinler, tetrahidropterinler, antibiyotikler.

4) Plazma membrani:  Lipooksijenaz, prostaglandin  sentetaz,

fagositlerde nikotinamid adenin dintkleotid fosfat (NADPH) oksidaz,
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lipid peroksidasyonu, arasidonik asitten endoperoksit 9,11-
endoproksi-15-hidroperoksiprostaglandin [prostaglandin G, (PGG,)]
olusumu sirasinda bir miktar serbest radikal olusabilir. Bunlar da lipid
peroksidasyon yolu ile MDA olusturabilirler. Lipid peroksitleri ortamda
asiri miktarda biriktiginde siklooksijenaz yolunu inhibe edebilirler.

5) Oksidatif stres yapici durumlar: iskemi, travma, intoksikasyon.

6) Peroksizomlar: Oksidazlar, flavoproteinler (peroksizomlar ¢ok énemli
hidcre ici hidrojen peroksit kaynagidirlar. Ancak peroksizomlarda
katalaz aktivitesi de ¢ok yuksek oldugu igin sitozole gecen hidrojen
peroksit miktari belli degildir)’2°2",

2.1.3. Serbest Oksijen Radikalleri:

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller oksijen kokenli
olanlardir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar roli oynayan
maddeler; oksijenin kendisi, sUperoksit , hidrojen peroksit, gegis metal iyonlari
ve hidroksil radikalidir?®. ilk dérdiiniin gesitli reaksiyonlariyla hidroksil radikali
meydana gelir. Oksijenin mevcut elektronlarindan ikisi eslesmemistir. Bu
yuzden molekuler oksijenin kendisi de bir radikal (diradikal) olarak
degerlendirilir. Oksijen bu 6zelligi nedeniyle diger serbest radikallerle kolaylikla
reaksiyona girebilirken, radikal olmayan maddelerle daha yavas reaksiyona
girer ve en son suya indirgenir. Bu arada kismi reduksiyonla ¢ok sayida yuksek
derecede reaktif Griinler olusabilir?2":

O+e - 07 stperoksit radikali

20,7 +2H" - O, + H,O, hidrojen peroksit

HO,+e - OH + OH"  hidroksil radikali

Aciga cikan serbest radikaller gugli oksidan ajanlardir. Etraflarindaki
molekdiller ile reaksiyona girerek onlardan elektron alip kararli hale gelirler?®2".

Bunlar diginda oksijenin diger potansiyel sitotoksik Urlnleri ise?°?’;

Superoksit anyon radikali O;*-

Hidroperoksil radikali HO,"

Hidrojen peroksit H.0O,

Hidroksil radikali OH*

Peroksit radikali ROO* (R= lipid)
Singlet oksijen '0,
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Serbest radikaller elektron spin rezonans spektroskopisi ile belirlenirler.
Ancak serbest radikal arastirmak igin bu yontemi kullanarak ¢alismak ileri teknik
donanim gerektirdiginden arastirmacilar, serbest radikallerin lipidlerle,
proteinlerle ve deoksiribo ntkleik asit (DNA) ile reaksiyonlari sonucu olusan
gesitli Grinlerin 6lgimi gibi dolayh yontemleri tercih etmektedir?®2'2,

2.1.3.1. Superoksit Anyon Radikali: Superoksit anyon radikalinin
onemli bir kaynagi, bu radikalin mitokondriyal elektron transport sisteminden
univalan sizintisidir.  Stperoksit anyon radikali inflamatuar hicrelerin
yuzeylerinde bulunan rediukte NADPH oksidaz sistemi (notrofil, eozinofil,
monosit, makrofaj) ile de olusturulur. Hem cevresel etkenler, hem de
organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimelerle en ¢ok ve en
kolay olusan oksijen radikali stiperoksit radikalidir. Stperoksit radikali, molektler
oksijene bir elektron baglanmasi ile olusur. Yarilanma omria ¢ok kisa olup,
oksidan etkisi zayif fakat reduktan etkisi gok gugludur. Serbest radikal olmasina
ragmen hasar olugturucu bir tlr degildir. Asil 6Gnemi; hidrojen peroksitin kaynagi
olmasi ve gecis metal iyonlarinin redukleyicisi olmasidir. NO ile reaksiyona
girerek peroksinitriti olusturur (Sekil 1). Superoksit, dusuk pH'da daha reaktif
olan perhidroksil radikaline (HO.*) protonlanir, fakat fizyolojik pH'da bu form
¢cok dusuktur. Superoksit radikali oksijenin neden oldugu toksisitede énemli bir
rol oynar. Superoksit, olustuktan sonra tiyol gruplari ile reaksiyon verebilir. Bu
ise ya glutatyon (GSH) tiuketilmesine sebep olarak hicreyi ileri bir oksidatif
strese sokar veya enzim ve diger hucresel proteinler Uzerindeki tiyol gruplari ile
reaksiyon vererek onlari inaktive eder. Superoksit, ayni zamanda oksidatif strese
neden olabilen 6nemli reaksiyonlari da baslatabilir. Haber-Weiss reaksiyonu
bunlardan biridir®#'#,

2.1.3.2. Hidrojen Peroksit: H,O, son derece guglu bir oksitleyici ajandir.
Ancak, yavas reaksiyon verir. H,O, 'te elektronlar ¢iftlenmis oldugu igin serbest
radikal degildir, ancak reaktif oksijen kategorisine girer ve oksidan etkilidir. Major
kaynak olarak superoksitin dismutasyon reaksiyonu ile ya da oksijenin direkt
olarak indirgenmesi sonucu olugur. Dismutasyon reaksiyonu spontan olarak
veya sUperoksit dismutaz (SOD) enzimi araciligi ile katalize edilir. H.O, ya
kendisi direkt olarak oksidatif hasar yapabilir ya da OH" gibi daha reaktif serbest
radikal olugturarak hasara sebep olabilir. H.O,, gec¢is metal iyonlarinin

varhginda hidroksil radikallerini olugturabilmektedir. Toksik etkisini demir ve
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bakir varliginda potansiyel olarak aktif hidroksil radikaline donuserek gosterir
(Sekil 1). Metal katalizorlerin yoklugunda suUperoksit ve hidrojen peroksit
kolaylikla uzaklastirilir ve zararsiz hale getirilir. H,O.'nin olusturdugu hasar,

katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleri ile 6nlenir?226-%",

| P OONO- (iv)
O
| »"0OH (1)
Fe/Cu
O™ » .0
21"
Ho(Felll
HX Fell [Fel¥ =0] {11)
Mveloperoksidaz

L X [FeY=0] (D)

» HOCI (iif)

Sekil 1: Suiperoksit radikalleri ve hidrojen peroksit'in reaksiyonlari?>2627,

Siperoksit (O, ™) radikalinden hidrojen peroksit (H.O:) olusur. i) Hidrojen peroksit demir (Fe) ve
bakir (Cu) gibi metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalleri (*OH)'ni olusturur. ii) Hidrojen
peroksit myoglobin ve hemoglobin (HXFe") gibi spesifik Hem proteinleri ile reaksiyona girerek
ferril Hem protein radikallerini (*X --- [Fe" =0]) olusturur. iii) Respiratuar yanit sirecinde
notrofillerden salinan myeloperoksidaz hipoklorid (HOCI) anyonunun sentezlenmesine neden

olur. iv) Superoksit NO ile reaksiyona girerek peroksinitrit anyonlarini (OONO") Uretir.

2.1.3.3. Hidroksil Radikali: En reaktif oksijen radikali hidroksil
radikali’dir. Hidroksil radikali tim biyolojik substratlarla reaksiyona girebilen,
hicre membranlarindaki doymamig yag asitleri, hucre iginde ve membranindaki
proteinler, karbonhidratlar, DNA zincirleri gibi dnemli komponentlerin yapi ve
fonksiyonlarini bozabilen aktif yapidadir®®#. Hidroksil radikali, Fenton ve Haber-
Weiss reaksiyonlari ile Uretilebilir.

Fe? + H,0, - Fe*®*+HO + OH" (Fenton reaksiyonu)

Oz + H0+ HY - O + H,O+ HO: (Haber-Weiss reaksiyonu)
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Ayrica X-isinlari veya y-isinlari gibi iyonize edici radyasyona maruz
kalinmasi sonucunda hucre ana bilesenlerinden su molekulinun pargalanmasi
ile de hidrojen radikali (H') ve hidroksil radikali (HO) olusabilir?!222627,

2.1.3.4. Singlet Oksijen: Oksijen molekulinun enerji almasi ile molekuler
oksijenin daha reaktif bir tlrl olan singlet oksijenler olusur. Delta ve sigma olmak
uzere iki tipi vardir. Delta tipinde daha fazla enerji vardir ve daha reaktiftir.
Singlet oksijen bir radikal olmayip, siklikla serbest oksijen radikalleri ile birlikte
anilan reaktif oksijen turadur. Serbest radikal reaksiyonlariyla Uretilebilir.
Laboratuvar ortaminda H.O. ve soguk alkali ¢odzeltisi Uzerinden klor (Cl) gazi
geciriimesi ile olusan hipoklorik asit (HOCI) karisimindan singlet oksijen
uretilebilmektedir. Olusan HOCI sayesinde hucre i¢ine alinan bakteri veya diger
mikroorganizmalar pargalanarak olduriimektedir. Singlet oksijen’in vucutta deri
ve retina gibi gln 1s1gina maruz kalan bdlgelerde fotosensitizasyon reaksiyonu ile
de sikga olustugu tespit edilmistir. Bu bdlgelerde ¢ok fazla doymamis yag asitleri
bulundugundan singlet oksijen bu lipitlere hizla gecerek harabiyet olusturabilir.
Singlet oksijenler, organizmadaki proteinler ve bazi aminoasitlerle (triptofan,
metiyonin, sistein veya histidin gibi) reaksiyona girerek de 6nemli biyolojik
hasarlar olusturabilir?’-?2%",

2.1.3.5. Hipoklorik Asit: Hipoklorik asit (HOCI) de gercek radikal
olmadigdi halde SOR’i arasinda degerlendiriimektedir. HOCI, fagositik hicrelerce
bakterilerin oldUrdlmesinde 6nemli rol oynar. Aktive olan PMNL, superoksit
uretir. Bu serbest radikal Uretimi, fagositer hlicrelerin bakterileri 6ldirmesinde
¢ok onemlidir. Solunum patlamasi sirasinda olusan superoksit molekullerinden,
spontan dismutasyon reaksiyonu sonucu hidrojen peroksit olugur. Ozellikle
notrofiller igerdikleri myeloperoksidaz enzimi araciliiyla, hidrojen peroksiti,
klorlr iyonuyla birlestirerek gucli bir antibakteriyel oksidan olan HOCIle
dontstlrar? 2,

MPO
H,O, +ClIF - HOCI + OH"

2.1.3.6. Karbon Merkezli Radikaller: Hidroksil radikali yag asitleri basta
olmak Uzere, nUkleik asitler, karbonhidratlar ve proteinler gibi biyolojik
makromolekulerden bir proton c¢ikarip karbon merkezli organik radikallerin

olusmasina neden olur. Karbon merkezli radikaller hizl bir sekilde O, molekuli
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ile reaksiyona girerek, ilgili peroksil radikallerini (ROQO®) olusturmak Uzere
birlesirler. Bu peroksil radikali lipid peroksidasyonunu baglatan radikal olup ¢ok
uzun omarladur. Peroksil radikalinden bir oksijen atomu ¢ikmasi sonucu alkoksil
radikali (RO") olusur®#.

2.1.3.7. Nitrik Oksit: Nitrik oksit ve nitrojen dioksit gibi bazi genel
inorganik bilesikler de dis yorungelerinde bir adet cifttenmemis elektron ihtiva
ederler ve bu tanima goére onlar da serbest radikaldir. Biyolojik sistemlerde
olusan reaktif nitrojen turevlerinin en énemlisi NO’dir. NO, bir atom azot ile bir
atom oksijenin cgiftlenmemis elektron vererek birlesmesinden meydana gelmistir.
NO, hemoglobinle hizla etkilesiminden dolayi in vivo olarak kisa yarilanma
omrune (1-5 saniye) sahip, eslesmemis bir elektronu olan bir serbest radikaldir.
Nitrik oksit, suda ve yagda ¢dzlinebilen, biyolojik membranlardan kolayca diflize
olup, nitrit ve nitrata okside olabilen renksiz bir gazdir. Tiyol gruplar ile
reaksiyona girerek gerektigi zamanlarda kullanilmak Uzere depolanir. NO,
otokrin ve parakrin bir mesajci olarak da goérev yapmaktadir®1027:29:30,

NO oksijen, superoksit radikalleri veya gecis metalleri (hemoproteinlere
bagl demir gibi) ile hizla reaksiyona girer. NO, kan akiminin regulasyonu,
trombosit fonksiyonlari, non-adrenerjik non-kolinerjik (NANK) noérotransmisyon
ve santral sinir sistemi hafizasi gibi pek ¢ok fizyolojik olayda dusik
konsantrasyonlarda bir sinyal tasiyici olarak fonksiyon goérirken, timorler ve
patojenlere kargi ise sitotoksik ve sitositatik savunma mekanizmalarinda yuksek
konsantrasyonlarda gesitli biyolojik fonksiyonlari etkileyen ulak molekildar®3',
Pek ¢ok gcalisma NO’nun pulmoner fonksiyonlari modile etmesinde ve cgesitli
pulmoner hastaliklarin patogenezinde Onemli bir role sahip oldugunu
gostermektedir®-22,

Solunum sisteminde NO, epitel hdcresi, solunum yolu sinirleri,
inflamatuar htcreler (makrofajlar, noétrofiller, mast hicreleri), damar endoteli,
duz kas hucreleri, Tip 2 alveolar hucreler gibi cesitli hicre tiplerinde
sentezlenmektedir*’*.  NO, L-arjinin amino asitinin oksidasyonu ile
olusmaktadir. Bu reaksiyon icin ortamda oksijen ve bazi diger ko-faktorlerin
[NADPH, FAD, flavin mononukleotid (FMN), tetrahidrobiopterin ve kalmodulin]
bulunmasi gerekir. Bu reaksiyon hem oksijen hem de NADPH bagimlidir ve
NO’in yani sira L-sitrulin olusmasiyla da sonuglanmaktadir. NO sentezinden

sorumlu enzim olan nitrik oksit sentaz (NOS)’in 3 farkli izoformu vardir. Bunlar;
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yapisal néronal NOS (NOS | veya nNOS), induklebilir NOS (NOS Il veya iNOS),
yapisal endotelyal NOS (NOS Ill veya eNOS)'dur. Bu Uu¢ NOS izoformu da
solunum yollarinda eksprese edilmektedir. Fonksiyonel olarak NOS, yapisal
NOS (constitutive NOS =cNOS) ve iNOS formlari seklindedir. cNOS néronlarda
bulunan NnNOS ve endotel hulcrelerinde bulunan eNOS’dir. cNOS humoral,
kimyasal ve mekanik olarak uyarilan hiicrelerden, Ca?* ile kalmodiline bagli
olarak saliverilir. iINOS izoformu ise tUmér nekroz faktori (TNF)-a, interferon
(IFN)-y ve interldkin (IL)-1B gibi proinflamatuvar sitokinler, endotoksin ve
ekzotoksinlerle induklenir. iINOS, indlklenmesinden birka¢g saat sonra nM
konsantrasyonlarda (1000 kat daha fazla) proinflamatuvar NO saliverir ve bu
uzun sireli (saatler, glinler) devam edebilir®3'-4,

Nitrik oksit, proinflamatuar veya antiinflamatuar etkileriyle, akut ve kronik
inflamasyonda énemli bir role sahiptir. Nitrik oksit oldukga reaktif bir molekuldir
ve peroksinitrit olusumu yoluyla oksidan etki gosterir. Bu oksidan o6zelligi
nedeniyle bakterisid ve tumor hucrelerine karsi sitotoksiktir ve savunma
sisteminin bir parcasi olarak gorev yapar. Ancak ayni 6zellikler astimda gorulen
inflamasyonun da bir nedeni olabilmektedir®. Nitrik oksidin birgok zararli etkisi
superoksit anyonu ile reaksiyonu sonucu olusan peroksinitrite bagll olarak
ortaya c¢ikar (Sekil 2). inflamatuar siregte NO ve siiperoksit radikallerinin
olusumu epitel hasarina, medyator salinimina ve hava yolu duyarlliginin
artmasina neden olmaktadir. inflamatuar sitokinler, 6zellikle iIFN-y, hava yolu
epitelinde NOS-II sentezini induklemektedir. Kortikosteroid ve Idkotrien
antagonistleri gibi antiinflamatuar ilaglarin uygulanmasi eNOS seviyelerini ve
NOS-II sentezini azaltmakta iken viral tst solunum yolu enfeksiyonu (USYE) ve
brons provokasyon testleri sonucunda artmaktadir*’®3%  Artan NO ayni
zamanda vazodilasyon oOzellikleri nedeniyle bronsiyal dolagimdaki kan akigini
artirarak hava yolu 6demine neden olur. Astimdaki asirt NO artigI ayrica
ventilasyon-perflizyon uyumsuzluguna da neden olabilmektedir. Bazi
durumlarda NO, ortamdaki sUperoksit ve diger reaktif oksijen radikallerini
baglayarak antioksidan 6zellik de gostermektedir. Bu agidan bakildiginda belki
de inflamatuar sureglerde NO artisi koruyucu bir antioksidan 6zellik olarak kabul
edilebilir®!33,

insan viicudunda NO, hemoglobine baglandiginda inaktive olur. Bu

baglanma, oksijene gore 3000 kat daha hizli olmaktadir®>. Bu kadar hizli
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inaktive olmasi belki de nitrik oksidin etkilerini lokalize kilan en énemli faktordur.
Nitrik oksit ayni zamanda serbest radikal slUperoksit tarafindan da inaktive
edilmektedir. Boylece superoksit dismutaz gibi superoksidi ortadan kaldiran
enzimler NO’nun Omrinli uzatabilir. Nitrik oksidin sUperoksitle reaksiyonu
sonunda peroksinitrit olusur ki bu, oldukga gugcli doku hasarina yol agan bir
maddedir, sitotoksik ve oksidatif 6zellikleri mevcuttur ve nitrik oksitin inflamatuar
etkilerinden sorumludur (Sekil 2). Peroksinitrit dokularda ¢ok hizli yikildigi igin
tayin edilemez, bu nedenle tirozin ile oksidasyonu sonucu olusan 3-nitrotirozin
peroksinitrit seviyelerinin belilenmesi amaciyla kullaniimaktadir. Akcigerin
inflamatuvar hastaliklarinda (AAH/ARDS, astim, kronik obstruktif akciger

hastaligi) 3-nitrotirozin seviyelerinde artis bulunmaktadir.

/ ||'I3I§.[i";i!$'r'CI|'I|J [-,-]E[hemggl.jbin NU:. NI:I_'.

. . A NOg+ Tir— Nitrotirozin
NITRIK OKSIT = Pepofsiniiic MO+ 02— ONOO 0y

-Epuel aykq ™
cCMP Do fas Hma |u hipemmeaktvicesi
Aktivasyonu pevER Mes] Sinir ;lerar lilig1

Plazma eksiidasyonu )

Sekil 2: Nitrik oksitin etkileri, peroksinitrit ve nitrotrozin olugumu?:

1) Methemoglobin, nitrite (NO;) ve nitrata (NO;) donlserek inaktive olur; 2) silperoksit
anyonlari (Oy) ile birleserek peroksinitrite (ONOQO") donlsir. Peroksinitrit, hidroksil radikalleri
(OH") ve tirozinle (Tir) birleserek nitrotirozini olustururlar. OH ve ONOO" astim patogenezinde
rol alan molekiillerdir; 3) Bu etkinin aksine guanil siklaz aktivasyonu ile cGMP’yi artirarak diiz

kas gevsemesine de neden olabilmektedir.

2.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri ve Hiicre Hasari:

Organizma, tum anabolik ve katabolik reaksiyonlar esnasinda ve
sonrasinda, surekli bir olusum halindeki serbest radikal reaksiyonlar ile
oksidanlara maruz kalirken, bir yandan da endojen antioksidanlar adi verilen
molekuller tarafindan etkisizlestirme sureci igindedir. Daha 6nce de belirtildigi
gibi; serbest radikaller, belirli dizeylerde kaldiklari slUrece, organizmanin
yabanci maddelere ve infeksiydz ajanlara kargi savunmasinda &6nemli

molekulerdir. Ancak belirli dizeyin Uzerinde olusurlar ve/veya antioksidanlar
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yetersiz kalirsa serbest radikaller hicresel yapilari etkileyerek hlcre hasarina
yol acarlar (Sekil 3)20:26:3¢

" Solunum
Protein hasan AfA AN %genﬂmleri
~Mitokondrial hasar

Membran
hasari

DNA hasar ~wiws

Lipid perokidasyonu

Sekil 3: Serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasari®.

DER: Degranule endoplazmik retikulum,
PER:Peroksizom,
DNA: Deoksiribo nikleik asit

2.2.1. Lipid Peroksidasyonu ve Malondialdehit:

Serbest radikallerin en belirgin hasar verici etkisi hicre membranlarinda
olusan lipid peroksidasyonudur. Serbest radikaller, lipid peroksidasyonunu
indukleyerek fonksiyonel ve yapisal hicre hasarina neden olurlar. Memeli hicre
membranlari peroksidatif hasara karsi ¢ok duyarli olan buylk miktarda ¢oklu
doymamis yag asitleri (Polyunsaturated fatty acids=PUFA) icermektedir.
PUFA'nin oksidatif yikimi, lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve hiicresel hasarin
en onemli nedenlerinden biridir. Kendi kendini devam ettiren zincir tepkimeler
seklinde ilerler ve olusan membran hasari geri donisimslizdiir®-22%,

Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan serbest radikallerin etkisi
sonucu membran yapisinda bulunan PUFA zincirinin alfa —metilen gruplarindan

bir hidrojen atomu uzaklastiriimasi ile baglar. Uzaklasan hidrojen atomu
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sebebiyle karbon atomu Uzerinde ortaklagsmamis bir adet elektron kalir ki bu da

yag asidi zincirinin radikal (karbon merkezli lipid radikali) olmasina neden olur.

===V
LH —» Lo Le

Olusan bu lipid radikali (L") kararsiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige
ugrar. Molekul i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle konjuge dienler ve
daha sonra lipid radikalinin molekuler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksil
radikali (LOO") olusur. Lipid peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger
PUFA'lar etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken, kendileri
de acida cikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksitlerine (LOOH)

donustlrler. Boylece olay kendi kendine katalizlenerek devam eder®'-#22°,

e

y < X
V— VWV
Le + O, —» LOO® LOO®

A
0O
y O X
V—V WV V
Lipid Peroksit
LOO* + |H—» LOOH + Le LOOH

Plazma membrani ve subselliler organel lipid peroksidasyonu, serbest
radikal kaynaklarinin hepsiyle uyarilabilir ve gecis metallerinin varliginda artar.
Bu metaller redoks katalisti olarak gorev yaparak, superoksit ve hidrojen

peroksitin daha glcli oksidanlara doniisimiini katalizlerler®.
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Lipidlerden, arasidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal
uretimine “enzimatik lipid peroksidasyonu”, diger radikallerin sebep oldugu lipid
peroksidasyonuna ise “non-enzimatik lipid peroksidasyonu” adi verilir®.

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksitlerinin yikimi,
gecis metalleri iyon katalizini gerektirir. Lipid hidroperoksitleri yikildiginda, cogu
biyolojik olarak aktif ve toksik olan aldehitler ile diger karbonil bilesiklerine
donusdurler. Bu aldehitlerden en iyi bilineni MDA ve 4-hidroksinonenal’dir. Bu
bilesikler, ya hucre duzeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki
alanlarindan difuze olup hucrenin diger bolumlerine hasari yayarlar.
Malondialdehit, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif indikatoru
degildir fakat lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gdsterir. Bu
nedenle biyolojik materyalde MDA Olgtlmesi lipid peroksit seviyelerinin
gostergesi olarak kullanilir?'-3,

Belirtigimiz gibi zararli bir zincir reaksiyonu olan lipid peroksidasyonu
hem direk olarak membran yapisina hem de indirek olarak reaktif aldehitler
uretmek suretiyle diger hucre bilesenlerine zarar vermektedir. Boylece hucre
hasarina ve birgok hastaliga neden olur. Lipid radikallerinin hidrofobik yapida
olmasi yuzinden reaksiyonlarin ¢ogu membrana bagli molekillerle olusur.
Boylece membranlarda, reseptorleri ve mebrana bagli enzimleri inaktive
ederek, membran gecirgenligi ve viskozitesini ciddi sekilde etkilerler. Ayrica
peroksidasyonla olusan MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna neden olur. Bu da membranda deformasyon, iyon
transportunun bozulmasi, enzim aktivitesinin degisimi ve hicre yuzey
bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran ozelliklerini degistirir. DNA'nin
nitrojen bazlar ile reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hulcre

kiltarleri igin genotoksik ve karsinojeniktir?'-2426:273,

2.3. Peroksinitritin Etkileri ve Akciger Hastaliklarindaki Roli:

2.3.1. Peroksinitritin Olugsumu ve Hiicre Hasari:

Peroksinitrit, nitrik oksit ile superoksit radikalerinin reaksiyonu ile olusan
onemli bir biolojik oksidandir. Bu reaksiyonun hizi, stperoksitin SOD ile olan
reaksiyon hizindan yaklasik 4 kat daha fazladir. Normal kosullarda ¢ok az
peroksinitrit olusabilir. NO ve sUperoksitin konsantrasyonunun arttigi ve/veya

SOD aktivitesinin disuk oldugu patolojik olaylarda peroksinitrit olusumu belirgin
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olarak artar. inflamasyon gibi birgok patolojik durumda hiicre igi kalsiyum
konsantrasyonu artarak, NO ve superoksitin saliverimesine yol acgar.
Makrofajlar ve noétrofiller stimile edildiklerinde NO ve sUperoksiti salivererek
peroksinitrit olusumuna neden olabildikleri gibi, NO ve superoksit farkli
hiicrelerden de saliverilip peroksinitrit olusturabilirler”.

Organizmada peroksinitrit, hidroksil radikali gibi davranan hidroksinitrite
(HOONO) donusur. Peroksinitritin pargcalanmasiyla yiksek konsantrasyonlarda
nitrojen dioksit (NO:) olusur. Olusan bu Urlnler gucli oksidan 6zellige sahiptir.
Bu reaktif nitrojen bilesikleri lipidler, DNA, tiyoller, amino asitler ve metallerle
reaksiyona girerek enzim fonksiyonlarini bozar, membran butlinligune zarar
verir ve DNA mutasyonuna neden olabilir. Bunlarin sonucunda lipid
peroksidasyonu ve protein oksidasyonu baslar.

Peroksinitrit proteinlerdeki veya serbest haldeki tirozinin fenolik halkasina
nitro grubu ekleyerek 3-nitrotirozini olugturur. Bu reaksiyon spontan olarak
olusabilecegi gibi, gecis metalleri, SOD, CO, ve miyeloperoksidaz tarafindan da
katalize edilir. Nitrit ve hipoklorik asit reaksiyon Uurunleri gibi ajanlarin,
peroksinitritten bagimsiz olarak nitrotirozin olusturabildiklerinin bildiriimesine
karsin, biyolojik sistemlerde olugsan nitrotirozinin yaygin olarak peroksinitrit
olusumunu yansitmasi daha olasidir®.

Peroksinitrit ve hidroksil radikalleri hicre membran lipidlerinin
peroksidasyonuna, DNA ve ¢ok sayida enzim proteininin oksidasyonuna neden
olur (Sekil 4). Membran lipidlerinin peroksidasyonu, hicre mebraninin
akigkanhgini, elastikiyetini ve gecirgenligini azaltarak membran butinlugundn
bozulmasina yol acarlar. Bu radikaller, hlcre i¢i iyonize kalsiyum duzeylerini
surekli artirarak mitokondrial solunum ve elektron transport zincirinin
inhibisyonuna, ATP dretiminin azalmasina ve radikal Ureten enzimlerin
aktivasyonuna bagli olarak hucreler Uzerinde sitotoksik etki meydana getirirler.
Ayrica peroksinitrit, DNA'da tek zincir kirllmasina neden olurken, nukleer bir
enzim olan “poli- ADP-riboz sentaz” (PARS)'da aktive olur. PARS, substrati
NAD™yi tuketip, mitokondrial solunum ve elektron transportunu inhibe ederek
hicresel enerji Uretimini baskilar. Sonugta glikoliz hizi, elektron transportu ve

ATP olusumu azalir, bu da akut hiicre hasari ve hiicre 6liimine neden olur'®4'-

44
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Sekil 4: Hicrede peroksinitritin etkileri’®*':
NOS: Nitrik Oksit Sentaz, NO-: Nitrik Oksit ONOO": Peroksinitrit, PARS: poli (ADP-riboz) sentaz

2.3.2. Nitrotirozinin Akciger Hastaliklarindaki Rolu:

Astmalilarin ekspirasyon havasinda nitrotirozin duzeylerinin belirgin
olarak arttigi saptanmistir®. Solunum yolu epiteli ve inflamatuar hiicrelerde
kuvvetli nitrotirozin immunoreaktivitesinin saptanmasi, astmada peroksinitritin
olustugunu ve solunum yolunun asiri cevaphligi, epitel hasarnn ve
bronkokonstriiksiyonda roliiniin oldugunu géstermektedir.

Kronik Obstriktif Akciger Hastaligi (KOAH) patogenezinde roli olan
oksidanlarin kaynagi sigara dumani ve aktive olmus fagositik hucrelerdir.
KOAH’da inflamatuar hucrelerde belirgin nitrotirozin immunoreaktivitesi
saptanmistir®’.

Kistik fibrozisli hastalarin ekspirasyon havasi kondensatinda nitrotirozin
diizeylerinin belirgin olarak arttigi saptanmistir®®,

Sigara dumaninin yuksek konsantrasyonda NO icermesi ve katranda
superoksit olusturucu kinon/hidrokinon redoks sisteminin bulunmasindan dolayi,
sigara igenlerin akcigerlerinde peroksinitrit olugabilir ve akciger kanseri gibi

sigara ile ilgili hastaliklarda peroksinitrit dGnemli rol oynayabilir®®.
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Kismen hiperoksideki oksidatif stresden kaynaklanan infantlarin
bronkopulmoner displazisinde, plazma nitrotirozin konsantrasyonunun arttiginin
saptanmasi, premature infantlardaki bu hastaligin gelismesinde peroksinitrit
aracili oksidan stresin rolii oldugunu gostermektedir®.

Akut akciger hasari olan insanlarda ve peroksinitritle inkibe edilen
ratlarda yaygin nitrotirozin  duzeylerinin  saptanmasi, bu hasarlarda
peroksinitritin roli oldugunu godstermektedir'®®'. Son zamanlarda yapilan bir
arastirmada® peroksinitritin olusturdugu akut akciger hasarinda endotelin-1’in
de rolunun olabilecegdini gostermistir.

AAH ve ARDS’de diffiz ve yodun inflamasyonla olusan alveoler kapiller
membran hasari pulmoner édeme yol acar. ARDS’li hastalarin akcigerlerinde
immunohistokimyasal olarak yaygin nitrotirozin rezidilerinin bulundugunun
saptanmasi, peroksinitritin olustugunu ve akciger dokusuyla reaksiyona girdigini
gostermektedir®’.

Solunum yolu inflamasyonu, epitel hasari ve solunum yolu asir
cevaplihgl astma gibi inflamatuvar akciger hastaliklarinda goriimektedir. Kobay
izole trakeasina peroksinitrit uygulamasi epitel hasari olusturarak histamin ve
metakolinin olusturdugu kontraksiyonlari anlamli olarak artirmigtir. intratrakeal
peroksinitrit uygulanmasi da kobaylarda agonistlere kargli kontraksiyonda
nonspesifik olarak trakeal asiri cevaplilik olusturur®®. Siganlarda kronik akciger
infeksiyonunda iNOS ekspresyonunun artmasina kargin, iNOS aktivitesinin ve
dolayisiyla nitrotirozin  dlzeylerinin artmadigi  gosterilmistir*®. Adenovirus
infeksiyonunda ise peroksinitrit olusumu ve nitrotirozin dlzeyi belirgin olarak
artmaktadir®. idiyopatik pulmoner fibrozisli hastalarin balgaminda glutatyon
dizeyi saglhkh insanlarla karsilastirildiginda 4 kattan daha fazla azalma
gostermistir®.

Asbestos inhalasyonu akcigerlerde énemli inflamatuar ve toksik cevaplar
olusturmaktadir. Siganlarda asbestos inhalasyonu peroksinitrit aracihgiyla
nitrotirozin olusumuna yol agmaktadir’”. Bu arastirma, asbestosla indiiklenen

akciger hasarinda peroksinitritin nemli rol oynayabilecegini gostermektedir.
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2.4. Akut Akciger Hasar ve Akut Respiratuar Distress Sendromu :

2.41. Tanimi ve Tarihgesi :

AAH ve ARDS; akut solunum yetmezligine yol agan akcigerlerin
alveolar epiteliyal ve kapiller endoteliyal bariyerlerinin yaygin hasari, akut
inflamasyon ve proteinden zengin pulmoner 6dem ile karakterize sik gorulen
klinik bozukluklardir. ARDS’nin, ilk kez Ashbaugh ve arkadaslari tarafindan
1967 yilinda takipne, oksijen tedavisine direngli hipoksemi, diffiz alveolar
infiltratlar ve pulmoner kompliansda dismeye yol acan, akut baslangicli bir
sendrom olarak tanimlandigi bildirilmigtir?.

ik yillarda ARDS tanimi adult (erigkin) respiratuar distres sendromu olarak
kullaniilmaya baslamisken, gincel tanimlama 1994'de NAECC (North American
European Consensus Conference)'inda yapilmig, adult tanimi akut tanimi ile
degistirilerek ARDS ve AAH igin tani kriterleri kabul edilmistir (Tablo 1)'.

Tablo 1: AAH ve ARDS igin dnerilen spesifik kriterler™:

Kriter | Zamanlama Oksijenasyon Akciger Pulmoner Kapiller
Grafisi Wedge Basinci
Pa0,/FiO, < 300mmHg < 18 mmHg veya sol
AAH Akut baslangic | (PEEP duzeyine Bilateral atrial hipertansiyonun
bakilmaksizin) infiltratlar klinik bulgularinin
olmamasi
Pa0,/FiO, < 200mmHg <18 mmHg veya sol
ARDS | Akut baglangic | (PEEP dizeyine Bilateral atrial hipertansiyonun
bakilmaksizin) infiltratlar klinik bulgularinin
olmamasi

AAH: Akut Akciger Hasarl,

ARDS: Akut Respiratuar Distres Sendromu,

PaO.: Arteriyel kandaki parsiyel oksijen basinci,

FiO,: inspire edilen havadaki oksijen konsantrasyonu,

PEEP: Positive End Expiratory Pressure (ekspirasyon sonrasi pozitif havayolu basinci)

Bu tanimlamaya goére ARDS, akciger hasarinin en agir formudur. AAH, sol
atrial veya pulmoner kapiller hipertansiyon ile agiklanamayan fakat bunlarla birlikte
olabilen klinik, radyolojik ve fizyolojik bozukluklar ile seyreden akcigerlerin yaygin
inflamasyonu ve permeabilite artisi olarak tanimlanir. AAH, ARDS’nin daha hafif
bir formu olup ARDS’de oldugu gibi akut baslangi¢lidir ve akciger grafisinde

kardiyak bir nedenden kaynaklanmayan diffliz bilateral infiltratlar mevcuttur. Ancak
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AAH’da akcigerlerdeki gaz degisimi bozuklugu ARDS’den daha hafiftir ve bu
nedenle de PaO,/FiO, orani 300 mmHg’nin (normali=500 mmHg) altindadr.
ARDS ‘da ise gaz degdisimindeki bozukluk AAH ‘dan daha siddetli oldugundan
Pa0,/FiO,orani 200 mmHg’dan kiguktdr'2.

AAH/ARDS tanisi genellikle klinik olarak konulmaktadir. ARDS’na neden
oldugu bilinen risk faktorlerinin varliginda, akut baglayan ve Kkardiyak
disfonksiyondan kaynaklanmayan akciger 6demi, pulmoner kapiller wedge
basinci (PCWP: Pulmonary Capillary Wedge Pressure) <18 mmHg ve inatgi
hipoksemi (uygulanan PEEP duzeyine bakilmaksizin PaO,/FiO,<200 mmHg
olmasi) gelismesi ile tani konmaktadir’2.

ARDS’de solunum yetmezligi, akcigerlerin gaz degisiminde rol oynayan
komponentlerinin yaygin olarak hasarlanmasi sonucu geligir. Kardiyak pulmoner
0dem ve masif kan aspirasyonu da akcigerlerde hasar olmaksizin ayni klinik
tabloya neden olabilir. Ozellikle diastolik fonksiyon bozuklugu olanlarda, akciger
grafisinde kalp golgesinin normal olmasi halinde, sol kalp yetmezligini
ARDS’den ayirmak gug¢ olabilir. Sol kalp yetmezligi genellikle pulmoner arter
kateteri ile PCWP Olcllerek ARDS’dan ayirt edilebilir. Bununla beraber kardiyak
pulmoner édem ve ARDS’nun bir arada bulunmasi da mimkindar. PCWP’i
yukselmis bir hastada (>18-20 mmHg) ARDS’den suphe ediliyorsa, bu siphe
sadece PCWP normale dondikten 24-48 saat sonra akciger grafisinde
pulmoner infiltratlarin devam etmesi ile dogrulanabilir. ARDS’de akciger hasari
akut baslangiclidir ve tipik olarak hasarin baslamasini izleyen 6-48 saat iginde
solunum yetmezligi gelisir?.

2.4.2. insidans :

ARDS’nin gergek insidansi bilinmemektedir. Eriskin yas grubunda yilda
1.5-13.5:100000 arasinda degisen oranlardan s6z edilmektedir®®. Pediatrik yas
grubu icin insidans verileri olmamakla beraber pediatrik yogun bakim
unitelerinde izlenen hastalarin %0.6-7.2'sini ARDS'li hastalar olusturmak
tadir.

2.4.3. Etiyoloji ve Risk Faktorleri :

AAH/ARDS'ye predispozisyon olusturan cesitli durumlar Tablo 2'de
gosterilmisti. En sik rastlanan neden sepsis ve farkedilmeyen pulmoner
aspirasyondur. ARDS’de akciger hasar ya toksik bir maddenin akciger epitelini

hasarlamasi sonucu dogrudan veya sepsiste oldudu gibi dolagima karisan
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inflamatuar mediatorlere bagh ve dolayh olarak ortaya ¢ikar. Bunlar igerisinde
daha c¢ok gorulen ise direk akciger hasarina baglh olarak ARDS’nin

gelismesidir?.

Tablo 2: AAH/ARDS’de basglica risk faktorleri?:

Direkt akciger hasari;
Aspirasyon pnémonisi
Diffiz pulmoner infeksiyon (bakteriel, viral)
Suda bogulma
Toksik buhar ve duman inhalasyonu (inhalasyon hasari)
Akciger kontlizyonu
Yag embolisi
Reperflizyon hasari
indirekt akciger hasari :
Agir sepsis
Agir nontorasik travma (uzamis hipotansiyon, kemik kiriklari, kafa travmasi, yanik)
Hipovolemik sok
Acil reslistasyon icin masif transflizyon
Toksemi
Akut pankreatit
Kardiyopulmoner bypass
Yaygin damar igi pihtilasma sendromu
Amniyotik sivi embolisi

2.4.4. AAH/ARDS Patogenezi :

ARDS'nin akut fazinda direkt veya indirekt akciger hasarinin sebep
oldugu artmis alveolo-kapiller membran gecirgenligine sekonder olarak alveol
bosluklarina ve interstisyuma proteinden zengin sivi kagisi gorilir®®. Bronsiyal
ve alveoler epitel hucreleri dokulur ve makrofajlar aktive olur. Aktive
makrofajlar, sitokinler, iL-1-6-8-10 ve TNF-a salgilar. Tum bunlar nétrofil
aktivasyonuna ve nétrofillerin olay yerine go¢ etmesine sebep olur. Olay yerine
gelen notrofiller, oksidan molekulleri, proteinleri, |6kotrienleri ve diger
proinflamatuvar molekulleri salgilayarak surekli ilerleyen ve inflamasyona
neden olan esas sebep ortadan kaldiriimadik¢a kendi kendini tekrarlayan bir
doéngu yaratir. ARDS'nin ayni zamanda nétropenik hastalarda da goéraltyor
olmasi, bagka alternatif yollarin da oldugunu gostermektedir®¢2,

AAH/ARDS'de akcigerlerin mikrovaskuler endoteli ve alveoler epitel
hdcrelerinin uygun olmayan veya asiri inflamatuar yanita bagl asiri hasari,
interstisyel ve alveolar ddem, kanamalar, proteinden zengin sivinin alveolar
hava bosluklarina sizmasi, epitel ve endotel harabiyeti ile devam eder.

inflamasyonun baglamasi ile Idkosit yapimi asiri derecede artar ve Idkositler
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inflamasyon gelisen bolgelerde toplanir. Proinflamatuar sitokinler, kemokinler,
akut faz proteinleri, SOR, kompleman, koagullasyon yolunun bilesenleri,
adezyon molekullerinin  etkilenmesi ve mediyator kaskadinin yaygin
aktivasyonuna bagli olarak gelisen inflamatuar yanit, patogenezde 6nemli rol
oynar. Bununla beraber proinflamatuar yaniti dengelemek tzere antiinflamatuar
yanit da aktiflesir. Glukokortikoidlerin ve antiinflamatuar sitokinlerin (iL-4, iL-10
ve IL-1 reseptdér antagonisti) yapiminda artma ve adezyon molekdllerinin
aktivitelerinin azaltilmasi gerceklesir?.

Deneysel calismalar ve postmortem patoloji c¢alismalari, noétrofiller,
monosit ve makrofajlarin, inflamatuar mediatorlerin etkisi ile, adezyon kapasitesi
asiri derecede artmis kapiller endotel hucreleri ile etkilegsime girerek pulmoner
mikrosirkllasyona fazla miktarda sekestre oldugunu gostermistir?. Aktif hale
gelen PMNL'den salinan proteaz, elastaz, kollejenaz, SOR ve TNF-a gibi
sitokinler alveoler-kapiller sinirdaki hicrelerde hasar olusturarak AAH/ARDS’nin

klasik patolojik bulgularindan sorumlu bir kisir déngliye yol agar?:

Stimulus (Ornegin endotoksin)
Makrofajlardan mediat(';rlerin salinimi (TNF, IL)
Endotel ve Iékcisit aktivasyonu
Lokositlerin endlotele yapigmasi
Oksijen radikalleri velproteazlarln salinimi
Arasidonik asit aktivasyonu (lProstanoidIer ve |Okotrienler)
Doku lhasarl

Inflamasyon - Hasar - Sivi sizintisi ve mediatér salinimi — Daha fazla

inflamasyon — Daha fazla sivi sizintisi ve mediator salinimi

Nétrofillerden salinan SOR, TNF-a ve IL-1B gibi sitokinlerin yapimini
arttinr. Proinflamatuar sitokinlerin yapimi ve salinimi endotoksin dahil birgok
mediatdrle stimulle edilir. NUkleer faktor kappa B (NF-kB) sitokinlerin esas
duzenleyicisidir. TNF-a, IL-1, iL-6, IL-8 ve ARDS gelisimindeki diger
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proteinler igin dizenleyici faktordir. TNF-a ve IL-1 de NF-kB'yi aktive
etmektedir®®,

AAH/ARDS'de uygulanan tedavi de akciger zedelenmesine katkida
bulunabilir. YUksek konsantrasyonda oksijen; akciger zedelenmesi, alveolit ve
pulmoner 6deme neden olurken pozitif basingli mekanik ventilasyon, surfaktan
yapiminda yetersizlige, alveolar tip 1 hlcreler arasi siki baglantilarda
bozulmaya ve eksudatif pulmoner ddemde artisa neden olur. Ayrica agresif sivi
tedavisi, akcigerlerde sivi birikimi ile zedelenmeye katkida bulunmaktadir®,

2.4.5. Patoloji ve Klinik Seyir :

AAH/ARDS diffuz alveolar hasar (DAH) ile karekterizedir. DAH
birbirleriyle degisik derecede bir arada olabilen (g fazdan olugsmaktadir®®,

I. Eksiidatif faz: ilk 24 saat icinde baslayan bu akut dénem hiyalen membran
olusumunun da eglik ettigi, proteinden zengin ve ¢cogu kez hemorojik, intertisyel
ve eksudatif notrofilik alveoler 6dem ile karekterizedir. Mikrovaskuler ve alveoler
bariyerlerde lokal hasar bolgeleri mevcuttur. Alveollerin duvarlari 6demli olup
epitelde nekroz alanlarina rastlanir. Tip 1 alveolar epitel hicrelerin hizli nekroz
ve hasari epiteliyal bariyerde bozulmaya ve sivi eksudasyonuna yol agar. Bazal
lamina baslangig¢ta saglamdir. Bununla beraber proteaz veya oksidanlar daha
sonra bazal membranda hasarlanmaya yol acarlar. Alveol bosluklarindaki
notrofil ve eritrosit sayisi hizla artar. Codu kez alveolar septalarin tepesinde
hiyalen membranlar olugmaya baglar ve bunlar daha sonra duktuslardan
uzayarak potansiyel olarak alveol agikligini kapatir. Bu fazda erken endotelyal
lezyonlar pek belirgin degildir ve endotel nekroz alanlari igerir. Soyulmus
bosluklarin ici genellikle fibrin pihtisi ile doludur. Baslangi¢ fazi sirasinda
kapillerler, intertisyel aralik ve progresif olarak hava bogluklari iginde nétrofillerin
gittikce arttigr saptanir. Bu fazda epiteliyal/endoteliyal hasar nedeni ile artan
gecirgenlik akciger ddemine ve akut inflamatuar degisikliklere yol acar. Odem
olusumunun baslangicinda daha ¢ok epitel hucrelerinde olmak Uzere epitel ve
endotel hucrelerinde hasar mevcuttur. Hasari olusturan bilesenlerden SOR ve
proteazlarin kaynagi nétrofillerdir. Notrofiller dnce TNF-a ve trombosit aktivan
faktor (Platelet Activated Factor= PAF) gibi bazi maddeler tarafindan aktive
edilir. Aktive olan nétrofiller daha sonra vaskiler bosluktan intertisyum ve/veya
alveoler bosluga gecerek toksik SOR ve proteazlar araciligi ile hasar

olustururlar. Notrofiller ve diger hucrelerin aktivasyonu arasidonik asit
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metabolitlerinin salinmasina da yol acar ki bu maddeler de akciger hasari
gelismesinde dnemli rol oynarlar. Hasar ilerledikge alveolar kapiller membranin
epiteliyal ylzeyi cogu kez Onemli derecede bozulur. Endotel ve epitel
hdcrelerinin hasari plazma proteinlerinin akcigerlerde ekstravaskuler alanlara
sizmasina, ddem gelismesine ve surfaktan fonksiyonunda bozulmaya yol agar.
ARDS’de; sitokinler, proteazlar, fosfolipazlar, arasidonik asit mediatorleri gibi
inflamatuar mediatérlerin ve PMNL'in, surfaktan fonksiyonunu inhibe ettikleri;
surfaktan yapiminin azalmasinin da akciger mekanikleri ve gaz degisimindeki
bozulma ve 6dem olugsmasinda rol oynadigini gosteren cgesitli ¢alismalarin
oldugu bildirilmigtir°52,

Il. Proliferatif faz: Baglangictaki hasardan 3-4 gliin sonra baslayan, 7 gin veya
daha uzun surebilen proliferatif faz, tip 2 hicre hiperplazisi ve eksudanin
organizasyonu ile karakterizedir. Kapiller ag hasarlanmigtir ve doku kesitlerinde
kapillerlerde progresif azalma saptanir. Bu degisiklikler damar IUmeninin
daralmasina yol acarak intralUminar trombozise predispozisyon vyaratir.
intertisyel alan genisler, tip 1 pndmositlerin nekrozu epitelyal bazal membrani
aciga cikarir ve alveollerin i¢i de lokosit, eritrosit, fibrin ve hicre debrislerinden
olusan materyal ile doldurulur. Soyulmus epiteliyal ylzeyi kapatma g¢abasi ile
alveolar tip 2 hiicrelerde proliferasyon geligir. Once intertisyel bosluklarda daha
sonra ise alveol limenlerinde fibroblastlar belirgin hale gelir. Bu olaylar hava
bosluklarinin asiri derece daralmasina ve hatta obliterasyonuna neden olur®®,
lll. Fibrozis fazi: Hasardan genellikle 7-10 gun sonra baslayan fibrozis fazi
asir kollajen ve ekstraselliler matriks materyali birikmesi ile karakterizedir.
Makroskopik olarak akcigerler skar dokusu nedeniyle kaldirm tasi
karakterindedir. Damarlar mural fibrozis ve myointimal kalinlagsmaya bagli
olarak iyice daralir ve dnemli derecede hasarlanir. ik iki hafta iginde total
akciger kollajeni iki katina ¢ikabilir?8.

2.4.6. Komplikasyonlar ve Prognoz :

AAH/ARDS yogun bakim unitelerinde hala 6nemli mortalite ve morbidite
nedenidir. Sendromun seyri hastadan hastaya degismekle birlikte, birka¢ gunden
birka¢c aya kadar devam edebilir. Prognozu belirleyen en énemli faktérler; hastanin
yasl, komplikasyon ve multipl organ yetmezligi (MOY) gelisip gelismedidi, eger
gelismigse bunun siddetidir. Oliimlerin Ugte biri AAH olusturan esas nedenden

kaynaklanir. Ucte ikisi ise ayni anda veya sonradan baglayan sepsis, septik sok ve
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egslik eden MOY gibi komplikasyonlara baglidir. Komplikasyonlar nedeni ile
kaybedilen hastalarin dortte Uglinde sepsisin klinik bulgularina rastlanir. Sepsis ve
sepsise eslik eden MOY ‘nin en 6nemli nedenini ise hastane kokenli pnémoniler
olusturur. Yaygin enfeksiyonlar ve pndmoniye bagl olarak gelisen AAH/ARDS’nin
mortalitesi oldukga yilksektir?.

AAH/ARDS'nin komplikasyonlarina ek olarak, ventilator tedavisi
sirasinda olusan barotravma da akciger hasarina katkida bulunur. Hava kagagi
ile ilgili komplikasyonlar pndmotoraks, pnomomediastinum ve interstisyel
amfizemdir®%4.

2.4.7. Tedavi ilkeleri :

AAH/ARDS’de tedavi, spesifik ve nonspesifik tedavi olmak Uzere iki
baslik altinda toplanabilir. Spesifik tedavi, sendroma yol agan ekzojen ajanlar
veya endojen mediatorlere yonelik farmakolojik tedavi iken, spesifik olmayan
tedavide ise cesitli nonfarmakolojik destekleyici tedavi ilkelerinden olusur?.

Destekleyici tedavinin en dnemli bilesenleri; ventilatuar ve hemodinamik
destegin saglanmasi, doku oksijenasyonunun devam ettiriimesi, akciger
O0deminin azaltilmasi, enfeksiyonun onlenmesi, barotravma, yuksek volimle
ventilasyona bagll travma, atelektazi sorunlari ve oksijen toksisitesi gibi
iyatrojenik olarak ventilatore bagli akciger hasarlarindan kaginilmasi,
entubasyon ve vaskuler kateterizasyon komplikasyonlari gibi komplikasyonlarin
onlenmesi, ayrica sivi elektrolit dengesizligi, kardiyak aritmiler, pulmoner
embolizm, gastrointestinal sistem komplikasyonlari ve malnutrisyonun
onlenmesidir?©2.

AAH/ARDS‘de inflamatuar akciger hasarini ortadan kaldirmaya
yarayan spesifik bir tedavi protokoli henuz olusturulamamistir. Teorik
olarak ARDS tedavisindeki ideal farmakolojik ajan, segici olarak
akcigerlerin ventile bolumlerini dilate etmeli, oksijenizasyonu arttirmali,
ventilasyon perflizyon uyumsuzlugunu azaltmali, en az yan etkilere sahip

olmali ve yasam siiresini arttirmalidir’2,
2.5. Oksidatif Akut Akciger Hasarini Onleme Gabalari:

Hucrelerde oksidatif hasari 6nleyen, yok eden veya kismen azaltan bazi

mekanizmalar bulunmaktadir.
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2.5.1. Antioksidan Savunma Sistemleri:

Dogrudan etki ile oksidanlar inaktif hale getiren maddelere antioksidan
adi  verilmektedir. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu
engelleyerek ve/veya SOR’ni temizleyerek lipit peroksidasyonunu inhibe
ederler. Genel olarak enzimatik antioksidanlar hicre iginde, enzimatik olmayan
antioksidanlar ise hicre diginda daha fazla etkilidir. Ancak GSH hucre igi gugli
antioksidandir®2',

Antioksidanlar etkilerini baglica dort farkl sekilde gergeklestirir?®2":

1) Toplatici etki: Enzimler, oksidanlari tutarak daha zayif bir molekule

donustlirmektedirler.

2) Bastirici etki: Vitaminler ve flavonoidler gibi bilesikler, oksidanlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltabilmekte veya etkisiz hale
getirebilmektedirler.

3) Onarici etki: Oksidanlarin olusturdugu hasari onaran antioksidanlar.

4) Zincir kirici etki: Agir metaller, hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini
oksidanlari kendilerine baglayarak fonksiyonlarini engellemektedirler.

Antioksidan molekuller endojen antioksidanlar ve ekzojen antioksidanlar
olmak Uzere iki gruba ayrilmaktadir®2":

A) Endojen antioksidanlar:

1) Enzimatik antioksidan savunma sistemleri

2) Nonenzimatik antioksidan savunma sistemleri:
Metal iyonlarinin etkisizlestiriimesini saglayan antioksidanlar
invivo sentezlenebilen diisiik molekiiler agirlikl antioksidanlar
Diyetle alinan disuk molekuler agirlikli antioksidanlar
Karotenoidler ve fenolik yapidaki antioksidanlar

B) Ekzojen antioksidanlar:

Bazi ilaglar

Gida antioksidanlari

2.5.1.1. Enzimatik Antioksidanlar:

I. Slperoksit Dismutaz: Siperoksit radikallerinin  hidrojen
dismutasyonunu katalizleyen enzim grubudur. Katalizledigi reaksiyon su
sekildedir:

SOD
2 Oz-' + 2 H+ - H202 + 02
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Bu reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da adlandirilir.
Cunku, superoksit zincirleme radikal reaksiyonlarinin gugla bir baglaticisidir. Bu
sistem sayesinde hulcresel kompartmanlardaki O, dizeyleri kontrol altinda
tutulur. insanda SOD’un iki tipi bulunmaktadir; sitozolde bulunan, dimerik, bakir
(Cu) ve ¢inko (Zn) igeren izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan
tetramerik manganez (Mn) igceren izomerdir (Mn-SOD)"82%27,

Il. Katalaz: Tum hucre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan
doért tane hem grubu igeren bir hemoproteindir. Daha ¢ok peroksizomlarda
lokalizedir. Kan, kemik iligi, mukdz membranlar, karaciger ve bdbreklerde
yuksek miktarda bulunmaktadir. SOD araciligiyla olusan hidrojen peroksit bir
radikal olmamasina karsin en reaktif SOR olan HO' radikalinin 6énctsudur. Bu
nedenle bircok SOR’inden daha fazla oksidatif hasara neden olur. Katalaz

hidrojen peroksiti, su ve molekuler oksijene parcalar:

katalaz

2 H,O, - 2H,0+0;

Goraldagu gibi katalaz hucreyi kendi respiratuvar patlamasina karsi
koruyucu yonde hizmet eder. Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksitin
yani sira metil, etil hidroperoksitler gibi kiiguk molekullu lipid hidroperoksitleri de
icine alir’#.

lll. Glutatyon Peroksidaz: Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), intrasellUler
mesafede lipidleri peroksidasyondan koruyan en 6énemli enzimdir. Hicrelerde
olugsan hidrojen peroksit ve buyuk molekulld lipid hidroperoksitlerinin
indirgenmesinden sorumlu, sitozolde yerlesmis, birbirinin ayni dort alt birimden
olusan tetramerik bir enzimdir. Her alt birim bir selenyum atomu igerir. Bu
nedenle hucreleri ¢esitli hasarlara karsi koruyan bir selenoenzim oldugu
dusunulur. Karacigerde en yuksek, kalp, akciger ve beyinde orta, kasta dusuk
aktivitede bulunur. GSH-Px, asiri hidrojen peroksit varliginda, glutatyonun
(GSH) okside glutatyona (GSSG, glutatyon disulfid) oksidasyonunu katalize

eder; bu arada H,O, de suya donusturilerek detoksifiye edilmis olur’?"2:

GSH-Px

H,O, + 2 GSH - GSSG +2H,0O
(ROOH) (ROH)
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IV. Glutatyon Reduiktaz: Glutatyon Reduktaz (GSSG-R). GSH-Px
tarafindan H,O, ve diger lipid peroksitlerin reduksiyonu sirasinda glutatyon,
okside glutatyona dontsmektedir. Bu okside formun ileride kullaniimak Uzere
tekrar redikte GSH’a donustirilmesi gereklidir. Cinki organizmanin glutatyon
deposu sinirlidir. GSSG-R, NADPH varliginda okside glutatyonu tekrar redukte

glutatyona cevirerek indirek antioksidan etki gosterirler.

GSSG-R
GSSG + NADPH+H* - 2 GSH + NADP*
(Okside Glutatyon) (Rediikte Glutatyon)

Burada gerekli olan NADPH + H* pentoz fosfat yolundan elde edilmektedir’2"2’.

V. Glutatyon-S-Transferaz: Glutatyon-S-Transferaz (GST)'lar iki protein
alt biriminden olusan bir enzim ailesidir. Genel olarak 3 sitozolik ve bir de
mikrozomal olmak Uzere dort ana gruba aynlirlar. Organizmaya giren
ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda 6nemli rol oynamaktadirlar. Basta
arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak Uzere lipid hidroperoksitlere
(ROOH) karsi GST’lar, Selenyum-bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi

gostererek bir savunma mekanizmasi olusturup, antioksidan etkinlik gosterir?'#’.

GST
ROOH+2GSH - GSSG+ ROH +H0

Antioksidan aktivitelerine ek olarak ¢ok 6nemli bagska biyokimyasal
fonksiyonlara da sahip olup hem, bilirubin ve bazi kortikosteroidler gibi endojen
maddeleri reversibl olarak baglayarak bunlarin hicre ici transportunda gorev
alirlar. Bazi guclu alkilleyici ajanlara dogrudan kovalent baglanarak hucresel
proteinler ve makromolekulleri bu ajanlarin etkisinden korurlar. GST’lar LTB,4 ve
prostaglandin sentezinde rol oynarlar?'.

2.5.1.2. Nonenzimatik Antioksidan Savunma Sistemleri:

I. Glutatyon: Glutatyon, onemli bir intraselliler antioksidandir ve
ekstraselliler mesafede ¢ok dusik konsantrasyonlarda bulunur. Glutamik asit,
sistein ve glisin amino asitlerinden meydana gelmis bir tripeptittir. GSH’a
antioksidan 6zelligini sisteinin tiyol grubu kazandirir. Glutatyon, HO" ve singlet

O, gibi SOR’lerinin temizleyicisidir. Serbest radikal ve peroksitlerle reaksiyona
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girerek hicreleri oksidatif hasara karsi korur. Bunun disinda proteinlerdeki —SH
gruplarini redukte halde tutar ve bu gruplari oksidasyona kargi muhafaza eder.
Demirin Fe*? (ferr6z) halde tutulmasini sadlar. Boylece, protein ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller, hatta rejenere olmalarini saglar®.

Il. Vitamin E: Yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubuna ait aromatik
halka, vitaminin kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve antioksidan 6zelligi bu
gruptan  kaynaklanir.  Vitamin E  (a—Tokoferol) dokularda degisik
konsantrasyonlarda bulunur. En yuksek vitamin E konsantrasyonlari, mitokondri
ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hucre fraksiyonlarinda bulunur. E
vitamini dokularda en o6nemli zincir kirici antioksidandir ve lipid
peroksidasyonuna kargi ilk siradaki korunma mekanizmasidir E vitamini,
superoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksi radikallerini ve
diger radikal 6rneklerini indirger?’.

lll. Vitamin C: Askorbik asit bir ketolaktondur. L-askorbik asit ve L-
dehidroaskorbik asit gibi iki aktif formu olan askorbik asit glcli bir rediktan
(indirgeyici) maddedir. Redukleyici bir ajan ve radikal temizleyici olarak SOR’ne
kargl koruyucu etki gosterir. Superoksit ve hidroksil radikalinin dogrudan
temizleyicisidir®’.

IV. Karotenler: Dogada yaygin olarak bulunan ve hucreleri korumada
onemli gorevleri olan pigmentlerdir. A vitamininin metabolik 6n maddesi olan -
karotenin, singlet oksijeni bastirabildigi, superoksit radikalini temizledigi ve
peroksi radikalleri ile direkt olarak etkileserek antioksidan vazife gérdugu tespit
edilmistir?’.

V. Flavonoidler: Lipidlerde c¢6ziinen antioksidanlar sinifindan olan

flavonoidler bitkilerdeki kirmizi, mavi ve sari renk pigmentlerini olusturan
polifenollerdir. Fenolik antioksidan, lipid radikallere hizla H™ verecek sekilde lipid

oksidasyonu ile etkilesir. Gorevi ROO" ve RO’ radikalini pargalamak ve bdylece
lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu sonlandirmaktir. Ayrica bakir iyonlariyla
kompleks olusturabilirler; bu durum antioksidan etkilerine baglanabilir?'2’.

VI. Melatonin: En zararli radikal olan hidroksil radikalini ortadan kaldiran,
gunumuze kadar bilinen en guglu antioksidanlardan biridir. Lipofilik 6zellige
sahiptir. Boylece hucrenin batun organellerine ve hicre ¢ekirdegine

ulasilabildigi gibi kan-beyin bariyerini de kolayca gecer. DNA hasarini da ¢ok
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etkili bir sekilde inhibe ettigi gosterilmigtir. Yas artimi ile birlikte melatonin Gretimi
de azalmaktadir. Bu durumun yaslanma ve yaglanmaya baglh hastaliklarin
patogenezinde 6nemli olabilecedi diisinilmustiir?'2°

VII. Sistein: Siiperoksit ve hidroksil radikallerinin toplayicisidir®’.

VIIl. Diger nonenzimatik antioksidanlar; transferrin, seruloplazmin,
albumin, urik asit, haptoglobulin, bilirubin ve deferoksamin gibi molekdller
serbest radikalleri temizleyerek ya da gec¢is metallerini ortamdan

uzaklastirarak antioksidan 6zellik gosterirler?"2.

2.6. Nonenzimatik Bir Antioksidan Olarak Etil Piruvat:

Etil piruvat, kimyasal adi; Ethyl 2-oxopropionate= Pyruvic acid ethyl ester
olan molekuler agirhgr; 116.12, formull; CsHsOs, renksiz, suda ¢odzinen (20 °C
10 g/l), dansitesi: 1.060 - 1.062, viskozitesi: 1.186 cp olan bir maddedir.

Organizmalar yasamlari icin gereken enerjiyi, ylUkseltgenme ve
indirgenme (oksidasyon-rediksiyon) reaksiyonlari ile olustururlar. Bunun iki
major yolu glikoliz ve tricarboksilik asit (TCA) siklusudur. Glikoliz sonucu 3
karbonlu bir molekul olan piruvik asit olusur. Daha sonra piruvat, TCA
dongusune katilarak, hucre yasami icin esas olan NADH ve ATP Uretir. Piruvat
sadece dogal bir enerji saglayici degil ayni zamanda serbest radikallere karsi
vicudu koruyan antioksidan maddelerden biridir. Piruvatin antioksidan etkileri
direk olarak hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerini non-enzimatik bir reaksiyonla
notralize ederek veya indirekt antioksidan mekanizmalar ile NADH/NAD" ve
GSH/GSSG oranlarini artirarak gergeklestirebilir®>®’.

Piruvik asit (CH;COCOOH) basit bir 3 karbonlu a-keto-mono karboksilik
asittir. Fizyolojik sartlarda piruvik asit, cogunlukla birlesik anyon olan piruvat gibi
hicre i¢i ve hucreler arasi sivida yer alir. Glikolizin son urinu ve TCA
siklusunun baslangi¢ subsrati olan piruvat, ara metobolizmada merkezi bir rol
alir. Piruvat ayrica invivo olarak endojen bir antioksidan kadar fonksiyon
gosterir. Piruvat CO, ve H;O duretmek icin nonenzimatik olarak H,O;'le
reaksiyona girer (Sekil 5). bdylece H,O, ortamdan temizlendiginden yuksek

reaktif madde olan hidroksil radikalinin olusumu da engellenmis olur®”3,
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COOH
C=0 +H,0, —b | + o, + HO
| C H,
CH,
Piruvat Asetat

Sekil 5: Piruvatin nonenzimatik antioksidan reaksiyonu®®.

Piruvatin her iki antioksidan mekanizmasi asagidaki (Sekil 6) da

Ozetlenmektedir.

OKSIDATIF STRES
Piruvat - * H,0, 7/}_\’
SH §-5.R'
< et
Protein ‘ Blutatyon [ Protein |
i Feroksidaz inak‘tif
G386 ) hatyon 2 GSH
Qdﬂdaz
\ Glukoz, Glukojen
2 NADPH 2 NADP* /
Ribuloz 5P Q\M _,,/ Glukoz 6 P
Hegzos Monofosfat volad ] .
¥
Fruktoz 6 P
Pirunsat » Sitrat e---ceeeseseeee-l3 | Fosfofruktokinas
METCA

L
Fruktoz 1.6-bis-P

Sekil 6: Piruvatin antioksidan mekanizmalari®®:

Oksidatif stres, siilfidril baglarinin oksidasyonu ile proteinleri inaktive eder. Piruvat, hidrojen
peroksiti notralize ederek bu oksidasyonu oOnler. Piruvat ayrica, hegzos mono fosfat yoluyla
NADPH dretimini artirarak indirek olarak siilfidril oksidasyonunu geri doéndirebilir. Piruvat
karboksilasyonu ile olusan sitrat yeniden sekillendigi zaman hegzos mono fosfat yolaginin
isleyisi artar. NADPH varliginda glutatyon disulfit (GSSG), rediikte glutatyona (GSH) ¢euvrilir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Deney Protokolii :

Bu deney T.C. Mersin Universitesi Tip Fakdltesi Etik Kurul Baskanligrnin
23.12.2005 tarihli 18. toplantisinda 9 karar sayisi ile etik kurul onayi alindiktan
sonra yapilmistir.

3.1.1. Deney Hayvanlarinin Temini Ve Deneylere Hazirlanmasi :

Calismamizda, Mersin Universitesi Tip Fakiltesi, Deney Hayvanlari
Yetistirme Laboratuarindan temin edilen Wistar Albino tipi yetigkin erkek ratlar
kullanildi. Deney gunune kadar havalandirmasi olan ve gun 1s1g1 alan odalarda,
Ozel kafeslerde tutulan ratlara standart pellet yem ve gcesme suyu verildi. Sulari
her gin degistirildi ve kafes temizligi ginasiri yapildi. Deneyden bir gin 6nce,
yemleri kesilen ratlarin agirhklan tartildi ve agirliklari 250-260 g gelen ratlar
rastgele alinarak, kontrol grubunda 6, deney gruplarinda da 6’ sar olacak sekilde
toplam 18 adet rat 3 gruba ayrildi. Ayri ayri kafeslere ve bir kafeste en ¢ok 3 rat
olacak sekilde yerlegtirildi.

3.1.2. Deneyin Yapiligi ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi :

intraperitoneal (iP) uygulama; ilaglar, insiilin enjektérii ile karin alt
kismindan cilt, cilt-alti ve karin kaslari gecilerek periton bosluguna uygulandi. Arka
bacaklarindan kaldirilarak barsaklarin bas tarafina dogru kaymasi saglandi.
Enfeksiyona kargi korumak amaci ile (peritonit ve cilt enfeksiyonu gibi) her
enjeksiyon iglemi oncesi sicanlarin karin altt kisimlari % 10 polivinilpirolidon
(Polyod, Drogsan ilaglari San. ve Tic. A.S, Turkiye) ile silinerek temizlendi.

intratrakeal (iT) uygulama; Thiopental sodyum (25 mg/kg™’, I.P) ile
genel anestezi uygulanan ratlarin refleksleri kontrol edilerek derin anesteziye
girmeleri icin beklendi. Ratlar dik tutularak, boyunlari ekstansiyona getirilip,
trakealari palpe edildikten sonra cilde antiseptik solisyon uygulandi. Trakea
tekrar palpe edilip, insulin enjektora ile girilerek, kontrol amacl trakeal hava
aspire edildikten sonra trakea icine insulin enjektorinde hazir bekletilen
peroksinitrit (10 mM 0,5 mit iginde) tek doz enjekte edildi. Kontrol grubuna ise
0.5 ml serum fizyolojik uygulandi. 30 saniye kadar ayni pozisyonda bekletildi.
Boylece verilen ilacin tamaminin akcigerlere dogru akmasi saglandi. Sonra
ratlar uyanamaya birakildi. Vicut 1silart 37 °C de tutulmaya c¢aligildi. Uyanama

esnasinda butun ratlarin vicut isilari, solunumlari ve refleksleri takip edildi.
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Deney gruplarinin olugturulmasi :

1. Grup, Kontrol grubu (n=6): Thiopental sodyum (25 mg/kg™’, I.P.) ile
anestezi uygulanmis bu gruptaki ratlara tek doz peroksinitrit yerine serum
fizyolojik (0.5 ml I.T ), tedavi olarakta etil piruvat yerine baslangicta ve 24 saat
sonra |.P olarak Serum fizyolojik uygulandi. Peroksinitrit ve etil piruvat serum
fizyolojik icinde ¢6zUndugunden kontrol grubunda serum fizyolojik
kullaniimistir.

2. Grup, Peroksinitrit grubu (n=6): Thiopental sodyum (25 mg/kg™,
I.P.) ile anestezi uygulanmis bu gruptaki ratlara 0. saat tek doz I.T. peroksinitrit
(10 mM 0,5 mit iginde) ve 0 ile 24. saat I.P. salin uyguland..

3. Grup, Tedavi grubu (n=6): Thiopental sodyum (25 mg/kg™, I.P.) ile
anestezi uygulanmis bu gruptaki ratlara tek doz peroksinitrit verilmesini
takiben, 40 mg/kg dozunda etil piruvat I.P. olarak sifirinci saat ve 24. saatte
ayni tedavi dozu tekrarlandi. Doz arahgi etil piruvatin etkinligi géz onitne
alinarak planlandi.

3.1.3. Materyallerin Biyokimyasal ve Histopatolojik incelemelere
Hazirlanmasi :

Deney suresi toplam 48 saat surdu. Deney suresi bitiminde ratlara, yluksek
doz I.P. thiopental sodyum enjeksiyonu uygulanarak genel anestezi yapildi. Kalp
atisi devam eden ratlarin toraksi median sternotomi ile acgilarak énce 10 ml’ lik
enjektor ile intra kardiak girilerek 5-6 ml kan alindi. Sonra her iki akciger ve trakea
doku butinlugu korunarak total olarak gikarildi.

Histopatolojik inceleme igin hazirlanan ve grup numaralari yazili %10
formol iceren kaplara, sad akciger ve trakea kesilerek konuldu. Daha d6nce
grup numaralari yazili biyokimya tuplerine alinan kan ornekleri, 3000 rpm de 10
dakika santrifiij edilerek elde edilen serum -20 °C’de biyokimyasal testlerin
yapilacagl zamana kadar saklandi.

Biyokimyasal analizlerde kullanilacak olan sol akciger loblari hemen
grup numaralari yazili diz biyokimya tuplerine konuldu. Sonra -85°C derin
dondurucuda (Jouan, Danimarka) biyokimyasal testlerin yapilacagi zamana
kadar saklandi. Derin dondurucudan c¢ikarilan akciger dokulari soguklugu
muhafaza edilerek bir bistiri yardimiyla kiiglik pargalara ayrilarak cam tuplere
aktarildi.
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Peroksinitrit Sentezi: 0,6 M NaNO, ve 0,6 M HCL solusyonlari, 0,7 M
H.O: ile birlikte T-junction tiplne konuldu ve cam karistirici ile karistirildi. Nitr6z
asidin asid-kataliz reaksiyonu 1,5 M NaOH’in hizlica pompalanmasi ile
peroksinitrit sentezlendi. Solusyon cam tlipe alinarak -20 C° de 1 hafta sire ile
donduruldu. Sdrenin sonunda tupun en Ust kisminda tabaka halinde birikmis
olan peroksinitritin  olugturdugu sari tabaka analiz ve uygulama amaci ile
toplandi.

3.2. Calismada Yapilan Analizler:

3.2.1. Biyokimyasal Olgiimler:

Ratlardan alinan akciger dokusundan Malondialdehit, Myeloperoksidaz
ve 3-Nitrotirozin/total tirozin, serumlarindan da ayr ayri olmak tUzere MDA ve
MPO olgtimleri yapildi.

3.2.1.1. Malondialdehit Olgiimii:

Serum ve doku oOrneklerindeki MDA dlzeyleri Yagi ve ark.®® nin
gelistirdikleri yonteme gore saptandi. Yontem, lipid peroksidasyon urunu olan
MDA'in tiyobarbdutirik asit ile reaksiyonu sonucu olusan pembe rengin 532 nm
dalga boyunda spektrofotometrik dlgilmesi prensibine dayanmaktadir.

Doku Homojenizasyonu: Tum dokular tartildi. Doku agirliklari 50 mg.
dokuya 500 pL 0.15 M KCI eklenerek homojenize edildi.

Metod: Lipid peroksidasyonu varsa, aerobik sartlarda
homojenat/serum‘un pH:3.4’de tiyobarbitirik asit ile 95°C’de inklbasyonu
sonucu sekonder Grund olan malondialdehit olusur. Olusan MDA tiyobarbiturik
asit ile pembe renkli bir kompleks olusturur. Bu renk siddetinin 532 nm.’de

spektrofotometrik olarak élctimu ile lipid peroksidasyonu saptanir.

Kor (Kontrol)  Calisma

SDS (%8.1) 200pl 200 pl
Asetik asit (%20, pH:3.5) 1.5 ml. 1.5 ml.
TBA (%0.8, pH:3.5) 1.5 ml. 1.5 ml.
Distile su 0.8 ml. 0.7 ml.
Ornek (Homojenat veya serum) - 100 pl

(SDS: Sodyum dodesil stlfat, TBA: Tiyobarbitlrik asit)
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Hazirlanan sollsyonlar (serum veya homojenat) 95°C'de 30 dakika
inktibe edildi. Daha sonra musluk suyunda sogutuldu. 1 ml distile su eklendi. 5
ml. n-batanol: piridin (14:1 oraninda hazirlandi) solisyonu eklendi. Vorteksde
karistirildi. 4000 rpm.’de 15 dakika santrifije edildi. Ustteki kismi (yaklagik 500
pL) alinarak spektrofotometrede 532 nm.’de absorbsiyonu okundu.

Sonuglar: Konsantrasyon (nmol/ml olarak) ayni yontemle calisilarak
degisik konsantrasyonlarda hazirlanan standart egri yardimi ile hesaplandi.

3.2.1.2. Myeloperoksidaz Olgiimii:

Serum ve doku orneklerindeki MPO diizeyleri Golowich ve ark.”” nin
geligtirdikleri ydonteme goére saptandi. Yontem hidrojen peroksitin 6rnek (serum
veya homojenat) tarafindan oksitlenerek o-dianozidini rediklemesi ve redukte
o-dianozidinin 410 nm’de ol¢ulmesi prensibine dayanmaktadir

Doku Homojenizasyonu: 300 mg akciger dokusu tartildi ve 5 ml. 0.02
M EDTA (pH:7.4) konularak 60 saniye homojenize edildi. Homojenatin 1.5 ml’si
20.000 devirde (15 dakika +4°C’de) santrifije edildi, sipernatant atildi. 0.05 M
KPO, (pH:6) tamponu icinde %0.5 HETAAB (Hekza Adezil Trimetil Amonyum
Bromid) hazirlandi. Pellet (¢okelti) 1,5 ml HETAAB ile yeniden homojenize
edildi. Homojenat 20.000 devirde tekrar (15 dakika +4°C’de) santrifije edildi,

supernatant galisma icin alindi.

Kontrol Calisma
Tampon 0.2 ml. 0.2 ml.
% 30 H,0- 09 ml. 0.09 ml.
O-dionisidin (%1, metanol) 0.1 ml. 0.1 ml.
Distile su 1.6 ml. 1.3 ml
Ornek (Homojenat veya serum) - 0.3 ml.

Hazirlanan kor ve galisma 6rnekleri 37°C’de 30 dakika bekletildi. 0.2 ml 3
M HCI eklendikten sonra 410 nm.’de kontrol (kor)’e karsi okutuldu.
Sonuglar: Spesifik aktivite =Unite / gr. doku olarak hesaplandi.

3.2.1.3. Doku 3-Nitrotirozin/Total tirozin Olgiimii:
0,5 gr akciger doku ornekleri 1.5 ml 50 mM sodyum-potasyum fosfat tamponu
(pH 7,4) ile homojenize edildi. Daha sonra homojenatin 0,3 ml’ sine 0,3 ml %10

luk trikarboksilik asit eklenerek karistirildi ve 300 rpm de sanrifuj edilerek
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supernatant atildi. Pellet 6 N HCI asitle homojen bir dagilim saglanincaya kadar
homojenize edildi, daha sonra homojenat hidroliz tuplerine alinarak 100°C'de 24
saat inkiibasyon ile hidrolize edildi. inkiibasyondaki tiipler sogutularak tizerine 6
N NaOH eklenip, kangtinlarak 3000 rpm 10 santrifij edildi. Daha sonra
supernatant filtre edilerek HPLC (High Pressure Liquit Chromotograpy) sistemi
(Agilient 1100 series , Almanya) kullanilarak analiz edildi. Analitik kolon, 4.6 x
250 mm, Allsphere ODS-2, C1s 5 [Im reverse-phase kolon (HHCHROM, Waters
Spherisorb, ingiltere) idi. 50 mmol/L sodyum asetat /50 mmol/l sitrat/ 8%
metanol, pH 3.1 olan mobil faz kullanildi. HPLC analizi izokratik sartlar altinda
akis 1 ml /min. ve 274 nm de UV detector ile dlguldi. 3-NT pikleri alikkonma
zamanlarina gore belirlendi ve pikler ekzojen 3-NT (10 mol/l) eklenmesi ile pik
uclarinin  yukselmesi ile dogrulandi. Sonuglar 3-NT/total tirozin olarak
belirlendi™.

3.2.2. Histopatolojik inceleme:

Tam &rnekler deney gruplarindan habersiz ayni patolog tarafindan 1sik
mikroskopisi altinda degerlendirildi. Her érnekte en az iki farkli kesit incelendi.
Mikroskobik degerlendirme icin Olympus B X 50 1sik mikroskobu kullanildi
ve fotograflar Olympus PM10SP sistem ile gekildi.

3.2.2.1. Akciger ve Trakea Dokusunun Histopatolojik incelemesi:

Detayh doku incelemesi trakea ve akcigerin ¢ikarilmasini takiben yapildi.
Ratlarin sol akcigeri ve trakeasi histopatolojik inceleme icin ayrildi. Tim dokular
%10’luk formalin icinde 24 saat fikse edilerek, etanolde dehidrate edildikten
sonra standart parafin balmumu igerisine yerlestirildi. Parcalardan mikrotom ile
4-5 mm’lik kesitler alinarak lam Uzerinde rutin hematoksilen-eozin ile boyandi.
Hazirlanan preparatlardaki akciger ve trakea ornekleri, inflamatuar hdcrelerin
infiltrasyonu, doku 6dem formasyonu ve pulmoner yapinin incelenmesi amaci
ile 151k mikroskopisi altinda incelendi.

Sonuglar hasarin derecesine goére degerlendirilerek semikantitatif bir
histomorfolojik skala kullanilarak skorlandi’:

Skor 1 ; normal histopatoloji,

Skor 2 ; sadece birkag I0kosit infiltrasyonu,

Skor 3; orta derecede nétrofil infiltrasyonu, perivaskiler 6dem gelisimi ve

pulmoner yapida kismi destruksiyon,
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Skor 4; yogun I0kosit infiltrasyonu, abse formasyonu ve pulmoner
dokunun tamamiyla destruksiyonu olarak kabul edildi.

Trakealar ise 6dem, konjesyon ve I6kosit infiltrasyonu acisindan
degerlendirildi.

3.2.3. istatistiksel Analizler:

Batin degiskenler icin gruplar arasinda anlamh bir farkliik olup
olmadidini test edebilmek icin One-Way ANOVA test istatistigi, serum MDA ile
doku MDA degiskenleri, ayni sekilde serum MPO ve doku MPO degiskenleri
kargilagtiriimak icin Paired-Samples t testi kullaniimistir. Farklihk gozlenen
gruplarda hangi gruplarin farkllik gosterdigini belirleyebilmek icin ise c¢oklu
karsilastirma testlerinden Tukey HSD testi kullaniimistir. Bu istatistikler SPSS

11.5 paket programi kullanilarak hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Olgiimlerin Degerlendirilmesi:

4.1.1. Doku Malondialdehit Degerlendirilmesi:

Doku MDA degiskeni icin gruplar arasinda anlamh bir farkhlik
gorulmektedir (p=0,0001). Farkhliklar incelendiginde kontrol ile P grubu
arasinda, tedavi ile P grubu arasinda anlaml farkhlik oldugu gézlenmektedir.
Asagida Doku MDA degiskenindeki gruplara ait ortalama ve standart sapma
degerleri Tablo 3'de, gruplar arasi farkliliklara ait p degerleri ise Sekil 7°de

verilmektedir.

Tablo 3: Doku MDA degerlerine ait tanitici istatistikler:

Grup Ortalama + St. Sapma
Kontrol 17.84 £ 0.859
Peroksinitrit 25.38 £ 3.25
Tedavi 15.01+ 3.08
40 |
_ Grup P
i Kontrol-Peroksinitrit 0.001
é Peroksinitrit-Tedavi 0.001
-
=y
R
= -
LLI
>
a m
V1]
()]
- I
g 20
< -
= b
% m
=]
10 I

Kaontrol Feraksinitrit Tedavi

Sekil 7: Doku MDA degerlerine ait gruplar arasindaki farkliliklar ve p degerleri.
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4.1.2. Serum Malondialdehit Degerlendirilmesi :

Serum MDA degiskeni igin gruplar arasinda anlamh farklilk
gorulmektedir (p=0,0001). Farkliliklar incelendiginde kontrol ile patoloji
arasinda, kontrol ile tedavi arasinda, tedavi ile patoloji grubu arasinda anlaml
farklihk gozlenmistir. Serum MDA degiskenindeki gruplara ait tanitici istatistikler

Tablo 4’de, gruplar arasi farkliliklara ait p degerleri ise $ekil 8'de verilmektedir.

Tablo 4: Serum MDA degerlerine ait tanitici istatistikler:

Grup Ortalama + St. Sapma
Kontrol 17,73 £ 0,83
Peroksinitrit 20,47 £+ 2,21
Tedavi 11,69+ 2,02

24

- Grup P
22 Kontrol-Peroksinitrit 0.046
Peroksinitrit - Tedavi  0.001

20 4

18 A -

18 4

14 -

12 ]

SERUM MDA %95 GUWVEN ARALIKLARI

10 4

Ku:unltrul F'eru:ull{sinitrit Teu:liavi
Sekil 8: Serum MDA degerlerine ait gruplar arasindaki farkliliklar ve p degerleri.
4.1.3. Doku Myeloperoksidaz Degerlendirilmesi :
Doku MPO degiskeni icin gruplar arasinda anlamli farklihk gézlenmistir

(p=0,0001). Farkhliklar incelendiginde kontrol ile tedavi grubu arasinda anlamh

farklihk vardir (p=0,001). Asagida doku MPO degiskenindeki gruplara ait tanitici

45



istatistikler Tablo 5’de, gruplar arasi farkliliklara ait p degerleri ise Sekil 9'da

verilmektedir.

Tablo 5: Doku MPO degerlerine ait tanitici istatistikler:

0.001

Grup Ortalama + St. Sapma
Kontrol 0.88 + ,37
Peroksinitrit 2.58 + 0.66
Tedavi 4.33+2.14
! — |
T Grup
S Kontrol-Tedavi
7
|
SR
=0
E . m
2
(_r:l —
Lo
R
Z 1
= 1 —
]
= -
E i

Kaontrol

Peroksinitrit  Tedawi

Sekil 9: Doku MPO degerlerine ait gruplar arasindaki farkliliklar ve p degerleri.

4.1.4. Serum Myeloperoksidaz Degerlendirilmesi :

Serum MPO degigkeni igin gruplar arasinda anlaml farkllik goézlenmistir
(p=0,0001). Farkhliklar incelendiginde kontrol ile P grubu arasinda (p=0,001), P
grubu ile tedavi grubu arasinda anlamli bir farkhlik vardir (p= 0,001). Asagida

serum MPO degiskenindeki gruplara ait ortalama ve standart sapma degerleri

Tablo 5'de, gruplar arasi farkliliklara ait p degerleri ise Sekil 10°da verilmektedir.
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Tablo 6: Serum MPO degerlerine ait tanitici istatistikler:

Grup Ortalama + St. Sapma

Kontrol 0.53 £ ,21

Peroksinitrit 1.25+0.11

Tedavi 0.33+ .12

15

Grup P
144 - Kontrol-Peroksinitrit  0.001
H Peroksinitrit-Tedavi  0.001

124

104

SERUM MPO %95 GUWEN AR ALIKLAR

If-:icuntlrl:ul F'ern:uklsinitrit Tedlaxri

Sekil 10: Serum MPO degerlerine ait gruplar arasindaki farkhliklar ve p

degerleri.

4.1.6. Doku 3- Nitrotirozin/ Total tirozin Degerlendirilmesi :

3-NT/ Total Tirozin bakimindan gruplar karsilastirildiginda aralarinda
anlamli farkhlik gézlenmigtir (p=0,001). Farkliliklar incelendiginde kontrol ile
peroksinitrit grubu arasinda anlamli bir farkliik go6zlenmistir (p=0,001).
Peroksinitrit grubu ile tedavi grubu arasinda anlamli bir farklilk vardir (p=0,001).
Doku 3-NT/ Total Tirozin degiskenindeki gruplara ait ortalama ve standart
sapma degerleri Tablo 7°de, gruplar arasi farkliliklara ait p degerleri ise Sekil

11’de verilmektedir.
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Tablo 7: 3-NT/ Total tirozin degerlerine ait tanitici istatistikler:

Grup Ortalama + St. Sapma
Kontrol 1.17 £ 0.41
Peroksinitrit 3.17 £0.43

Tedavi 1.17+ 0.41

e JNe

g |

= o B Grup P
3 Kontrol-Peroksinitrit  0.001
i “ Peroksinitrit-Tedavi ~ 0.001
% 06 -

&

2

CRRLE — T

L] o

iz

= o 1

2

[ 1

-

=

Hnﬁtrnl F'erui-:sinitrit Tédavi

Sekil 11: 3-NT/ Total tirozin degerleri ait gruplar arasindaki farkhliklar ve p

degerleri.

4.2. Isik Mikroskopisi Bulgulart:

4.2.1. Akciger ve Trakeanin Histopatolojik Degerlendirilmesi :

Akciger dokularinin 1s1k mikroskopu ile degerlendirilmesi sonucunda
gruplar arasinda peribrongiyal ve perivaskuler I0kosit infiltrasyonu, 6dem ve
destriksiyon bakimindan istatistiksel olarak anlamli farkhilik saptanmistir
(p=0,001). Farkhliklar incelendiginde Peroksinitrit grubu ile tedavi grubu
arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir farklihk goérilmektedir (p=0,001).
Peroksinitrit grubunda noétrofil 16kosit infiltrasyonu, perivaskiler 6dem, akciger
yapisinda kismi yikimin daha belirgin hale gelmis oldugu goérilmektedir (Resim
3). Tedavi grubu histopatolojik gérinimu, az sayida notrofil I16kosit infiltrasyonu

(Resim 2) ile normal akciger histopatolojisi goériniminde idi (Resim 1).
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Gruplarin akciger skorlarina ait tanitici istatistikler Tablo 8'de, gruplar arasi

farkliliklara ait p degerleri ise Sekil 12 ’de verilmektedir.

Tablo 8: Akciger skorlarina ait tanitici istatistikler:

Grup Ortalama + St. Sapma
Kontrol 1.17 £ 0.41
Peroksinitrit 3.17 £0.43

Tedavi 1.17+ 0.41

4.0 1

Grup P
ER Kontrol-Peroksinitrit 0.001
Peroksinitrit-Tedavi 0.001

30 A

2.5 1

20

15 -

ui} 1]
10 -

AKCIGER SKORLARI % 95 GUVEN ARALIKLAR

Kaontrol Peroksinitrit  Tedawi

Sekil 12: Akciger skorlarina ait gruplar arasindaki farkliliklar ve p degerleri.

Trakeanin histopatolojik degerlendiriimesinde peroksinitrit grubunda 48.
saatte belirgin hale gelen epitelyumda deskuamasyon, submukozada taze
kanama alanlari ve konjesyon saptandi (Resim 4). Tedavi grubunda trakeada

patolojik bir degisiklige rastlanmadi.
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dokusu (HE, x100).

Resim 1: Kontrol grubu; normal akciger
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Resim 3: Peroksinitrit grubu; alveol duvarinda orta derecede notrofil 16kosit
infiltrasyonu
(HE, x100).

Resim 4: Peroksinitrit grubu; trakeada yuzey epitelinde kismi deskuamasyon ve
konjesyon (HE, x200).
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5. TARTISMA

Akcigerler normal hucre metabolizmasi surecinde de olusan, baslicalari
superoksit ile hidrojen peroksit olan SOR’'ne bagh oksidan madde yuklne
surekli olarak maruz kalmaktadir. inflamasyon, sepsis, hemorajik sok, travma,
iskemi-reperfuzyon hasari, ¢coklu kan transfizyonu, pankreatit, hiperoksi gibi
birgok patolojik surecgte ayrica ¢gevreden alinan ozon, nitrojendioksit veya sigara
dumaninda yuksek oranlarda bulunan oksidan maddelerin inhalasyonu gibi
durumlarda, s6z konusu oksidan yuk daha da artmaktadir. Bu oksidan yukun
akut yada kronik akciger hasarina yol agabilecegi bilinmektedir'*>"3,

inflamasyon sonucu olusan hiicre hasarina ait mekanizmalar ile ilgili
goruslerin gogunun temeli noétrofil ve I6kosit aktivasyonuna dayanir. Notrofil
aktivasyonu sonucunda SOR’nin, intraselller proteazlarin ve aragidonik asit
metabolitlerinin salinimi yaninda, makrofaj ve trombositlerden aciga c¢ikan
medyatorler de doku hasarina katkida bulunur. Hidrojen peroksit, hidroksil
radikalleri ve sUperoksit anyonlari gibi oksidanlar aktive nétrofillerden toksik
miktarda salinir. SOR hucre lipid membranlarinda yapisal bozukluk yaparak
hicre hasarina neden olur. Membran lipidlerinin peroksidasyonu, hucre
mebraninin akigkanhgini; elastikiyetini ve gegirgenligini azaltarak membran
batunliGgunun bozulmasina yol acar. Ayrica bu radikaller, hucre igi iyonize
kalsiyum duzeylerini surekli artirarak mitokondri fonksiyonlarinin inhibisyonuna,
ATP duretiminin azalmasina ve radikal Ureten enzimlerin aktivasyonuna bagli
olarak hucreler Uzerinde sitotoksik etki meydana getirerek, doku hasarina ve
birgcok hastalia neden olurlar?!2426:27:36

Akut akciger hasari ve ARDS’ye yol agan ¢ok c¢esitli faktorler mevcut olup
ortak ozellikleri inflamasyondur. AAH'Inda histopatolojik degisiklikler akciger
hicrelerinde SOR’nin olugsmasi ile baslar. Daha sonra bdlgede noétrofillerin
artmasi, aktive olmalari ve bu hucrelerden buyluk miktarlarda serbest
radikallerin salinmasi ile hasar ilerler. Olusan reaktif oksijen ve nitrojen turleri,
hem dogrudan hem de dolayh etkileri ile inflamatuar hasara katkida bulunur.
SOR’nin hiicre ve dokularda yol actigi hasarlarin baginda lipid peroksidasyonu
gelmektedir. Bunun sonucunda hicre zarinin yapi ve fonksiyonu degisir. Lipid
peroksidasyonu, lipid peroksitlerin aktif aldehid ve diger karbonil bilesiklere

doénusmesi ile sona erer. Malondialdehid, alkoller, etan ve pentan olusan son
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urinlerden bazilaridir. MDA, stabil yapisi ve Olgulebilirligi sayesinde lipid
peroksidasyonunun gdstergesi olarak kullanilmakta ve doku hasarinda lipid
peroksidasyonu siddetini yansitmaktadir'#73.74.36.60-63

Bir serbest radikal olan nitrik oksit, nitrik oksit sentazin L-arjinin ile
etkilesimi  sonucu olugur. NO solunum sisteminde, solunum yollar
fonksiyonunun endojen modulasyonundan, pulmoner vaskuler tonusun
regulasyonuna, patofizyolojik ~ durumlarda ise  proinflamatuvar ve
immunomodulatér mediyator olarak ¢ok cgesitli rollere sahiptir. cNOS ile Uretilen
NO normal fizyolojik olaylarin surdurulebilmesi igin gerekli iken, INOS ile
uretilen ylUksek konsantrasyonlardaki NO ise oksidatif hasari artirir. Sepsis ve
inflamasyonda iINOS enziminin tetiklenmesi sonucunda NO Uretimi artar®23'-3%,
NO’in ¢esitli inflamatuar durumlarda asiri salinmasinin, AAH/ARDS gibi
akcigerlerdeki patofizyolojik sirecler ile iligkili oldugu disinilmektedir™. Fazla
miktarlarda Uretilen NO’in, stperoksit radikalleri ile reaksiyona girerek oldukga
gucli sekilde oksidatif doku hasarina yol acgan sitotoksik peroksinitrit
olusturdugu ve NO'in inflamatuar etkilerinden bu peroksinitritin sorumlu oldugu
gosterilmistir’. Peroksinitrit dokularda ¢ok hizli yikildigindan dolayi dlgiilemez,
bu nedenle tirozin ile oksidasyonu sonucu olusan 3-nitrotirozin, peroksinitrit
seviyelerinin belirlenmesi amaciyla kullaniimaktadir. Akcigerin inflamatuar
hastaliklarinda 3-nitrotirozin seviyelerinde artig oldugu bildirilmigtir. Lokositlerin
infiltrasyonu ve aktivasyonuyla karakterize inflamatuvar ve infektif hastaliklarda
peroksinitrit olusumunun bir gdstergesi olarak 3-nitrotirozin saptanmaktadir®,

Domuz ve tavsanlarla yapilan galismalarda, peroksinitrit uygulamasinin
invivo ve invitro olarak hava yollarinda epitelial barier ve bronsial duz kas
hiicrelerinde hasar olusturdugu bildirilmistir'®"’®. Farshid ve ark.”® yaptiklari
calismada, intratrakeal peroksinitrit uygulamasindan 2 saat sonra trakeada
O0dem, konjesyon ve l6kosit infiltrasyonu, akcigerde ise fokal konjesyon ve
ekslidasyon, brongial epitelde dejeneratif degisiklikler saptamislardir.
Inokulasyondan 24 ve 48 saat sonra inflamatuar siirecin daha da ilerledigini ve
alveoler boslugu dolduran eksuda ile yaygin I6kosit infiltrasyonu geligtigini,
alveoler septada incelme konjesyon ve odem olustugunu bildirmislerdir. Bizim
calismamizda da ratlara peroksinitritin intratrakeal uygulanmasi ile benzer

sonuglar elde edilmis olup, solunum vyollarinda inflamatuar ve dejeneratif
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degisikliklere neden oldugu histopatolojik skorlama ile istatiksel olarak
gOsterilmistir.

Akciger transplant olgularinda antioksidan durum ve oksidadif stresin
incelendigi bir calismada, plazma ve BAL sivisinda lipid peroksidasyonunun son
urinu olan MDA'nin yukseldigini ve postoperatif bir yila kadar yiksek kaldigi
bildirilmistir’®. Meyanci ve ark.” tavsanlarda intratrakeal hidroklorik asitle
olusturduklari AAH modelinde, plazma ve BAL'daki MDA dlzeylerine bakarak
lipid peroksidasyonu uUzerine olan etkileri arastirmis ve sonug¢ olarak MDA
duzeylerinin ileri derecede arttigini saptamigtir. Bizim ¢alismamizda da benzer
sonuglar alinmig olup, akciger hasarinin gosteriimesi agisindan hem doku
hemde serum MDA seviyelerinin kontrol grubuna gore ileri derecede artmis
oldugu gozlenmigtir.

MPO; PMNL'lerin sitoplazmasinda azurofilik grandller halinde
bulunur. Asil fonksiyonu nétrofilin membran i¢ yuzinde lokalize NADPH-
oksidaz ile birlikte molekuler oksijenden oksidan bazi maddeler Uretmektir.
Baslangigta NADPH-oksidaz molekuler oksijenden superoksit radikali Gretir.
Ardindan SOD ile uretilen hidrojen peroksit, klor (Cl), brom (Br). iyot (l) gibi
halojenlerle birlestirip guglu oksidan ajanlar olan hipoklorik asit, hipobromik asit
ve hipoiyodik asidi olusturmaktadir. Bunlar ylzey aktif ajanlar olup bakteri,
mantar, virus gibi butln biyolojik materyalleri parcalayabilirler. Dokularda higbir
sekilde bulunmamasi nedeniyle dokuda inflamasyonun siddetini ve invaze
olan noétrofillerin miktarini  tayin  etmede, doku MPO aktivitelerinin
dlclilmesi buylk 6nem tagimaktadir. Ozellikle histolojik preparasyonun
yapillamadigi durumlarda veya daha detayli sonu¢ almak gerektiginde doku
MPO aktivitesinin 6lgimi daha da 6nem kazanmaktadir®.

Yapilan calismalar, akciger hasari ya da inflamatuar olaylarda, artmig
olan peroksinitrit aktivitesi ile birlikte, MPO aktivitesi, MDA degerleri ve PMNL
infiltrasyonlarinda artis  oldugunu gostermistir®™®,  Muijsers ve ark.®
calismasinda peroksinitrit'in hava lumenine direkt olarak uygulanmasini takiben
bronkoalveoler lavajda PMNL sayilarinda anlamli bir artis saptamistir. Bizim
calismamizda da literaturdeki ¢alismalarla uyumlu bicimde doku ve serum MPO
aktiviteleri ile MDA degerlerinin peroksinitrit grubunda, kontrol grubuna gore
anlamli derecede artmis oldugu gozlendi. Histopatolojik incelemede de yuksek

MPO konsantrasyonu olan grupta yogun PMNL infiltrasyonunun oldugu géraldu.
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Ratlarda intestinal iskemi reperfiizyon olusturularak yapilan bir calismada
artmig nitrik oksit ve peroksinitrit dizeylerinin uzak organ olarak akciger hasari
olusturdugu histopatolojik olarak gosterilmis ve akcigerlerde MDA ve 3NT/total
tirozin diizeylerinde belirgin derecede artis belirlenmistir®. Yine ratlarla yapilan
bagka bir ¢alismada, alt ekstremite iskemi reperflizyonu sonrasi, uzak organ
olarak akcigerlerde, doku MDA ve 3NT duzeyleri, MPO aktivitesi,
bronkoalveoler lavaj analizi ve doku histopatolojik incelemesi ile peroksinitrit
araciligi ile akciger hasarinin gelistigi gosterilmistir®®. Bir diger calismada,
akciger hasarinda 3-NT degerlerinde anlamli derecede artis oldugu gosterilmis
ve bununda peroksinitritin etkisine bagh oldugu bildirilmistir®'. Farelerin hava
yoluna direkt peroksinitrit uygulamasi ile yapilan bir calismada, 06zellikle
epiteliyal tabaka ile submukozada yaygin bigimde 3-NT toplandigi
gosterilmigtir®.

Nonenzimatik hucre igi dnemli bir antioksidan olan GSH, tim doku ve
vucut sivilarinda bulunmasina ragmen Ozellikle akciger dokusu ve BAL
sivisinda yuksek seviyelerde bulunur. GSH, oksidatif streste H,O. ile
reaksiyona girerek GSGG formuna donusur. Boylece GSH seviyesi ya da
GSH/GSGG oraninin tespiti oksidatif stres belirleyicisi olarak kullanilir.
AAH/ARDS'de BAL sivisinda GSH aktivitesi ve konsantrasyonu azalmistir.
Yapilan calismalarda, intravendz olarak GSH veriimesi, GSH dlzeylerinde
yukselme olugsturamamakta, ancak GSH sentezi N-asetil sistein ve prosistein
tarafindan stimule edilebilmektedir. Bu prekirsorlerin verilmesi ile plazma
eritrosit, notrofil ve BAL sivisindaki GSH konsantrasyonu artmaktadir’-2:81-83.87,

AAH/ARDS’de, SOR’nin énemi belirlendikten sonra pekg¢ok antioksidan
ajan tedavi yada hasarin azaltiimasi amaciyla denenmeye baglamigtir. Askorbik
asit, tokoferol, flovonoidler gibi diyet antioksidanlari SOR’nin oksidatif
hasarindan koruyabilmektedir. N-asetil sistein ile yapilan AAH/ARDS tedavi
calismalarinin erken sonuglari Umit vericidir. Ancak c¢alismalarda mortalite,
ventilator tedavi siiresi ve oksijenizasyonda farklilik saptanmamigtir’281-83.87,
Domuzlarda endotoksinle olusturulan akut akciger hasarinda antioksidan ve
steroidlerin etkilerini arastiran bir galismada, endotoksinin provoke ettigi I6kosit
aracili akciger vaskuler hasarinin steroid ve antioksidanlar ile minimale

indirildigi bildirilmigtir™.
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Etil piruvat, guglu bir antioksidan ve SOR temizleyicisi olan piruvik asitten
turemis basit bir alifatik esterdir. Piruvat’dan daha kararli molekuler yapiya sahip
bu bilesimin oksidatif hasara kargi hlcreleri koruyabildigi ve ayrica etkili anti-
inflamatuar 6zelligi de bulundugu bir c¢cok invivo ve invitro calisma ile
gOsterilmistir'”'®. Iskemi, hemorajik sok ve SOR’nin neden oldugu akut bdbrek
yetmezligini de iceren bir ¢ok calisma, bu bilesimin oksidatif hasara karsi
hiicreleri koruyabildigini gostermistir’>'. Piruvatin H,O, ve OH" gibi SOR’nin
etkili temizleyicisi olmasi, redoks bagimli bu bilesimi, cesitli patolojik
durumlarda, tedavi edici bir ajan olarak kullaniimasi yoninde arastirmacilari
tesvik etmisti. Ornegin; Salahudeen ve ark.”® sodyum piruvatin bir
¢Ozeltisini uygulamanin, SOR-aracili akut bébrek yetmezlikli rat modelinde,
bobrek fonksiyonunu korudugunu gdstermistir. Diger arastirmacilar,
piruvat ile tedavinin myokardial, intestinal veya hepatik
iskemi/reperflizyonla olusan hasari duzelttigi bildirilmistir’®’. Sodyum
piruvat iceren c¢ozeltinin, galaktoz®” yada diabetle indiiklenen katarak
formasyonunu®, stroke' ve hemorajik soku' ayrica galaktoz®, fruktoz®®
veya oksidanlara® maruz kalinmasiyla olusan goéziin lensine ait hasara
kargi yararli etkisinin oldugu, invitro hayvan modellerinde gdsterilmistir.
Etil piruvatin lipopolisakkarit ile uyarilmis, iL-6 ve nitrik oksit sekresyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir'®. Ratlarla yapilan intestinal ve hepatik iskemi
reperflzyonda, lipit peroksidasyonun gostergesi olarak MDA duzeyleri galisiimis
ve artmis MDA duzeylerinin, EP ile tedavi uygulanan grupta belirgin olarak
azaldigi gosterilmis, bunun da EP’nin SOR temizleyici oldugunu destekledigi
bildirilmistir®”. Woo ve ark." bu bulgulari destekler yonde, koroner arter
oklizyonu ile olusturduklari iskemik hasar rat modelinde, EP tedavisi ile hasar
boyutunun o6nemli oOlgide geriledigini ve kardiyak lipit peroksidasyonunu
iyilestirdigini gostermislerdir. Yang ve ark.® farelerde etanol ile olusturulan ve
akut alkolik hepatitle seyreden akut karaciger hasari modelinde, EP
uygulamasindan sonra bu sendroma 0zgu histopatolojik ve biyokimyasal
anormalliklerin dizeldigini, lipit peroksidasyonunu gerilettigini gdstermigtir. Yu ve
ark.®’ nin ratlarda serebral arter okliizyonu ile olusturduklari serebral iskemik
hasar modelinde, EP’nin sinir hdcresini bu hasardan korudugu gosterilmigtir.

Biz yapmis oldugumuz bu ¢alismada akciger ve trakea’da peroksinitrit ile

olusturdugumuz hasarin  duzeltimesi amaciyla EP kullandik. Bizim

56



calismamizda da yukarida belirttigimiz orneklerdekilere benzer sonuglar alinmis
olup, havayoluna direkt olarak peroksinitrit uyguladiimiz grupta, doku 3-
NT/total tirozin degerlerinin kontrol grubuna goére anlamh derecede artmis
oldugu, EP grubundaki degerlerin ise dustk oldugu goruldu. EP ile tedavi
uyguladigimiz grupta serum ve doku MDA konsantrasyonunun, kontrol grubu ile
hemen hemen ayni oldugu dikkat ¢ekmigtir. Tedavi grubu ile peroksinitrit grubu
arasinda serum ve doku MDA konsantrasyonlari bakimindan istatistiksel olarak
anlamh farklihk gézlenmistir. Bu go6zlem, olusan akut akciger hasarinin
peroksinitrite bagli olustugunu ve tedavi amaciyla verilen EP’nin de bu hasari
engellemis oldugu tezini destekler niteliktedir.

Literatir taramasinda EP’nin akcigerdeki antioksidan 6zellikleri Gzerine
yapilmis 06zglin bir calismaya rastlamadik. Calismamizda, EP ile tedavi
uyguladigimiz grubun tim biyokimyasal ve histopatolojik verileri peroksinitrit
grubu ile karsilastirildiginda, anlaml derecede duzeldigi ve kontrol grubuna gok
yakin degerlerde oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismamizda, EP’nin antioksidan
etkisine yonelik farkl organlarda yapilmis diger calismalari destekler bulgular
elde edilmigtir. EP bu etkiyi nonenzimatik reaksiyonla dogrudan peroksinitrit ve
H.O,'i etkin bicimde temizleyerek OH' radikali olusumunu engelledigi, dolayl
olarak da metabolik etkisi ile NADPH olusumu ve GSH/GSGG oranini artirarak

antioksidan etki gosterdigi kanaatindeyiz.
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6. SONUG VE ONERILER

6.1. Sonug :

1) Deney hayvanlarina (ratlara) intratrakeal peroksinitrit uygulayarak akut
akciger ve trakea hasari basarili bir sekilde olusturulmus ve bu hasar 1sik
mikroskopisinde, histopatojik semikantitatif skorlama yontemi ile gdsterilmistir.

2) SOR’ne bagh olarak olusan oksidatif hasar, lipid peroksidasyonu
gOstergesi olan artmis doku ve serum MDA duzeyleri ile gosterilmigtir.

4) Inflamasyondaki rolii gok iyi bilinen ve doku PMNL invazyonunun
gostergesi olan MPO aktivitesinin doku ve serum duzeyinde arttigi gérulmus ve
peroksinitritin PMNL akimulasyonunda roli oldugu ortaya konmustur.

5) Peroksinitritte olusturdugumuz akut akciger hasari ve trakea
hasarinda, peroksinitritin stabil bir son Grinlt ve ayni zamanda dokuda protein
hasari belirteci olan 3-NT/Total tirozin degerlerinde anlamli derecede artis
oldugu goérulmastir. Bu artis oksidatif akut akciger hasarinin peroksinitritin
oksidan etkisine bagli olarak gelistiginin bir gostergesidir.

6) Tedavi grubunda, antioksidan ve antiinflamatuar Ozelligi nedeniyle
verilen EP’in, peroksinitritle olugturulan akut akciger ve trakea hasari geligimini,
calisilan tum biyokimyasal parametreler ve histopatolojik inceleme ile belirgin
olarak onledigi gozlenmistir.

Calismamizda planladigimiz hedeflere ulasiimisg, ratlara peroksinitritin
intratrakeal uygulamasinin, solunum yollarinda inflamatuar hasara ve
dejeneratif degisikliklere neden oldugu gosterilmistir. EP’in, histopatolojik skoru
disurmesi, MDA, MPO ve 3-NT/total tirozin konsantrasyonunu azaltmasi
olusan hasarin engellendigi tezini desteklemistir.

Sonug olarak, intratrakeal peroksinitrit ile akut akciger ve trakea hasari
olusturdugumuz rat modelinde, EP uygulanmasinin serum ve doku MDA ile
MPQO dizeylerini dusurdigu dolayisiyla lipid peroksidasyonunu engelledigini
gOzlemledik. Bu veriden yola gikilarak EP "in lipid peroksidasyonu ve oksidatif
hasari 6nlemede etkili oldugu sonucuna vardik. Bu etkinligin, EP’nin
literaturlerde de belirtildigi gibi, olusan hidrojen peroksit ve hidroksil radikalini

etkin bir bicimde temizleyerek gercgeklestirdigi kanaatindeyiz.
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6.2. Oneriler:

Akciger hastaliklarinin  6nemli kisminda serbest radikaller rol
oynamaktadir. Bu hastaliklarin iginde mortalitesi yuksek olan AAH/ARDS de
vardir.  YUksek konsantrasyonlarda  peroksinitrit  proteinler, lipidler,
karbonhidratlar, nikleik asitler ve diger biyomolekullerle reaksiyona girerek
onlarin oksidasyonuna yol agar. Peroksinitritin hucresel hasardaki molekuler
mekanizmasi ve hucresel sinyal ileti yolagi ile ilgili calismalar c¢ok sinirli
sayidadir. Peroksinitritin  patolojik olaylardaki rolinin ve mekanizmasinin
arastiriimasi akciger hastaliklarinin aydinlatilmasi agisindan 6nem tasiyacaktir.

Cok merkezli olarak surdurulmekte olan akciger hastaliklari
patogenezleri ve serbest radikal temizleyicileri ile ilgili galismalar igcerisinde, ilk
arastirma sonugclari Umit verici olan bir serbest radikal temizleyicisi EP’in, farkh
akciger hastaliklarinin tedavisinde yeni bir tedavi yaklagimi olarak daha fazla

arastirilmasina ihtiya¢ oldugu kanisindayiz.
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ARDS
ATP
BAL
DAH
DNA

EP

FAD
FiO,
FMN
GSH
GSH-Px
GSSG
GSSG-R
GST

H:0:
HOCI
IL
KAT
KOAH
LOO
LOOH
LTB,
MDA
MOY
MPO
NADPH
NF-kB

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

Akut akciger hasari

Akut respiratuar distress sendromu
Adenozin trifosfat

Bronkoalveolar lavaj

Diffuz alveolar hasar
Deoksiribonukleik Asit

Elektron

Etil piruvat

Flavin adenin dinukleotid

inspire edilen havadaki oksijen konsantrasyonu
Flavin mononukleotid

Gulutatyon (redulkte glutatyon)
Glutatyon peroksidaz

Glutatyon disulfid (okside glutatyon)
Glutatyon Reduktaz
Glutatyon-S-Transferaz

Hidrojen radikali

Hidrojen Peroksit

Hipoklorit iyonu

interl6kin

Katalaz

Kronik ostruktif akciger hastaligi
Lipid peroksil radikali

Lipid hidroperoksit

Lokotrien B.

Malondialdehit

Multi organ yetmezIigi
Myeloperoksidaz

Nikotinamid adenin dinlkleotid fosfat

Nukleer faktor-kappa B
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NO
NOS

0,
OH*
PAF
PARS
PaO;
PCWP

PEEP

PMNL
SOD
SOR
TNF

Nitrik oksit

Nitrik oksit sentaz

Radikal

Superoksit anyon radikali

Hidroksil radikali

Platelet activating factor (platelet aktive edici faktor)
Poli (ADP-Riboz) sentaz

Arteriyel kandaki parsiyel oksijen basinci

Pulmonary capillary wedge pressure (pulmoner kapiller wedge

basinci)

Positive end expiratory pressure (ekspirasyon sonrasi pozitif

havayolu basinci)
Polimorfonukleer I16kosit
Superoksit dismutaz
Serbest oksijen radikalleri

TUmor nekroz faktoru
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