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1. GIRIS

L-arginin yan zinciri olarak bir guanidinyum grubu ve noétral pH’da pozitif yiik
tasiyan, bazik bir aminoasittir. Viicutta sentez edilen arginin ¢ok sayida fizyolojik
olayda yer alir. Protein, iire, kreatin, L-prolin, L-ornitin, poliamin, agmatin ve NO
sentezinde gorev alan bir aminoasittir. Bununla beraber prolaktin, biiyiime hormonu,
insiilin benzeri biiylime faktorii uyarimi gibi biyolojik etkileri de vardir (1). Arginaz
ise, argininin diger azotlu bilesiklere doniisiimiinii kolaylastirarak arginin yikiminda
rol alan Onemli bir hidrolitik enzimdir.  Arginaz enziminin iki izoenzimi
bulunmaktadir. Bunlar Arginaz tip I (A-1) ve Arginaz tip Il (A-1I)’dir. A-l izoenzimi
sitozolik bir form olup karacigerde baskin olan tiptir ve lirogenezde primer rol alir.
A-1l izoenzimi ise mitokondrial matrikste yerlesmistir ve eritrositler ile diger

ekstrahepatik dokularda bulunur (2).

Nitrik oksit (NO), azot monoksit veya nitrojen monoksit diye de bildigimiz bir gaz
molekiiliidiir, hemen hemen biitiin biyolojik sistemlerde yer alir ve lipofilik yapisi
sayesinde bircok membrandan gecer. NO, L- argininden NADPH varliginda L-
sitriilin olusumu sirasinda NOS (nitrik oksit sentaz) ile iiretilir. Dolayisiyla arginaz
ve NOS enzimleri ayni substrati kullanmaktadir. 3 tip NOS vardir. Bunlar noronal,
indiiklenebilir ve endotelyal tiptir. NOS; makrofaj, mast hiicresi, notrofil,
nonadrenerjik-nonkolinerjik noronlarda, fibroblastlarda, vaskiiler diiz kasta, arteryel

ve venoz endotel hiicrelerinde ve epitelyum hiicrelerinde bulunmaktadir (3).

NO, bir¢ok fizyolojik ve patolojik siiregte rol oynayan ¢ok onemli bir radikaldir.
Damar genisletici, hiicre koruyucu, trombosit agregasyonunu ve diiz kas
proliferasyonunu Onleyici, immiin modiilatdr, mikroorganizma ve timor hiicresi
oldiirticii bir dizi etkisi bilinmektedir (4). NO’nun etki mekanizmasi biiyiik oranda
ortamda bulunan Ca*™ konsantrasyonuna baglidir. Fizyolojik kosullarda NO, soluble
guanilat siklaz (sGS) ve siklik guanosin 3’ 5’- monofosfat (cGMP)’i aktive eder.
Ayrica NO’nun ¢cGMP’den bagimsiz sinyal yollar1 da bildirilmistir  (5). NO,
eslesmemis bir elektrona sahip oldugundan bir serbest radikal olarak adlandirilir.

Oksijen ve siiperoksit radikalleriyle reaksiyona girerek reaktif nitrojen ve oksijen



tiirlerini olusturur. Serbest radikallerin niikleik asitleri, proteinleri, lipitleri ve

karbonhidratlari okside etmeleri ise ciddi hiicre hasarlariyla sonuglanir (6).

Son yillarda reaktif oksijen metabolit iiretiminin fizyolojik sinirlarin iizerinde oldugu
zaman ne gibi sonuglara yol acabilece§i konusunda yapilan calismalar pek ¢ok
hastaligin patofizyolojisinde serbest radikallerin de rolii oldugunu ortaya koymustur.
Serbest radikallerin kanser, inflamasyon hasar1 ve kimyasal toksisite gibi olaylarin
gelismesinde rol aldigi bilinmektedir. Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin
hiicre membraninda bulunan poliansatiire yag asitlerini etkilemesi sonucu meydana
gelen zincirleme bir reaksiyondur. Lipid peroksidasyon diizeyinin olgiilmesinde en
¢ok kullanilan test tiyobarbitiiriik asit (TBA) testi ile lipid peroksidasyon olaymin

son tirtinii olan MDA nin 6l¢iilmesidir (7).

Plevral efiizyon rutin pratikte sik karsilasilan klinik problemlerden olup, genellikle
sistemik bir patolojinin veya baska bir organa ait hastalifin komplikasyonu olarak
goriiliir. Plevral eflizyonun en sik goriilen nedenleri; konjestif kalp yetmezligi,

malignite, pnémoni ve tiiberkiiloz olarak bildirilmistir (8).

Akcigerler hem yiiksek oksijen basincina hem de yiiksek oksidan konsantrasyonuna
maruz kalan tek organdir (9). Plevra sivilarinda tani amagli serbest oksijen
radikalleriyle ilgili cok az calisma bulunmaktadir. Oksidatif stresin ¢esitli belirtecleri,
akciger hastaliklarinda kan, balgam, BAL (bronkoalveoler lavaj) sivisi, plevra sivisi
ve ekshale solunum havas: gibi cesitli biyolojik orneklerde tespit edilebilmektedir
(10). Bu ornekler oksidatif stresin hem lokal hem de sistemik etkilerinin
bulundugunu gosterir. Ancak serbest radikallerin lokal {tretimi ve plevral
hastaliklardaki rolii tam olarak bilinmemektedir. Serbest radikaller normal
metabolizmanmn yan iiriinii olarak olusabildigi gibi infeksiyon, inflamasyon,
karsinogenezis, ilag ve diger =zararli kimyasal maddelerin etkisiyle de

olusabilmektedir.

Plevral hastaliklarda rol oynayan immiinolojik ve molekiiler mekanizmalarla ilgili
bilgiler olduk¢a azdir. Belirli hastaliklarda, belirli hiicrelerle infiltrasyon o6n
plandadir. Inflamasyonda mezotel hiicreleri tarafindan ¢ok sayida mediator ve

protein rol oynar. Bu mediatérlerden birisi de NO’dur (11). NO savunma



mekanizmasinin yani sira, homeostatik mekanizmada da 6nemli rol oynamaktadir.
NO diizeyleri inflamatuvar olaylarda ¢ok Yyiiksek diizeylere ¢gikabilmektedir ve insan
akcigerinde NOS’un 3 tipinin vaskiiler yatakta, havayolunda ve parankimde eksprese

edildigi gosterilmistir.

Tiim bunlar birlikte degerlendirildiginde arginin ve nitrik oksit metabolizmasi ile
plevral siv1 etyopatogenezi arasinda bir iligki olabilecegi diisliniilebilir. Buradan yola

cikarak bu tez ¢alismasinda arastirmay1 planladigimiz maddeler sdyle siralanabilir:

e  Plevral sivisi olan malignite, pnomoni veya konjestif kalp yetmezligi (KKY)
tanis1 almig ii¢ grup hastanin plevral sivi ve serumlarinda glikoz, albiimin, total
protein, LDH (laktat dehidrogenaz) ve ADA (adenozin deaminaz) diizeyleri
gibi biyokimyasal bazi parametreleri birbiri ile karsilastirmak,

e  Bu ii¢ grup hastanin plevral sivilarinda arginaz ve nitrik oksit sentaz (NOS)
enzim aktiviteleri ile nitrik oksit (NO) ve malondialdehit (MDA) diizeylerini
Olcmek ve birbiri ile kargilastirmak,

e  Olgiilen bu degiskenler ile plevra sivilarinin olusum mekanizmalari arasindaki

olast iligkiyi tartigmak.

Bu amagla Ankara Atatirk Goglis Hastaliklar1 ve Gogiis Cerrahisi Egitim ve
Arastirma Hastanesi’ne basvuran plevra sivisi tespit edilmis hastalar ¢alismaya dahil
edilmistir. Malignite, pndmoni veya KKY tanisi alan ve bu hastaliklara bagl plevra
stvist  birikmig olan hastalardan tani ve/veya tedavi amaciyla alinan sivi
orneklerinden ¢alismamiz igin de bir miktar ayrilmis ve sayilan parametreler

incelenmistir.

Literatlire baktigimizda, pnomoni, malignite ve kalp yetmezligine bagli olusan
plevral sivilarda, bizim arastirdigimiz parametrelerin hepsini birden igeren baska bir
calismaya rastlayamadik. Calismamizin arginaz, NO, NOS ve MDA’ ’nin bu ii¢ grup
hastalikta birlikte incelenmis olmasi bakimindan yeni g¢aligmalara yol gosterici

olacag diisiincesindeyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Arginin ve Arginin Metabolizmasi

L-arginin (2-amino-5-guanidinovalerik asit) yan zinciri olarak bir guanidinyum
grubu ve notral pH’da pozitif yiik tasiyan, bazik bir aminoasittir. Molekiil agirlig

174,2 g/mol’diir. Alkolde az ¢6ziiniir, eterde ¢oziinmez.

Viicutta sentez edilen arginin ¢ok sayida fizyolojik olayda yer alir. Cocukluk ¢aginda
ve protein sentezinin arttig1 gebelik donemlerinde besinlerle alinmasi gerektiginden

dolayi, yar1 esansiyel olarak kabul edilir (12).

Arginin; protein, tre, kreatin, L-prolin, L-ornitin, poliamin, agmatin ve NO
sentezinde gorev alan bir aminoasittir. Bununla beraber prolaktin, biiylime hormonu,

insiilin benzeri biiylime faktorii uyarimi gibi biyolojik etkileri de vardir (1).

HN

S

CNH(CH2)3CH(NH,)COOH
S
H.N

Sekil 2.1. L-Argininin kimyasal yapisi1 (13).

Arginin metabolizmasinin biiylik boliimii karacigerde iire siklusunda meydana gelir.
Arginin, sitriilinden argininosiiksinat sentaz (ASS) ve argininosiiksinat liyaz (ASL)
tarafindan sentezlenir ki bu enzimler iire siklusunun 3. ve 4. enzimleridir (14).
Metabolizmanin diger boliimii bobrekte meydana gelir ve arginin sitriilinden
olusarak kan dolagimina verilir. Olusan arginin NOS tarafindan tekrar sitriiline
dontisebilir. Diger taraftan arginin, lire siklusunda arginaz tarafindan hidrolize
edilerek ornitin ve iireye ¢evrilir. Sonug¢ olarak NOS ve arginaz enzimleri ortak

substrat olarak arginini kullanirlar (16).
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Sekil 2.2. Arginin metabolizmasi (15).
(CPS I: karbamoil fosfat sentetaz I, CP:karbamoil fosfat, PC;piriivat karboksilaz, OCT;
ornitin karbamoil transferaz, ASS; argininosiiksinat sentetaz, ASL; argininosiiksinat

liyaz, NMMA; N“-monometil-L-Arginin, ADMA; asimetrik N, N*-dimetil-L-Arginin)



Endojen arginin analoglari; agmatin, N-Monometil-L-Arginin (NMMA) ve asimetrik
N-dimetil-L-Arginin (ADMA) NOS inhibitorleridir (15).

Arginin nitrojen dengesinin temelini olusturan esansiyel bir aminoasittir.
Yetiskinlerde arginin sentezinin ¢ogu renal proksimal tiibiillerde olusan sitriillinden

gerceklesir. Sitriilin, glutamin ve prolinden ince barsakta da sentezlenir.

L-glutamin
L-glutamat
L-glutamil gama fosfat

l

L-glutamil-gama-semialdehit «— prolin -5-karboksilat «— prolin

|

L-ornitin

l

L-sitrillin

L-arjininosiiksinat

!

L-ARGININ

Sekil 2.3. Arginin sentezi (16).

Arginaz (L-arginin iire hidrolaz veya amidinohidrolaz) arginini iire ve ornitine
ceviren hidrolitik bir enzimdir. Karaciger, arginaz aktivitesinin en yliksek oldugu
dokudur. Ekstra hepatik dokulardaki aktivitesi karacigerden belirgin olarak daha
diisiiktiir. Bu dokularin basinda eritrositler, 16kositler, trombositler, plazma, bobrek,

iskelet ve kalp kasi, beyin, barsak, akciger ve pankreas gelmektedir (17-20).
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Sekil 2.4. Arginaz enziminin katalizledigi reaksiyon (21).

Arginaz, tetramerik bir yapiya sahiptir. Bu yapinin olugmasi, enzimin 1siya
dayanikililiginin artmasi ve inaktive olmasini onleyebilmek igin Mn** iyonlarina
ihtiyag vardir. Mn** iyonlar1 arginaz enziminin maksimum aktivite gdstermesini
saglamaktadir. Arginazin dogal substrati olan arginini hidrolize edebilmesi igin
optimum pH’nin 9,4-9,8 arasinda olmasi gerekir. Enzim aktivitesi pH 7,4 te %10-30
oraninda azalirken, pH 7’nin altinda ise ortadan kalkmaktadir (22-27).

Arginaz enziminin iki izoenzimi oldugu tespit edilmistir. Bunlar Arginaz tip I (A-I)
ve Arginaz tip Il (A-II)’dir. A-I izoenzimi sitozolik bir form olup karacigerde baskin
olan tiptir ve tirogenezde primer rol alir. A-1l izoenzimi ise mitokondrial matrikste
yerlesmistir ve eritrositler ile diger ekstrahepatik dokularda bulunur. A-I esas olarak
iire sentezi ve amonyagin detoksifikasyonu ile ilgili iken, A-II’nin ornitin, glutamat,
prolin gibi poliaminlerin biyosenteziyle ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Toplam

arginaz aktivitesinin %98’inden A-I izoenzimi sorumludur (2, 28).

Arginaz | ve II’1 kodlayan iki gen arasinda farklilik olsa da kdoken olarak ortaktirlar.
Immiinolojik 6zellikleri, molekiiler 6zellikleri ve ekspresyonlar1 farklilik gosterir.
Yaklagik ayni biiyiikliiktedirler, aminoasit rezidiilerinin %50’den fazlasit aynidir ve

enzimatik fonksiyon igin aktif bolgeleri %100 homoloji gosterir (28).



Tablo 2.1. Arginaz I ve Arginaz Il izoformlarinin karsilastiritlmasi (29).

Subiinite Molekiiler Agirlhik 35.000 40.000

(Da)

Mn ~ ihtiyvaci (mmol/L) 20 2

Isolésin ile inhibisyon

Immiin sistemde arginaz I ve II'nin ekspresyonlarmin artis1, immiin sitokin cevabina

yol acar. Arginaz [ ve II’nin artigi, immiin yetersizlik ile ilgili hastaliklarin

patofizyolojisinin anlagilmasinda énemli rol oynayabilir (2).

Arginaz enzimi, argininin ire, ornitin, prolin, poliaminler, glutamin ve glutamat
doniistimiinii kolaylastirarak arginin yikiminda onemli bir rol alir. Arginin iire
dongiisii  yolu ile amonyak detoksifikasyonu i¢in nitrojenin taginmasinda,
depolanmasinda ve atiliminda elzem bir aminoasittir (30). Sekil 2.5’de argininin,
protein sentezi, NO olusumu, agmatin, ornitin, sitriilin ve kreatin sentezine dogrudan,

prolin, glutamat ve putressin sentezine de ornitin {izerinden katilim1 goriilmektedir.
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Sekil 2.5. Argininin katildig1 metabolik yollar (16).

2.1.1. Arginazin inflamasyon ve Karsinogenezdeki Rolii

Arginaz ekspresyonunun inflamatuar kosullar altinda, gesitli hiicre ve dokularda
yiikseldiginin 6nemli kanitlart vardir. Yapilan ¢aligmalarda yara yerinde makrofaj
kaynakli arginaz aktivitesinin, inflamasyon ve enfeksiyonda, konak dokularin
lyilesmesinde yalnizca NO sentezi i¢in substrat olarak arginini uzaklastirarak degil,
ayrica, kollajen sentezi icin gerekli olan prolinin sentezi i¢in ornitin meydana

getirerek bir rol oynadigi fikrine neden olmustur (16).

Poliaminler hiicre proliferasyonunda ¢ok Onemlidir. Arginazin artmasindan Otiirii
yiikselmis ornitin seviyeleri karsinogenez gelisimiyle baglantil1 olabilir. insan meme

kanseri hiicrelerinde arginaz seviyeleri yiliksek bulunmustur. Arginaz II’nin, 6zellikle



mide ve kolon kanseri, akciger kanseri ve renal hiicre karsinoma hastalarinda
yiikseldigi belirtilmistir. Prostat kanserli hastalarin serumunda da arginaz seviyesi
yiiksek c¢ikmistir. Ayrica arginaz aktivitesinin insan derisinin skuamoz ve bazal
hiicreli karsinomalarinda da arttig1 gosterilmistir. Dolayisiyla arginazin bir timor
belirteci olarak kullanilabilecegi merak edilmekte ve bu konuyla ilgili birgok

arastirma yapilmaktadir (28, 31).

Stratus ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada meme kanserinde preoperatif donemde
serum arginaz aktivitesinin saglikli kadinlardan 4 kat yiiksek oldugunu bulmuslardir.
Bu arastirmacilara gore serum arginaz aktivitesi meme kanserinde duyarli bir

belirtectir (32).

Leu ve arkadaglari kolorektal kanserli hastalarda serum arginaz aktivite diizeyini
arastirmiglardir. Arastirma sonucunda kolorektal kanserli dokularin normal mukozal

dokulara gore 2 kat fazla arginaz aktivitesine sahip oldugu gorillmiistiir (17).

Wu ve arkadaglart gastrik kanserli hastalarda plazma arginaz aktivitesini kontrollere

oranla yiiksek saptamiglardir (33).

Konarska ve arkadaglar1 kolorektal karsinomlarda arginaz aktivitesinin normal
mukozadan en az 10 kat yiiksek ve adenomlarda goriilen hafif dereceli displazide en
az 3 kat yiiksek oldugunu bulmuslardir. Incelenen lezyonlara yakin mukoza
morfolojik olarak normal olsa da arginaz aktivitesi normal mukozaya goére onemli
oranda yliksek olup bu yiikseklik tiimorde bulunan displazinin derecesi ile ilgili

bulunmustur (34).

2.2. Nitrik Oksit (NO)
2.2.1. Nitrik Oksitin Tarihgesi

Nitrik oksit molekiil agirligr 30,006 g/mol olan bir gazdir. NO, serbest radikal
yapisindadir ve yart omrii ¢ok kisa olup 20-30 saniyedir. NO, lipofilik 6zellikte olup,
yiiksek konsantrasyonlardaki NO oksijensiz ortamda olduk¢a stabildir ve suda
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¢oziinme Ozelligi gosterir. Diislik konsantrasyonlarda ise, ortamda oksijen varliginda
dahi stabilitesini koruyabilir. NO’nun {izerinde yiik tagimamasi ve eslenmemis
elektron bulundurmasi onu Onemli bir mesajc1 yapar. Yani yiiksiiz oldugu icin
hiicreden hiicreye hi¢cbir bariyerle karsilasmadan kolaylikla gecer ve eslenmemis

elektrona sahip olmasi nedeniyle hizli reaksiyona girer (35).

1980’lerde Furchgott ve Zawadzki asetilkolin gevsemesi i¢in endotelli damardan
endotelsiz damara gegebilen ve kisa yart Omiirlii bir maddenin bu gevsemeden
sorumlu oldugunu ileri siirmiigler ve endotel kaynakli gevsetici faktér (EDRF) ismini

vermisglerdir (36).

1983’de Ferid Murad’in grubu EDRF’nin cGMP bagimli bir gevseme olusturdugunu
gozlemlemistir.1986 ve 1987 yillarinda Furchgott ve L. Ignarro, birbirinden ayri
olarak EDRF’nin NO olabilecegini iddia etmislerdir. 1987 yilinda da Salvador
Moncada’nin grubu, NO’nun L-arginin aminoasidinden sentezlendigini ve bu

sentezin basamaklarini ortaya koymustur (37).

1992°de NO yilin molekiilii segilirken, 1998 yilinda Furchgott, Ignarro ve Murad’in
NO’nun kardiyovaskiiler sistemde sinyal iletimiyle ilgili ¢aligmalar1 nobel 6diiliine

layik goriilmiistir.

2.2.2. Nitrik Oksit Sentezi

NO, L-argininden sitriilin olusumu sirasinda, L-argininin guanidin nitrojen grubunun
hidroksilasyonu ile olusan ara iirlindiir. Sentez i¢in nikotinamid adenin diniikleotit
monofosfat (NADPH), kalmodulin, oksijen ve dort kofaktére (hem, flavin
mononiikleotit, flavin adenin diniikleotit ve tetrahidrobiyopterin) ihtiya¢ vardir (38).
Viicutta bir¢ok dokuda NO sentezlenmektedir. NO, endojen L-argininden nitrik oksit
sentaz (NOS) enzim sistemi tarafindan sentezlenir. Islev sonrasinda NO hizli ve
kararli bir sekilde okside edilerek inaktif bilesikler olan nitrit ve nitrat gibi son

tirinlere doniistir.

11
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Sekil 2.6. NO olusumu (39).

2.2.3. Nitrik Oksit Sentaz Izoformlar:
Nitrik oksit sentaz enzimleri tige ayrilir (40).

Noronal (NNOS veya NOS-1): Beyin, nonadrenerjik ve nonkolinerjik periferik

sinirler ve akciger, pankreas, mide ve uterus gibi dokularda bulunur.

Indiiklenebilir (iNOS veya NOS-2): Immiinolojik uyaranlarla indiiklenir ve

neredeyse biitiin ¢ekirdekli hiicrelerde bulunur.
Endotelyal (eNOS veya NOS-3): Endotel hiicrelerinde bulunur.

eNOS ve nNOS diisiik miktarlarda siirekli olarak eksprese edilir ve kalmodulin
varliginda sitoplazmik iyonize kalsiyum artigina paralel olarak ekspresyonlar artar.
Kalsiyumun hiicre icine akisi, NO’nun hizla iiretilmesine neden olur. Hiicre i¢i
iyonize kalsiyum azalmaya basladigi an ise enzim inaktif forma gegerek NO {iretimi

durmaktadir. Buna karsin iNOS, cesitli sitokinler ve diger uyaranlar tarafindan
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makrofajlar ve diger bazi hiicre gruplarmin aktive edilmesiyle indiiklenerek NO

sentezine katilir ve bunun i¢in de kalsiyum artisina ihtiyag duymaz (41).

Viicutta NO konsantrasyonu diizenli olarak diisiik seviyelerde dalgalanmalar gosterir
ve eNOS ve nNOS tarafindan kontrol edilir. Bu iki enzimin sentezi
posttranskripsiyonel seviyede kontrol edilirken, iNOS niikleer faktor kappa B gibi
transkripsiyonel faktorlere cevap olarak sentezlenir (42). iNOS kalsiyum ve uyarici
ajanlardan bagimsiz calistig1 i¢in aktivitesi daha uzundur. Bunlara bagli olarak
iNOS’un trettigi NO seviyesi, fizyolojik sinirlarin oldukea iistiindedir. Bu durum
hiicresel siiperoksit anyon varliginda olduk¢a toksik olan peroksinitrit anyonunun
olusmasina neden olur. Bunun sonucunda da lipit peroksidasyonu, DNA
fragmantasyonu, protein hasari gibi nedenlerle hiicresel hasar olusabilir. Sonug
olarak diisiik konsantrasyonlardaki NO, hiicresel fonksiyonlar1 pozitif olarak

diizenlerken, yiiksek konsantrasyonlarda hiicre iizerinde toksik etkiler yaratabilir.

Tablo 2.2. NOS izoformlari ve 6zellikleri (43).

Tanim eNOS nNOS iNOS
Kromozom 7 12 17
Yapl Homodimer Homodimer Homodimer
Molekiil agirhig 135 kDa 155 kDa 130 kDa
<DNA bayiikligii 4.4 kb 10,0 kb 4,1 kb
Diizenleme Ca/Kalmodulin Ca/Kalmodulin Gen transkripsiyonu
Kofaktorler NADPH, FAD, FMN, NADPH, FAD, FMN, NADPH, FAD, FMN,
BH,, Hem BH,, Hem BH;, Hem
Uyaran ACh, bradikinin, ATP, No&ro-uyarict aminoasitler, IL-1, TNF-a,
ADM, proliferasyon, stres Ostrojen NF-xB, IFN, endotoksin,
doku hasari
NO Uretimi Diistik (pM) Disiik (pM) Yiiksek (pM)
Hiicre Tipleri Endotel hiicreleri, Néronlar, iskelet kas Endotel hiicreleri,

diiz kas hiicreleri

hiicreleri, kalp kasi
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2.2.4. NOS inhibitorleri ve Donérleri

NOS izoformlar1 normal kosullarda ve patolojik durumlarda birbirinden farkli
amaclarla NO sentezlerler. Bu nedenle izoformlara 6zgii inhibitorlerin kullanimi

hastaligin tedavisi sirasinda komplikasyonlara neden olmamasi i¢in 6nemlidir.

L-arginin analoglart NOS enzimlerinin inhibitérleri grubunu olustururlar. Ayrica
alkil grubu igeren analoglar da vardir. Bunlar, L-NMA (L-N-Metil arjinin), L-NNA
(L-N-Nitro arjinin) ve L-SMTC (S-Metil L-Tiyositriilin)dir. Bu analoglar 3 izoformu

da inhibe edebilirler. L-NMA arginin bagimli makrofajlarin sitotoksisitesini onler.

NO donorleri ise, NO organik vazodilatorleridir. Etkilerini gosterebilmek igin dnce
NO’e doniismeleri gerekir. Gliseril trinitrat (nitrogliserin) gibi organik nitratlar veya
nitritler NO saliniminda kullanilmakta, S-Nitrosoglutatyon gibi S-Nitroso bilesikleri,
hem NO iiriinleri i¢in deneysel bir ara¢ olarak hem de tedavilerde kullanilmaktadir

(44)

2.2.5. NO Etki Mekanizmasi

NO’nun etki mekanizmalari biiyiik oranda ortamda bulunan Ca** konsantrasyonuna
baglidir. Fizyolojik kosullarda NO, soluble guanilat siklaz (SGS) ve siklik guanosin
3’ 5’- monofosfat (cGMP)’i aktive eder. Ayrica NO’nun cGMP’den bagimsiz sinyal
yollart da bildirilmistir (5). NO guanilat siklaz enziminin hem grubuyla reaksiyona
girerek cGMP olusumuna ve protein fosforilasyonuna neden olur. cGMP, farkli
dokulara degisik mesajlar1 tasiyan ikincil habercidir. Sinyal iletiminde ¢dziiniir

guanilat siklaz NO ile aktive edilir.

GTP Guanilat siklaz » 3-5-cyclic GMP + PPi (pirofosfat)

NO, siklik guanilil siklaz1 aktive ettigi konsantrasyonlarda mitokondrial elektron
transport zincirinin terminal komponenti olan sitokrom c oksidaz enzimini geri

dontisimlii ve oksijenle yarismali olarak inhibe eder (45). Sitokrom oksidaz enzimi
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memelilerde hiicresel oksijenin %90’1indan fazlasini tiiketir. Sitokrom oksidaz enzimi
sitokrom cFe*?’yi sitokrom cFe™’ e oksitlerken, molekiiler oksijeni suya rediikler. Bu
sirada mitokondriyal matriksten membranlar aras1 bosluga H* transfer edilir. Bu
iyonlarin tekrar matrikse gecisi ATP (Adenozin 5’-trifosfat) sentezi ile olur.

Asetllookn 2
Bradilon

= (_m@ 1@,‘4 Ty

GTP \
Salchl: GhAP

R
Sekil 2.7. NOS’un aktive edilmesi NO sentezlenmesi (46).

NO, sitokrom oksidazi inhibe ederek adeta metabolik hipoksi meydana
getirmektedir. NO tarafindan hiicre solunumu inhibe edildigi zaman mitokondriden
bir Ca™ ¢ikis1 gergeklesir, bu da Ca™ bagimlh proteazlarin aktive olmasina neden
olur. Intraselliiler Ca™ seviyesindeki artislar mitokondriyal dehidrogenazlar1 aktive
edebilir. Bu durumda, akut hipoksi Ca™ un hiicre igine girisine ve NO sentezinin
artisina sebep olabilir. Bdylece, ortamin oksijen konsantrasyonu azaldikca hiicrelerin

oksijen ihtiyacini azaltarak kendini adapte ettigi de sylenebilir (47).

2.2.6. Nitrik Oksitin Inflamasyon ve infeksiyondaki Rolii

Interferon veya bakteri lipopolisakkaritleri tarafindan aktive edilen makrofajlar
bliyiik miktarda NO sentez ederler. Aktivasyonun olmadigi durumlarda
makrofajlarda NOS bulunmaz. Indiiksiyondan sonra enzim sentezi ve dolayisiyla NO

sentezi meydana gelmektedir. L-Arginin-NO yolunun indiikklenmesi, saatlerce hatta
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giinlerce devam eden NO sentezine neden olmaktadir. Ancak asirt NO sentezi
hiicreler i¢in oldukg¢a zararlt etkiler meydana getirmektedir. Makrofaj kaynakli NO,

bakteri, parazit ve tiimor hiicreleri tizerinde sitotoksik etki yapmaktadir (48).

NO, bakteri, parazit gibi bir¢ok patojenin ve tiimdr hiicrelerinin ATP iireten oksidatif
fosforilasyonun, glikolizin, TCA siklusunun Fe*" iceren bazi enzimlerini inhibe
etmekte ve sonugta bakteri, parazit ve timor hiicrelerini 6ldiirmektedir (49). NO,
hedef hiicrelerde, DNA sentezinin hiz kisitlayic1 enzimi olan riboniikleotit rediiktazi
bloke eder ve hiicre DNA’sinin deaminasyonu ile bu hiicrelerde sitostatik etKi
meydana getirir. Ayrica NO’nun bazi viriislerde viral replikasyonu inhibe ederek
antiviral etki olusturdugu bildirilmistir. Ozellikle monositlerde L-Arjinin-NO yolu,
timoOr hiicreleri  ve ¢ok Onemli bir

mikroorganizmalara karsi savunma

mekanizmasidir (50).

Inflamatuar cevap sirasinda nitrik oksit damarlarda énemli rol oynar. Vaskiiler diiz
kas gevsemesini saglayarak trombosit agregasyonunu ve adezyonunu engeller,
16kositlerin toplanmasini engeller ve mast hiicrelerinin indiikledigi inflamasyonun

Oniine gegmeye calisir.

NO’dan tiireyen reaktif oksijen tiirlerinin antimikrobiyel 6zellikleri vardir. Peroksi
nitrat, 5- nitrozotiyol ve nitrojen dioksit gibi bu tiirevler mikrobiyal DNA ve lipit

yapilarini par¢alama 6zelliklerine sahiptir (51).
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Sekil 2.8. Makrofaj kaynakli NO, bakteri, parazit ve tiimor hiicreleri iizerinde
sitotoksik etki yapmaktadir (52).
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2.2.7. Nitrik Oksitin Solunum Sistemi Uzerindeki Etkileri
Nitrik oksit olustuktan sonra:
1) Methemoglobine, nitrite (NO2") veya nitrata (NO3” déniiserck inaktive olabilir.

2) Siiperoksit anyonlar1 (O2) ile birleserek peroksinitrite (ONOO-) doniisebilir.
Peroksinitrit, hidroksil radikalleri (OH") ve tirozinle (Tyr) birleserek nitrotirozini

olustururlar. OH™ ve ONOO- astim patogenezinde rol alan molekiillerdir;

3) Guanil siklaz aktivasyonu ile cGMP’yi artirarak diiz kas gevsemesine neden

olabilmektedir (53).

/ Inak rivasyonu 3"-|r||u-m-u.1|n|-i|m.Hlﬁ:.NU:
N+ Tyr—me  nitrotirozin

NITRIK OKSIT —®pombsinicic ™ N+ 02 — ONOO e

Epirel kayka
dOMP Ci= kas |.|_.f'._il volu ||i|1.'l'l'l.'illcli‘.'ill.':~'l
ST ||'!'.|r||||:.‘|

Akrivasyonu gEvEe Nes - =
Plazma eksixdasyonu

Sekil 2.9. NO olustuktan sonra (53).

Solunum havasinda NO (saglikli bireylerde 5-10 ppb) ve bronkoskopik lavaj ve
indiiklenmis balgam oOrneklerinde NO metabolitlerinin saptanmasi, NO’nun hava
yollarinda sentezlendigini gosteren bulgulardir (54). Nitrik oksidin akcigerdeki
hiicresel kaynaklari, epitel hiicreleri, pulmoner arter ve venlerin endotel hiicreleri,
inhibitér nonadrenerjik sinirler, diiz kas hiicreleri, mast hiicresi, mezotel hiicreleri,
nétrofil, makrofaj ve lenfositlerdir. Ug NOS izoformu da akcigerde mevcuttur. Ozgiil
olarak NOS 1, inhibit6ér nonadrenerjik nonkolinerjik néronlardan salinir, NOS III ise
endotel hiicrelerinde yer alir. NOS II normal hava yolu epitelinde yer alir ve

sitokinler, endotoksin ve reaktif oksijen radikalleri tarafindan indiiklenir (55).
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Ekshale edilen nitrik oksidin potansiyel kaynaklari, pulmoner dolagim, alt ve {ist
hava yollar1 ve paranazal siniislerdir. Ozellikle iist solunum yollarinda ve paranazal
sinlislerde yiiksek konsantrasyonlarda NO sentezlenmektedir. Nitrik oksidin yiiksek
oranda yayilabilme kapasitesi, hemoglobine baglanabilme kapasitesinin oksijene
gore 3000 kat daha fazla olmasi ve akcigerdeki zengin damar yapisi, pulmoner

dolasimi NO igin biyolojik bir atik deposu haline getirmektedir (56).

Tablo 2.3. Nitrik oksitin akcigerdeki fonksiyonlar: (53).

YARARLI TARARLI
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peroksmitnt reonlan olusturmast

Bronkodilator bir gaz olan nitrik oksit, ayn1 zamanda bronsiyal dolasimda potent bir
vazodilatator olmasi nedeniyle de plazma eksiidasyonu ve inflamatuar mediatdrlerin
bronsiyal epitelde birikmesine yol agabilir. Sentez edildikten sonra hava yollarindaki
inflamatuar hiicreler tarafindan olusturulan siiperoksit anyonla birleserek, gerek
direkt olarak gerekse de toksik hidroksil radikalleri olusturarak havayollarinda
epitelyal hasara yol acarlar. Bu nedenle nitrik oksitin bronsiyal inflamasyonu

belirlemede iyi bir belirte¢ oldugu kabul edilmektedir (57).

Nitrik oksit, bir serbest radikaldir. Ayrica, organizmada peroksinitrit anyonu ve
hidroksil radikali gibi ¢ok etkin radikallerin {iretilmesine neden olur. Bu radikaller
dokulara zarar verir. Ote yandan dogrudan dogruya mitokondriyal solunum zincirini

inhibe ettigi bilinmektedir (58).
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Nitrik oksit ayni zamanda serbest radikal siiperoksit tarafindan da inaktive
edilmektedir. Bdylece siiperoksit dismutaz gibi siliperoksidi ortadan kaldiran
enzimler, nitrik oksidin omriinii uzatabilir. Nitrik oksidin siiperoksitle reaksiyonu
sonunda peroksinitrit (ONOO-) olusur ki bu, oldukg¢a giiglii doku hasarina yol agan
bir maddedir (59).

Tutluoglu ve arkadaslar1 bronsiyal asttimda nazal lavajda nitrit/nitrat miktarinin
arttigini, 6zellikle bu durumun astim atagindaki hastalarda belirgin oldugunu ortaya

koymuslardir (60).

Saleh ve arkadaslar idiyopatik pulmoner fibrozisli 48 hastada makrofaj, nétrofil ve
alveolar epitellerde nitrik oksit sentetaz ve nitrotirozinin gii¢lii ekspresyonunu
gozlemlemislerdir. Peroksinitrit ile nitrik oksidin artan tretiminin bu hastalarda

oksidatif hasardan sorumlu olabileceklerini sdylemislerdir (61).

Yapilan c¢aligmalarda NOS’larin akciger kanserli dokularda da ekprese oldugu
bulunmustur  (62). Aymi zamanda NO’nun timor kan akimmi ve vaskiiler

permeabilitesini artirdigi da tespit edilmistir (63).

Fujimoto ve ark. eNOS araciligi ile olusturulan NO’nun mutajenik ve karsinojenik
aktivitesi oldugunu ve adenokarsinom tipi akciger kanserinde dnemli rol oynadigini

gostermiglerdir (64).

2.3. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Organizmanin prooksidan-antioksidan dengesinin korunmasi, saglikli bir yasam
stirdiiriilmesi i¢in ¢ok 6nemli ve gereklidir. Oksijenle siirekli temas halinde olmak
serbest radikal olusumunu da beraberinde getirir. Serbest radikal olusumundaki artisa
ve/veya antioksidan sistemdeki yetersizlige bagl olarak organizmada oksidatif stres
gelisir (65).
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2.3.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis orbitalinde ortaklanmamuis bir elektron tasiyan oldukga yiiksek
reaktiviteye sahip molekiillerdir. Omiirleri ¢ok kisa olan bu tanecikler bir an 6nce
etraflarindaki molekiillerle etkilesime girerek elektron alip kararli hale ulasmaya
calisirlar. Serbest radikaller organizmada metabolik olaylar sirasinda olusabilecekleri
gibi, radyasyon, ilaglar ve zararli kimyasal maddeler gibi ¢esitli dis etkenler

nedeniyle de olusabilirler (66).

Aerobik organizmalar yasamlarini slirdiirmek igin oksijene gereksinim duyarlar.
Oksijen hiicrede bir dizi reaksiyondan gecerek suya doniisiir. Boylece hiicre kendisi
icin gerekli enerjiyi saglar. Bu siiregte oksijenin % 2-3 kadar1 suya donilismeyip
oksijen kaynakli radikaller olusur. Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile
stiperoksit radikali, iki elektron alarak indirgenmesi ile hidrojen peroksit, ti¢lincii
elektronun eklenmesi ile yiiksek derecede reaktif hidroksil radikali, doérdiincii

elektronun eklenmesiyle de su olusur (65).

Serbest radikaller organizmada mitokondride ve hiicrenin diger fraksiyonlarinda
membrana bagli veya serbest halde bulunan pek c¢ok enzimin katalizledigi
reaksiyonlar ile olusur. Bunlar arasinda mikrozomal fonksiyonlu oksidaz sistemi,
sitoplazmik ksantin oksidaz, hiicre membranina bagli NADPH oksidaz ve

lipoksijenazlar gibi enzimlerin kataliz ettigi reaksiyonlar sayilabilir.

Aerobik organizmalarda serbest radikallerin ¢ogu oksijen ve azot kaynaklidir.
Bunlardan bir kismi radikal niteliklidir bir kism1 ise baz1 reaksiyonlara katildiktan

sonra radikallere doniigiir (65).
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Tablo 2.4. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri (67).

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) Reaktif Azot Tiirleri (RAT)
Radikaler Non-Radikaler Radikaler Non-Radikaler
Hidroksil OH" Peroksinitrit Nitroz oksit Peroksimitrit OONO ™
ONOO™ NO'
Siperoksit 05" Hipokloriz Asit | Azot Dioksit Peroksinitroz Asit
HOCI NO, ONOOH
Nitrik oksit NO® | Hidrojen  Peroksit Nitroksil NO™
H-0,
Peroksil RO, Singlet Oksijen Nitril Kloriir NO,Cl
0,
Liptd Peroksil | Ozon 05 Nitrotil Katyonu NO™
LOO"
Alkoksil RO* Lipid Peroksit Dinitrojen trioksit NaO;
LOOH
Hidroperoksil Nitriz Asit HNO,
OOH*

Bu radikaller i¢inde oOzellikle hidroksil radikali ¢ok reaktiftir. Bu radikalin
olusumunda demir ve bakir gibi geg¢is metalleri cok 6nemli rol oynar. Siiperoksit
radikali ve H,O, ¢ok zararli olmadigi halde, demirin katalitik etkisiyle hidroksil
radikaline doniigebilir. Bu donilisim Haber —Weiss/ Fenton reaksiyonlar1 olarak
bilinir. Dolayisiyla hidroksil radikali olusumunu engellemek i¢in siiperoksit

radikalinin ve H,0O,’ nin etkili enzimler tarafindan hizla metabolize edilmesi gerekir.

(Fenton tepkimesi) Fe™ + 0, — Fe2+ O

Fe*’+ H,0, ——» Fe*® + OH + OH"

H:02 + 02" s H5—~ | OH" + H20 + O (Haber-Weiss reaksiyonu)
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2.3.2. Lipit Peroksidasyonu

Serbest radikaller reaktif yapilar1 nedeniyle basta lipitler, proteinler ve niikleik asitler

olmak tlizere tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme ve onlara zarar verebilme

ozelligindedir (68).

Hiicredeki tiim molekiiller serbest radikal hasarina ugrayabilirler fakat lipitler buna
en yatkin molekiillerdir (69). Serbest radikaller lipitlerin peroksidasyonunu
baglatarak hiicre membranlarinda bulunan c¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonuna yol agarlar. Stiperoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali ve

alkoksil radikali lipit peroksidasyonunu baslatan baglica radikallerdir (70).

Lipit peroksidasyonu ¢oklu doymamis yag asidi zincirindeki a- metilen gruplarindan
hidrojen atomunun uzaklasmasi ile baslar ve bdylece yag asidi zinciri bir radikal
niteligi kazanir. Bu lipit radikali dayaniksiz bir bilesik olup bir dizi degisiklige ugrar.
fIk dnce molekiil i¢i ¢ift bag aktarilmasi ile dien konjugati olusur. Bu yag asidi
radikali oksijen eklenmesiyle hizli bir sekilde peroksil radikaline doniisiir. Bu lipit
peroksil radikalleri membran yapisindaki diger ¢ok doymamis yag asidi
molekiillerinden hidrojen atomlarini ¢ikartarak yeni reaksiyonlart baslatir, kendileri
de aciga cikan hidrojen atomlarmi alarak lipit hidroperoksitlerine doniisiir. Lipit
hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine donlismesi ile lipit
peroksidasyon reaksiyonlar1 sona erer. Lipit hidroperoksitler antioksidanlarla (o-
Tokoferol gibi) veya demir iceren proteinlerle (hemoglobin gibi) etkilenebilir;

sonugta hidrokarbon gazlar (etan, pentan) ve doymamus aldehitler (MDA) olusturur.

MDA, doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda olusan baslica bir
sekonder {irlin olup, bu iriiniin uzun 6miirlii ve yiiksek reaktiviteye sahip olmasi
sebebiyle dokulardaki diizeyleri 1960’11 yillardan gilinlimiize kadar peroksidasyonun

siddetini belirlemek i¢in kullanilmaktadir.

MDA gibi reaktif aldehitler olustuklar1 bolgeden uzaga diffiize olabildikleri i¢in uzak
bolgelerde de doku hasarina sebep olabilirler. MDA en cok linoleik asit, arasidonik

asit, doksahekzaenoik asit gibi ikiden fazla cift bag iceren doymamis yag asitlerinin
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peroksidasyonu ile olusmaktadir. Bazen eikozanoidlerin enzimatik metabolizmasi

sirasinda da ortaya ¢ikabilmektedir.

Degisik izoformlarda bulunmasi pH degisikliklerine baghdir. Fizyolojik pH’da
serbest enolat formunda bulunan MDA, amino gruplarina karsi digiik reaktivite
gosterirken diisiik pH’da reaktivitesinin artmasindan dolay1 proteinleri de olumsuz

etkilemektedir.

Hiicre membranlarinda lipit peroksidasyonu sonucu transport sistemi etkilenir, hiicre
ici ve dist iyon dengeleri bozulur. Bunun sonucunda hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonu artar ve proteazlar aktive olur. Bu olaylar hiicre hasarinda etkin bir
rol oynar. Ayrica MDA’nin DNA’nin yapisinda kirilmalara ve baz degisimlerine
neden oldugu da bildirilmektedir (65).

Lipit peroksidasyonunu tespit etmek icin kullanilan en yaygin metot kanda ve

dokuda malondialdehit (MDA) diizeyini 6lgmektir (71).

Membran fosfolipidi

[ Yag asidi serbestlesmesi

CHy(CH;)., CH; CH; 3 CH,(CH;);COOH
wANTANT AW &

C=C C=C C=C C=C
HHHHHHHH Aiigidonik sult

\ Hidrojen abstraksiyonu (-H)

< ,
1 Molekiiler diizenlenme
" o.M . COOH
l'i 1 Oksijen girigi
A ‘1 e COOH
T
;' R”.'?/ \ o0 '*
SV VWV W Y Vv ACN v VW .,,_;_cw. o O
raa - . MDA
Lipit hidroperoksit Siklik peroksit

Sekil 2.10. Lipit peroksidasyonu ve MDA olusumu (72).
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2.3.3. MDA ve Karsinogenez

Son yillarda reaktif oksijen metabolit iiretiminin fizyolojik sinirlarin {izerinde oldugu
zaman ne gibi sonuglara yol agabilecegi konusunda yapilan ¢alismalar pek ¢ok
hastaligin patofizyolojisinde serbest radikallerin de rolii oldugunu ortaya koymustur.
Serbest radikallerin kanser, inflamasyon hasari, yaslanma ve kimyasal toksisite gibi

olaylarin gelismesinde rol aldig1 bilinmektedir.

Serbest radikallerin direkt olarak DNA hasar1 yaparak ¢esitli mutasyonlara neden
oldugu (p53 tiimor siipresér geninde oldugu gibi) ve bunun da akciger kanseri

etiyopatogenezinde rol aldigi ¢esitli calismalarla ortaya konmustur (73).

Oksidanlar lehine bir oksidan / antioksidan dengesizligi, havayolu epitel hiicrelerinde
direkt hasara yol acabilir. Ayrica bu tip bir hasar anti proteazlarin oksidatif
inaktivasyonu yoluyla dolayli olarak da proteolitik etkide bir artis sonucu

gelisebilecek akciger bag dokusu hasariyla sonuglanabilir (74).

Alatag ve arkadaslari brons kanserli ve malign plevral mezotelyomali hastalarda
plazma lipid peroksit diizeylerini kontrol olgularma gore anlamli olarak ytiksek
bulmuslardir (75). Baska ¢aligmalar da akciger kanserli hastalarin MDA diizeylerini

kontrol gruplarina gére anlamli olarak yiiksek saptamislardir (76).

Gencer ve arkadaslarinin yaptig1 caligmada, akciger kanserli hastalarda oksidatif
stresin arttig1 ve bu artisin prognozu daha kotii olan kiiclik hiicreli kanserlerde daha

fazla oldugu saptanmistir (77).

Plevra hastaliklarinda ise serbest radikallerin rolii heniiz tam olarak bilinmemektedir.
Inflamatuar progeste artmis lipit peroksidasyonunun plevra boslugunda sivi
eksudasyonundan sorumlu olduguna inanilmaktadir. Hayvan modelli plorezilerde
lipit peroksidasyonu {irlinlerinin akut faz cevabi ile korele oldugu gosterilmistir.
Plevra sivisindaki MDA nin iki kaynaktan olustugu ileri siiriilmektedir. ilk kaynak
inflame kapiller yoluyla plevral bosluk i¢ine artmis oranda kagan plazma ve plazma
proteinleridir. Ikinci kaynak ise inflamatuar hiicrelerde artmis lipit peroksidasyon

yolu ile olusan lokal tiretimdir (9, 78).
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Hammouda ve arkadaslar1 63’ii eksuda ve 37’si transiida olmak tlizere 100 hastada
plevra sivist MDA diizeyini ¢alismiglar ve eksiidatif sivilarda, transiidatif sivilara

gore belirgin farkli bulmuslardir (78).

2.4. Plevranin Yapa ve Islevi

Plevra, akcigerler, mediasten, perikard, gogilis duvart ve diyaframi kaplayan ser6z bir
zardir. Akciger parankimini Orten parga visseral plevra, hemitoraksi i¢ yiizden Grten
parga ise pariyetal plevradir. Pariyetal ve visseral plevra arasinda kalan bosluga
plevral bosluk denir. Plevra yapraklar1 hilusta birlesirler ve normal sartlar altinda bu
yapraklar arasinda yapisikligi onleyecek az miktarda sivi bulunur. Bu sivi yaklasik
olarak 0,1-0,3 mL/kg kadardir ve renksiz goriinimdedir. Plevral sivi serumun
ultrafiltratidir ve seruma gore ¢ok daha az protein ve lenfosit, monosit, makrofaj ve

mezotel gibi gesitli hiicreler igerir (79, 80).

Potansiyel bir bosluk 6zelligi tasiyan ve i¢inde 20 mL civarinda sivi bulunduran
plevral araligin iic Onemli islevi vardir: Torasik organlarin hacimlerinin
belirlenmesine katkida bulunur; akcigerin kollabe olmaya egilimi ile gogilis duvarinin
disa dogru cekilme egilimi plevral araligin negatif basinci ile dengelenir. Plevral
araliktaki az miktardaki siv1 sayesinde, karsilikli duran mezotel hiicrelerinin yapisal
cikintilari, solunum hareketleri sirasinda, gogiis duvari ile akciger arasinda kaymay1
saglar. Ayrica plevral boslugun parankime gelen fazla sivinin drenaji icin de alan

olusturma gibi bir faydasi da vardir (8).

2.4.1. Plevral Sivi Dinamigi

Normal sartlarda plevra sivisinin biliylik kismi pariyetal plevranin sistemik
damarlarindan salinir. Boslukta biriken sivi yine pariyetal plevradan drene edilir.
Pariyetal plevrada dogrudan lenfatiklere agilan agizlar (stoma) vardir. Plevral sivi
drenajinin %75’1 bu agizlar ile olur. Plevra sivist kapillerler ve plevral bosluk

arasindaki onkotik/hidrostatik basing gradiyentine gore salinir ve emilir (81, 82).
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Tablo 2.5. Plevral efiizyon olusum mekanizmalar1 (83).

Kapiller Gecirgenlikte Artis ['mcvmoni
Tomar implantlan

Hidrostatik Basincta Artis Konjestif kalp vermezliai

Onkotik Basincta Azalma Hipoalbiiminemi (Siroz,
Mefrorik Sendrom vs)

Mesatif Intraplevral Arelekrazi

Basincta Artma

Lenfatik Direnajda Azalma Timir ile lenfarik obseriiksivon
Radvasyona bagh fibrozis
Yayvain lenfarik merastaz

Plevral boslukta normalden fazla sivi birikiminin iki temel nedeni vardir: artmis sivi
olusumu ya da azalmis sivi emilimi. Artmis plevral sivinin patogenezi sOyledir.
Akcigerin interstisyel alaninda artmis sivi, plevral intravaskiiler hidrostatik basingta
artma, plevral aralikta artmis protein konsantrasyonu, intraplevral basing
negatifliginde artma, peritoneal kavitede fazla sivi birikimi. Plevral s1vi emiliminde
azalma ise plevral lenfatik drenajin azalmasi, lenfatik akim obstriiksiyonu veya
sistemik vaskiiler basingta artma nedeni ile olusur. Plevral aralikta fazla sivi
toplanmas1 plevra, akciger veya lenfatikler saglamken, sadece hidrostatik ve/veya
onkotik basing degisikliklerine bagli olarak serumdan fazla ultrafiltrasyon nedeniyle
olusabilecegi gibi, dogrudan plevra, akcigerler ya da lenfatik akimda patolojik
degisiklikler sonucu da olusabilir. Birinci grupta toplanan sivi serumun bir
ultrafiltratidir yani normal fizyolojik plevral sivi ile ayni protein ve hiicre
ozelliklerini tasir, bu tip sivilara transiida nitelikli stvilar denir. ikinci durumda ise
plevral siv1 fizyolojik siviya gore daha yiiksek konsantrasyonda protein ve hiicresel

eleman igerir. Bu tip sivilara da eksiida nitelikli sivilar denir (84, 85).
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2.4.2. Plevral Sivimin Transiida/Eksiida Ayrimi

Plevral efiizyonu olan bir hastada torasentezle alinan sivinin degerlendirilmesinde
yapilacak ilk is transiida eksiida ayrimidir. Bu ayrim Light kriterleri olarak

adlandirilan ti¢ kriter ile yapilmaktadir.
Plevral s1v1 proteini/ serum proteini > 0,5 olmasi,
Plevral s1tvi LDH/ serum LDH > 0,6 olmasi,

Plevral stvi LDH > 200 IU olmasi. Bu ii¢ kriterden bir ya da fazlas1 varsa s1vi1 eksiida

niteligindedir. Hig biri yoksa transtidadir (81, 86, 87).

Tablo 2.6. Plevral siv1 transiida/eksiida ayrimi1 (83).

Mormal Pleveal Siv Ivansida Elesiida
Meotein (pleveal/serum) Q.1-0.3
LIH ¢ |"'|x'\'r'ul|,-'l.‘~x'l'l.||'|'|| <0.5 =06 =0 (-0.7
Adbiimin a.5-0.7 =0.7 =07
rH .6 7.2 <7.2
E.['ul..l'l..'lllll'lll'll 3 |'::'-\.~. h :"':'-\.‘.': > | ':. ':I':':.
Glukoz mefdlL Moz ile avim Mazma ile aym <40
LDH: Lakeik Asic Dehidrogenay

Light kriterlerinin duyarliligi oldukca yiiksek, 6zgiilliigli ise kismen daha diistik,
%75-80 arasindadir. Yani transiidali olgularin yaklasik %20-25’1 yanlislikla eksiida
tanis1 alabilir. Son zamanlarda sivinin transiida/ekstida ayrimmi Light kriterlerine
gore daha yliksek oOzgiilliikte yapabilecegi Ongoriilen parametreler g¢alisilmistir.
Ornegin; kolesterol, alkalen fosfataz, bilirubin, iirik asit gibi. Fakat bunlarin hicbiri

Light kriterlerine gore daha yiiksek 6zgiilliik verememistir (86), (88).
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2.4.3. Eksiidatif Plevral Efiizyona Sebep Olan Hastaliklar

1- Neoplastik hastaliklar
- Metastatik hastalik (akciger, meme)
- Mezotelyoma, Lenfoma

2- Infeksiyoz hastaliklar
- Bakteriyel infeksiyonlar (parapndmonik)
- Tiiberkiiloz
- Fungal (Aspergillozis, blastomikozis, kriptokozis, histoplazmoz)
- Viral, Paraziter (kist hidatik, amebiazis, askariazis, paragnomiyazis)

- Diger (aktinomikozis, nokardiyozis, abdominal abseler)

3- Kardiyovaskiiler hastaliklar
- Koroner arter bypass cerrahisi
- Postkardiak injuri sendromu
- Perikardial hastalik

4- Gastrointestinal hastaliklar
- Pankreas hastaliklar1 (pankreatit,pankreas psodokisti)
- Ozefagus perforasyonu

- Abdominal cerrahi, diyafram hernisi

5- Kollajen vaskiiler hastaliklar
- Romatoid plorezi
- Sistemik Lupus Plorezi
- llaca bagl lupus
- Sjogren Sendromu
- Churg-Straus Sendromu
- Wegener Granulomatozu
- Ailevi Akdeniz Atesi

- Immunoblastik Lenfadenopati

6- Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
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- Overin Hiperstiimiilasyon Sendromu
- Postpartum plevral eflizyon
- Endometriazis

- Fetal plevral eflizyon

7- Lenfatik Sistem Hastaliklar
- Silotoraks

- Lenfanjiomiyomatozis

8- Ilaclara Bagli Plevra Hastaliklar
- Nitrofurantoin, Dantrolen, Metiserjit, Amiodaron, Metotreksat, Prokarbazin,

Ergot Alkaloidleri, Mitomisin, Bleomisin, Bromokriptin, Klozapin

9- Diger Hastaliklar
- Asbeste maruz kalma
- Akciger Transplantasyonu
- Kemik iligi Transplantasyonu
- Radyasyona maruz kalma
- ARDS
- Sarkoidoz
- Uremi
- Amiloidoz
- Whipple Hastalig1

- Torakotomi

2.4.4. Transiidatif Plevral Efiizyona Sebep Olan Hastaliklar

1- Konjestif kalp yetmezligi
2- Siroz

3-  Nefrotik sendrom

4-  Glomerulonefrit

5- Periton diyalizi
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6- Bobrek yetmezligi
7- Urinotoraks
8- Miksddem
9-  Pulmoner emboli
10- Atelektazi
11- Sarkoidoz
12
13
14

Vena Cava Superior Sendromu 1

Meigs sendromu

Konstriktif perikardit
15- Hipoalbuminemi

16- Plevraya Serebrospinal s1vi sizmasi

2.4.5. Konjestif Kalp Yetmezliginde Plevral Sivi

Konjestif kalp yetmezliginde (KKY) plevral sivi olgularin yaklasik yarisinda eslik
eder. Tiim plevra sivilarinin %35-40’1, transiida nitelikli sivilarin %70’1 KKY’ye

baghdir (81), (89).

Kalp yetmezliginde artan pulmoner vendz basing nedeniyle kapillerlerden akciger

interstisyumuna s1vi sizar, bu sivi oradan da plevral bosluga geger.

KKY’ye bagh klinik tabloya, akciger grafisinde kalp gdlge biiylimesi ve damarsal
gorliniim artiglar ile birlikte bilateral veya az miktarda tek tarafli siv1 eslik ediyorsa
KKY nedenli sivi tanist koymak igin yeterlidir. Fakat yine de konjestif kalp
yetmezliginde tani klinik, radyolojik ve plevral sivinin biyokimyasal analizi

sonucuna gore konur.

Tedavi i¢in etkili bir dilirez gereklidir. Cok miktarda sivist olanlarda belirgin nefes

darlig1 da varsa, torasentezle 500-1000 mL s1v1 bosaltilmasi erken iyilik saglayabilir.
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2.4.6. Malign Plevral Sivi

Malign plevral sivi, malign bir hastaligin dogrudan ya da dolayli olarak plevrayi
etkilemesi sonucu olusur. Eksiidatif sivilar icinde en sik saptanan ikinci nedendir.
Malign sivilarin %75-80’inden sorumlu olan ii¢ malign hastalik vardir: akciger

kanseri, meme kanseri, lenfoma (82), (90).
Malign bir patolojide plevral sivi olusma mekanizmalar1 soyledir:

Plevranin dogrudan tutumu; bdylece, kan damarlarinin tiimoral etkilenimi ile

gecirgenliklerinin artisi.

Plevray: tutan timor dokusunun salgisi: Plevra yiizeyinin tutulumu ya da lenfatik

drenaj alaninin tutulumu ile lenfatik drenajin engellenmesi.
Silotoraks

Malign eflizyonlarin goriiniimii serdz, serdanjindz veya hemorajik olabilir. Ser6z sivi
lenfatik obstriiksiyona veya brongial lezyonun atelektazisine bagli olabilirken,
hemorajik sivi genellikle timoriin plevral tutulumuna baglidir. Malign efiizyonlar
cogunlukla eksiida karakterindedir ancak % 5 -10 kadar1 transiida niteliginde olabilir.
Bunun nedeni, lenfatik obstriiksiyonun erken dénemi, bronsiyal obstriiksiyona bagli
atelektazi veya malignitenin yaninda hastada ek konjestif kalp yetmezliginin olmasi

olabilir (91).

Malign pevral efiizyon tanisi genellikle plevral sivi sitolojisi veya plevral doku
biyopsisinde malign hiicrelerin goériilmesi ile konulur. Tiimor hiicrelerinin malign
sivida gosterilmesi malign efiizyon tanisi koydurur. Ancak alinan negatif sonug
timor olasiligini ekarte ettirmez. Plevral maligneteye bagl efiizyonlarda ilk sitolojik
incelemede %60’a varan malign hiicre goriilebilir. Eger ii¢ ayri sivi Ornegi
gonderildiyse tanm1 sanst %90°a kadar cikabilir. Plevral sitolojilerde primer veya
metastatik timdrler i¢in belirlenen sitolojik kriterler olmakla beraber, reaktif mezotel
hiicreleri tanida yanilmalara sebep olabilir. Caplar1 ve niikleuslar1 biiyliyen hiicreler
hem malign mezotelyoma hem de metastatik tiimorleri taklit edebilir. Plevra

biyopsisi ayirici tanida yararlidir. Ancak yine de tanm konulamayan durumlarda
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sitolojik  preparatlar histokimyasal ve immiinohistokimyasal olarak PAS,

miisikarmen, keratin, CEA, CD15 ile boyanarak ayirici taniya gidilmelidir (92).

Tablo 2.7. Malign plevral efiizyonun en sik goriilen nedenleri (83).

Evkek Hastalar Foadim Hastalar

Akciger Kanseri (%4500 Meme Kanseri (%40)

L enfomafLasemi (9620 Genital Sistem Tiamorleri (%620)
Crastrointestinal Sistem Tiamérleri Akciger Kanseri (" 13)
Cienitodriner Sistem T imorleri Lentoma/Lisemi

L | . Pty
Melanom Clastrointestinal Sistem Tamaorleri

2.4.7. Parapnomonik Plorezi

Pndmoni, abse gibi bir akciger enfeksiyonu gecirirken ayni tarafta eksiida niteliginde
plevral s1vi toplanmasina parapnémonik plorezi denir. Tiim plevral sivilarin yaklasik
ticte biri bu gruptadir. Pnémoni nedeniyle hastaneye yatirilan hastalarin %20-40’1nda
parapnomonik sivi gelisirken, bunlarin yaklasik %5-10"unda siv1 rezorbe olmayarak
ampiyeme ilerler (93). Tami etkenin plevral sivida, balgamda {iretilmesi gibi

mikrobiyolojik tetkikler ile konur.

Normalde plevral aralikta 3-7 ml kadar transiida vasfinda sivi vardir (94). Pnémoni
vakalarinda pnomonik alana komsu plevrada mezotelyal hiicrelerde permeabilite
degiserek proteinden zengin eksiida vasfinda siv1 hizli bir sekilde toplanmaya baslar.
Notrofiller submezotelyal kapillerlerden ve mezotelyal tabakadan gegerek plevral
siviya gecer ve plevral aralikta bakteriyel invazyona engel olmaya ¢alisir. Mezotelyal
hiicreler bakterileri fagosite ederek ve bakterisidal konsantrasyonlarda toksik oksijen

metabolitleri ve nitrik oksit salivererek bakteriyel yayimi sinirlamaya caligir (95).

Komplike olmayan parapnémonik efiizyonlar enfekte degildir, pH normal ve LDH
1000 IU’den azdir. Eksiida niteligindeki bu s1v1 baglangicta serdzanjindz bir goriintii
verir. Sorun ilerledik¢e artan PMNL’ler nedeni ile s1vi goriiniimii bulaniklagir. Plevra

boslugunun enfekte oldugu sivilar komplike parapndmonik eflizyonlar olarak
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degerlendirilir ve bu durumda metabolizmanin artmasina bagl glukoz ve pH diiser,
LDH yiikselir. Eger plevral sivinin mikrobiyolojik yaymasinda mikroorganizma
goriiliirse ampiyem olarak  degerlendirilir.  Tedavinin  temeli  antibiyotik
uygulamasidir. Erken donemde drenaj gerekmeyebilir ancak ilerleyen donemlerde

onem kazanabilir (96).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Goniillii Se¢imi

Calismamiz ig¢in Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 28 Subat 2011 tarihinde 25-487 sayili etik kurul izni alinmistir.
Aragtirmaya katilan tiim gOniillilerin  aydinlatilmis onamlar1t  alinmustir.
Calismamizda kullandigimiz numuneler 1 Mart 2011 tarihinden itibaren Ankara
Atatirk GoOglis Hastaliklart Ve GoOglis  Cerrahisi  Egitim Ve  Aragtirma
Hastanesi’ndeki hastalardan toplanmistir. Bu ¢alisma i¢in hastalara ek bir islem
uygulanmamis olup tani ve/veya tedavi amagh yapilan torasentez sonucu hastalardan
alinmak zorunda olan plevral sividan bir tiip de bizim ¢alismamiz i¢in ayrilmistir.
Yeterli sayitya ulagtigimiz 15 Temmuz 2012 tarihine kadar alinan plevral sivi
ornekleri c¢aligma giliniine kadar -80 °C de biriktirilmistir. Caligma gruplari
olusturulduktan sonra Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali Prof. Dr. Zuhal Yurtaslan1 Arastirma Laboratuvarinda MDA, NO, NOS ve

Arginaz dlgiimleri yapilmistir.

Ug ¢alisma grubu diisiiniilmiistiir. Birinci grup hastalar gdgiis hastaliklar1 kliniginde
pnomoni tanist almis olup akcigerlerinde biriken sivi light kriterleri ile
degerlendirilmis eksiida oldugu tespit edilmis, sitopatolojik incelenmesinde iltihap
hiicreleri goriilmiis ve parapndmonik sivi olarak adlandirilmistir. Ve bu grupta
toplam 28 hasta calisilmistir. Gruptaki hastalarin yaglarimin aritmetik ortalamasi

56’d1r ve hastalarin 7’si kadin, 21°1 erkektir.

Ikinci hasta grubumuz ise yine 28 kisiden olusmaktadir ve bu hastalarimiz malign
grup olarak adlandirilmistir. Ciinkii bu gruptaki hastalarimizin hepsi - farkli alt
gruplar1 olabilmekle birlikte - akciger kanseri tanisi almiglardir. Akcigerlerinde
biriken sivilarda yapilan analizlerde eksiida niteligi tasidigi ortaya c¢ikmis olup
sitopatolojik incelemelerinin sonucu ise ‘malign tiimoral hiicre iceren plevra sivist’
olarak gelmistir. Hastalarin yaslarinin aritmetik ortalamasi 62’dir ve grupta 8 kadin,

20 erkek hasta bulunmaktadir.
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Ucgiincii grup hastalarimiz 24 kisiden olusmaktadir. Yaslarinin ortalamas1 70’tir ve 4
kadin 20 erkek hasta bulunmaktadir. Bu hastalara yapilan eko (ekokardiyografi)
sonucu EF (ejeksiyon fraksiyonu) < %40 bulunmus ve kalp yetmezligi tanisi
koyulmustur. Bu gruptaki hastalarimizin akcigerlerinde de masif siv1 birikimi vardir
ve bu sivilardan yapilan incelemelerde transiida tarzi sivi oldugu ve bunun KKY

(konjestif kalp yetmezligi)’ye bagli oldugu gosterilmistir.

3.2. Gerecler

3.2.1. Cihazlar

Sanyo Ultra Low MDF-U4086S marka derin dondurucu (—80 C°)
Altus AL380 marka buzdolab1 (+4 C°)

Argelik marka buzdolabi (+4 C°)

Hassas elektronik terazi (Sartorius Basic marka)

Sabit /ayarlanabilir pipetler (Axygen, Socorex ve Brand marka)
Spektrofotometre (HeAios-a, Unicam marka)

Sorvall RMC 14 marka santrifiij

Harrier 18/80 marka sogutmali santrifiij

Heraus Labofur 200 marka sogutmali santrifiij

Whirlmix 20 W vorteks

Agitador vorteks

Grant Ins marka su banyosu
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Jelotech BW-20H su banyosu

Cesitli boyutlarda cam ve polipropilen deney tiipleri

3.2.2. Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan tiim kimyasal maddeler (triklor asetik asit, tiyobarbitiirik
asit, MnCly, arginin, ninhidrin, ornitin, HCI, siilfanilik asit, naftilendiamin) Sigma-

Aldrich ve Merck Kimya sirketlerinden saglanmustir.

3.3. MDA Diizeyinin Belirlenmesi

MDA lipit peroksidasyonunun son firiinii oldugundan dolay:r oksidatif stresin
gostergesi olarak ¢ok sik kullanilmaktadir. MDA tayini, Tiyobarbitiirik asit (TBA)
ile MDA’ ’nin reaksiyon vererek 532 nm dalga boyunda 6lgiilebilen renkli bir bilesik
vermesi esasina dayanmaktadir (97). Tetraetoksipropan standart olarak kullanilir.
Sonuglar nmol/ml olarak tanimlanir. Bu yontemde tiyobarbitiirik asitle reaksiyon

veren maddeler 6lgiiliir ve literatiirde TBARS olarak adlandirilir (98).
Deneyde kullanilan reaktiflerin icerigi:

Fosfat tamponu (pH 6; 100 mM): 2,13 g Na2HPO4 ve 11,56 g KH2POg tartilarak

distile suda ¢oziildiikten sonra hacim distile suyla 1 L’ye tamamlanur.

Trikloroasetik asit (TCA; % 20 w/v): 500 mL 0,6 N HCI iginde 100 g kat1 TCA

¢Oziilerek hazirlanir.

TBA ¢ozeltisi (% 2 w/v): 200 mg katt TBA 10 mL distile suda ¢oziiliir.

Etil alkol (% 95; v/v).
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Tablo 3.1. MDA 6l¢iim yontemine ait protokol.

NUMUNE KOR
SUPERNATAN 100 ul 100 pl
ETiL ALKOL 1ml 1 ml
FOSFAT TAMPONU 1ml 1ml
TCA 1ml 1ml
TBA 1ml

30 dakika boyunca kaynar suda inkiibe edilen deney tiipleri 4000 devirde 20 dk
stireyle santrifiij edilir. Spektrofotometrik 6lglim sirasinda kor tiiplerine 1 ml TBA
¢ozeltisi konulur. 532 nm dalga boyunda numune ve kor tliplerindeki ¢ozeltilerin

absorbanslar distile suya kars1 spektrofotometrik olarak olgiiliir.

Bu 6l¢iimde MDA standardi olarak tetractoksipropan (TEP) kullanilir (% 96; d=0,92;
MA=220,3).

TEP molaritesinin hesaplanmasi:
0,92 x 1000 = 920 g (TEP ¢ozeltisinin 1 litresinin agirligi)
920: 100 x 96 = 883,2 g (1 litre ¢ozeltideki TEP miktari)

883,2: 220,3 = 4 mol TEP (1 litre ¢ozeltide 4 mol TEP oldugu igin, ¢ozeltideki
TEP’in konsantrasyonu 4 molar (M) dir.

4 M’lik ¢ozelti etil alkolle 400.000 kat diliie edilerek, 10 uM’lik standart ¢ozelti elde
edilir. Ayn1 deney protokolii standart ve standart korii icin de uygulanir ve
spektrofotometrede absorbanslar okunur. Buna gore ‘Faktor’ degeri asagida

gorildiigi sekilde 161,3 olarak hesaplanir.

Standardin optik dansitesi (ODs) = 0,152

Standart kortiniin optik dansitesi = 0,090
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AODs = 0,062

MDA konsantrasyonu (nmol/ml) = AODn x Standardin konsantrasyonu / AODs

— AODn x 10 uM / 0,062

= AODn x 161,3

Calismamizda siipernatanlar 100 pl yerine 200 pl olarak alinmistir. Buna gore

hesaplama asagidaki sekilde yapilmistir:

MDA (nmol/ml) = AOD x 161,3 x (1/2)

=[AOD x 80,65

3.4. Nitrik Oksit (NO®) Miktar1 Ol¢iim Yontemi

Deneyin prensibi; NO”nun asidik ortamda, siilfanilik asiti diazotizasyonu ve
ardindan naftiletilendiamin ile reaksiyona girmesi esasina dayanmaktadir. Sonucta
ortaya ¢ikan renkli bilesigin absorbansi, spektrofotometrede 540 nm’de okunur.

Olgiilen deger NO* konsantrasyonuyla dogru orantilidir (99).

Kullanilan reaktifler:

Siilfanilik asit ¢ozeltisi: 10 ml distile suda 180 mg siilfanilik asit ¢oziiliir.
Naftiletilendiamin ¢ozeltisi: 10 ml distile suda 162 mg naftiletilendiamin ¢oziiliir.
Hidroklorik asit (HCI): 10 ml distile suda 50 pul %37’lik HCI ¢6ziiliir.

200 pl numuneye % 20’lik 20 ul TCA eklenir, 5 dakika siireyle inkiibe edilir. Daha
sonra 200 pl distile su ilave edilir. 5 dakika siireyle 5000 devirde santrifiij edildikten
sonra siipernatan alinir ve i¢ine kadmiyum (Cd) metali konulur. 24 saat

bekletildikten sonra asagidaki protokol uygulanir.
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Tablo 3.2. NO* 6l¢lim yontemine ait protokol

KOR NUMUNE
SUZUNTU 100 pl 100 pul
HC1 250 pl 250 pl
SULFANILIK ASIT 250 pl 250 pul
NAFTIETILENDIAMIN - 250 ul
DISTILE SU 250 pl -

Son islemden sonra tiipler 10 dk oda sicakliginda bekletilir ve daha sonra
spektrofotometrede, 540 nm’de distile suya karsi okunur. NO* konsantrasyonu,

hazirlanan standartla elde edilen OD degerinden yararlanilarak hesaplanir.
Standardin konsantrasyonu 25 mM, OD’si ise 0,1 ¢ikmustir.

Buna gore bulunan 'Faktor' degeri 250'dir.

NO* konsantrasyonu (mM) = (ODn - ODkasr) X 250

3.5. Nitrik Oksit Sentaz (NOS) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Nitrik oksit, L-argininden nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi araciligiyla olugsmaktadir.
Bu deneyin prensibi, L-argininden olusan NO*nun asidik ortamda siilfanilik asiti
diazotizasyonu ve naftiletilendiamin ile reaksiyona girmesi esasina dayanmaktadir.
Reaksiyonda olusan renkli ¢6zeltinin absorbansi spektrofotometrede, 540 nm dalga
boyunda okunur. Bulunan deger NO® konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Birim

zamanda olugan NO*® miktar1 tizerinden NOS aktivitesi hesaplanir (100).

Bu 6l¢iim yonteminde kullanilan reaktifler:

Siilfanilik asit ¢ozeltisi: 10 ml distile suda 180 mg siilfanilik asit ¢oziiliir.
Naftietilendiamin ¢6zeltisi: 10 ml distile suda 162 mg naftietilendiamin ¢oziiliir.
HCI: 10 ml distile suda 50 ul HCI ¢oziiliir.

Substrat ¢ozeltisi: 10 ml distile suda 700 mg arginin ¢oziiliir.
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Tablo 3.3. NOS enzim aktivitesi 6l¢iim yontemine ait protokol

STANDART

KOR NUMUNE KORU STANDART
STANDART - - - 100 pl
NUMUNE 100 pl 100 ul - -
ARGININ - 100 pl - -
DISTILE SU 100 pl - 200 pl 100 pl
Tiipler oda sicakliginda 1 saat bekletilir.
%20 TCA 20ul 20ul 20l 20ul
ARGININ 100 pl - 100 pl 100 pl
SU - 100 pl - -

Tiipler oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilir ve 5000 devirde 5 dakika santrifiij

edilir. Daha sonra siipernatanlar alinir ve i¢ine kadmiyum (Cd) konulan tiipler 24 saat

bekletilir ve Cd’lar ¢ikartildiktan sonra ¢aligmaya asagidaki sekilde devam edilir.

SUZUNTU 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
HCL 250 ul 250 ul 250 ul 250 ul
SULFANILIK ASIT 250 pl 250 pl 250 pl 250 pl
NAFTILENDIAMIN - 250 ul 250 ul 250 ul
DISTILE SU 250 ul - - -

Bu agsamalar da yapildiktan sonra tiipler oda sicakliginda 30 dk inkiibe edilir. Daha
sonra spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda absorbanslar okunur. Standart
olarak sodyum nitroprussid kullanilir. NOS aktivitesi standardin optik dansite

degerinden yararlanilarak hesaplanir. Buna gore ‘Faktor’ degeri 37,5 olarak bulunur.
NOS aktivitesi (IU/ml) = (AODN - AODKG6r) x 37,5
3.6. Arginaz Aktivitesi Ol¢iim Yontemi

Yontemin prensibi argininden arginaz enziminin hidroliziyle a¢ia ¢ikan ornitinin
515 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanir. Olusan

ornitin miktar1 arginaz aktivitesiyle dogru orantilidir (101).
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Hesaplamada kullanilan reaktifler sunlardir:

100 mM ninhidrin ¢ozeltisi: 2,5 gr ninhidrin 60 ml derisik glasiyel asetik asitte
¢oziiliir. Uzerine 23,9 ml distile su ile 16,1 ml ortofosforik asit koyulur tamami 100

ml olur.
10 mM MnCI, ¢ozeltisi: 1,26 gr MnCl; 1 It suda ¢oziliir.

Karbonat tamponu (75 mM; pH:9,8) hazirlanir. 3,5 gr Na,CO3 ve 3,53 gr NaHCO3 1

litrede ¢oziiliir.

25 mM arginin ¢ozeltisi karbonat tamponunda hazirlanir.174,2 mg arginin 40 ml

karbonat tamponunda ¢oziiliir.

Standart ¢ozeltisi: 2,5 mg ornitin tartilir 10 ml karbonat tamponunda 1,5 mM olarak

taze hazirlanir.

Tablo 3.4. Arginaz aktivitesi 6l¢iim yontemine ait protokol.

KOR 1 NUMUNE St KOR STANDART

NUMUNE - 50 pl - -

MnCl, COZELTISI - 50 ul - -
20 dakika 55 °C’de inkiibe edilir
ARGININ COZELTISi 0,4 ml - -
15 dakika 37 °C’de inkiibe edilir.
ARGININ COZELTISI 0,4 ml - - -
MnCI12 COZELTISI 50 pl - 50 ul 50 pl
ASETIK ASIT 1,5ml 1,5ml 1,5ml 1,5ml
NINHIDRIN COZELTISI 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml
NUMUNE 50 pl - - -
ST COZELTISI - - - 50 pl
KARBONAT TAMPONU - - 450 pl 400 pl
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Tim bu asamalardan sonra tiim tiipler 30 dakika su banyosunda kaynatilir ve hepsi
515 nm dalga boyunda distile suya karsi spektrofotometrede 6l¢iiliir. Elde edilen
optik dansiteler asagidaki formiilde yerine konularak arginaz aktivitesi hesaplanir.
Arginaz enzim aktivitesi (IU/L); 1 dakikada 37°C’de 1 umol ornitin agia ¢ikaran

enzim miktar1 olarak ifade edilir.
Standart korti 0,004 standart ise 0,487 olarak hesaplanmistir.

Arginaz enzim aktivitesi (IU/L) = [ (ODn - ODxkas:)/ (ODst-ODstkor)] x St kons x
1/15

=[ (ODn - ODka:)/ (ODst-ODstkér)] x 1500 pmol/L X 1/15

=[ (ODn - ODxks:)/ (ODst-ODstkér)] x 100

Bizim ¢alismamizda numuneler 10 kat sulandirilarak calisildigi i¢in formiile ayrica

x10 u da ekliyoruz dolayistyla son hali sdyle oluyor.

IU/L =[ (OD - ODxe:)/ (ODst-ODstkér)] x 100 x 10

3.7. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS Windows 15 paket programinda yapilmistir. Gruplardaki
degerler normal dagilim gdstermemistir. Bu ylizden non-parametrik test
kullanilmistir. Ug grubun birbiri arasindaki farkliigimi degerlendirmek amaciyla
Kruskal- Wallis varyans analizi uygulanmistir. p<0,05 i¢in sonuglar istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda pnomoni, KKY (konjestif kalp yetmezligi) ve malignitesi olan
hastalardan olusan ii¢ grup bulunmaktadir. Bu gruplarda hastalardan alinan plevra
stvilarinda NO, NOS, MDA ve arginaz 6l¢iimleri yapilmistir. Gruplar kendi i¢lerinde
normal dagilim goéstermediginden, gruplar arasinda ortanca degerler agisindan
farklarin 6nemliligi non-parametrik test olan Kruskal-Wallis varyans analizi ile
incelenmis, sonuglar ortalama+SEM ve medyan olarak verilmistir. U¢ grup arasinda
anlamli fark oldugu goriiliince, post hoc c¢oklu karsilastirma testi ile de farkliligin

hangi gruplardan kaynaklandig1 incelenmistir.

Tablo4.1. Gruplar arasi NO ve MDA diizeyleri ile NOS ve Arginaz enzim

aktivitelerinin karsilastirilmasi

Arginaz NO NOS MDA
(1TU/L) (mM) (1u/ml) (nmol/ml)
Ort+SEM Ort=SEM Ort+SEM Ort=SEM
GRUPLAR Medyan Medyan Medyan Medyan
(Min-maks) (Min-maks) (Min-maks) (Min-maks)
198,6+65,8 15,85+1,58 6,95+0,18 2,51+0,3
Pnémoni (n=28) 53,83 14,75 6,31 1,93
(16,5-1643) (8,7-56,7) (5,4-9,1) (1,2-8,1)
78,45+2 45,5+2,22 10,94+0,33 1,49+0,23
Malign (n=28) 78,67 48,25 10,93 1,08
(57,9-95) (23,7-61,7) (5,5-14,1) (0,5-5)
90,75+36,9 14,52+1,24 5,99+0,41 1,37+0,2
KKY (n=24) 16,56 13 6,54 1,25
(2-848) (8,7-39,7) (2,9-9,6) (0,4-5,4)
ANLAMLILIK (p*) 0,003 0,000 0,000 0,000
Pnomoni-malign 1,000 0,000 0,000 0,000
Pnomoni-KKY 0,027 1,000 1,000 0,000
Malign-KKY 0,003 0,000 0,000 1,000

p* <0,05 olan degerler anlamli farklilik gdstermektedir. SEM: Ortalamann standart hatasi

* Kruskal-Wallis Varyans Analizi

Min: Minimum, Maks: Maksimum
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Arginaz enzim aktivitesi agisindan degerlendirdigimizde ii¢ grup arasinda anlaml
fark ¢ikmistir (p=0,003). Gruplar arasinda ¢oklu karsilagtirma testi yaptigimizda ise
KKY grubunun ortanca degerinin, hem pnémoni hem de malign gruptan anlamli
derecede diisiik oldugunu, pnémoni ve malign gruplarin ise arginaz agisindan

birbirinden farkli olmadiklarini gormekteyiz.

Nitrik oksit (NO) diizeyleri agisindan gruplar1 karsilastirdigimizda tigli arasinda
anlamli farklilik ¢ikmustir (p=0,000). Coklu karsilastirma yapildiginda ise malign
grubun NO ortanca degeri, hem pnomoni hem de KKY grubundan anlamli derecede
yiikksek bulunmustur. Pnémoni ve KKY gruplar arasinda ise anlamli bir fark

goriilmemistir.

Nitrik oksit sentaz (NOS) enzim aktivitesi agisindan gruplar1 karsilagtirdigimizda iig
grup arasinda anlamli fark ¢ikmistir (p=0,000). Coklu karsilastirmada da sonuglar
NO ile benzer bulunmus, malign grup hem pnémoni hem de KKY grubundan
anlamli derecede yliksek cikarken, pndmoni ve KKY gruplar1 arasinda ise anlamli bir

fark goriilmemistir.

Malondialdehit (MDA) diizeylerini karsilastirdigimizda {i¢ grup arasinda anlamli
fark oldugu gortlmistiir (p=0,000). Gruplar arasi ¢oklu karsilastirmada ise pnomoni
grubu, hem malign hem de KKY grubundan anlamli derecede yiiksek ¢ikmis, KKY

ve malign gruplar arasinda ise anlamli bir fark gériilmemistir.

Ayrica ¢alismaya katilan {i¢ grup igin de ayri ayri Spearman korelasyon analizi
yapilmis gruplar icerisinde incelenen parametrelerin birbiri ile olasi iligkisi
arastirtlmistir. Yapilan bu analize gére yalnizca pndmoni grubunda arginaz ve MDA

diizeyleri arasinda pozitif korelasyon saptanmistir (p=0,002).

Hastalarin basvurduklar1 hastanede, tan1 konmasi ve transuda/eksuda ayriminin
yapilmasi amaciyla, plevra sivilar1 ve serumlarinda glukoz, total protein, alblimin,
LDH (laktat dehidrogenaz) ve ADA (adenozin deaminaz) diizeyleri otoanalizorde
Olclilmiis; bu degerler Light kriterleri ¢ercevesinde yorumlanarak plevra sivilarinin
transiida veya eksiida olduklari belirlenmistir. Buna gére pndmoni ve malign gruplar

plevral s1v1 proteini/serum proteini > 0,5 olmasi, plevral stvi LDH/serum LDH > 0,6
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olmas1 nedeniyle eksiida, KKY grubundaki hastalarin plevra sivisi ise Light

kriterlerine uymadigt i¢in transiida olarak degerlendirilmistir. Ayrica bu
biyokimyasal parametreler istatistiksel olarak incelendiginde, gruplar arasinda
normal dagilim goériilmedigi i¢in non-parametrik test olan Kruskal- Wallis varyans
analizi ile ortanca degerler yoniinden farklarin 6nemliligi degerlendirilerek asagidaki

tablo hazirlanmistir.

Tablo 4.2. Serumda ve plevral sivida gruplar arast ADA, total protein, albiimin,

LDH ve glukoz degerlerinin karsilagtiriimasi.

Pnémoni (n=28) Malign (n=28) KKY (n=24)

Medyan (Min-maks) | Medyan (Min-maks) | Medyan (Min-maks) | p”
PLEVRA
ADA 19 (4-90) 11 (2-107) 14 (2-66) 0,116
Protein 4.5 (2.5-5.7) 4,4 (2,1-5,8) 1,9 (1-3,8) 0,000
Albiimin 2,6 (1,5-3,5) 2,75 (1,4-3,8) 1,25 (1-2,5) 0,000
LDH 295 (84-1877) 244 (58-1182) 82,5 (38-176) 0,000
Glukoz 100 (36-286) 108 (8-317) 132 (75-246) 0,001
SERUM
ADA 18,5 (9-50) 15 (5-48) 28 (6-56) 0,019
Protein 6,6 (2,6-7,8) 6,8 (5-7,9) 5,95 (4,1-7,5) 0,001
Albiimin | 3,25 (2,4-4,1) 3,35 (1,9-4,8) 3,2 (1,5-4) 0,167
LDH 171 (91-366) 185 (121-1021) 177 (111-452) 0,286
Glukoz 107 (79-255) 116 (69-375) 128 (78-256) 0,175

p* <0,05 olan degerler anlamli farklilik gdstermektedir.

Hastalardan alinan plevral sivilarda 6l¢iilen ADA enzim aktivitesi diizeyleri ii¢ grup

arasinda anlamli bir fark sergilemezken, protein, albiimin, LDH ve glukoz diizeyleri

gruplar arasinda anlamli farklilik gostermistir.
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Hastalardan plevral sivi 6rnekleriyle es zamanli alinan, transiida-eksiida ayrimi igin
degerlendirilen serumlarda olgiilen parametreler istatistiki olarak
degerlendirildiginde, serum ADA ve protein diizeyleri ii¢ grup arasinda anlamli fark
gostermis fakat, albiimin, LDH ve glukoz diizeyleri gruplar arasinda anlamli bir fark

gostermemistir.
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5. TARTISMA

Nitrik oksitin, lizerinde yiik tasimamasi ve eslesmemis elektron bulundurmasi,
kendisinin hiicreden hiicreye hicbir bariyerle karsilasmadan kolaylikla gegmesini
saglamaktadir. Nitrik oksit, tasidigr eslesmemis elektron nedeniyle bir radikal
molekiil olarak isimlendirilebilir. Serbest radikaller her konsantrasyonda hiicreler
icin zararli iken, nitrik oksit diisilk konsantrasyonlarda c¢ok o©nemli fizyolojik
islevlerde rol almaktadir. Ancak asir1 ve kontrolsiiz nitrik oksit sentezi hiicreler icin
zararli olmaktadir. Nitrik oksit, bu 6zellikleri ile ¢ok ideal bir fizyolojik haberci
molekiil 6zelligi kazanmaktadir (46, 48).

Plevral eflizyon transiida veya eksiida niteliginde olabilir. Plevral eflizyon
etyolojisinde; pndmoni, malignite, kalp yetmezligi, kollajen doku hastalig1 gibi
bir¢ok neden olabilir. Plevra hastaliklarinda rol oynayan immiinolojik ve molekiiler
mekanizmalar ile ilgili bilgilerimiz oldukc¢a azdir. Belirli hastaliklarda, belirli
hiicrelerle infiltrasyon 6n plandadir. Inflamasyonda mezotel hiicreleri tarafindan
salinan ¢ok sayida mediatdr ve protein rol oynar. Bu mediatorlerden birisi de NO’dur
(11). Yapilan deneysel ¢alismalarda plevral mezotel hiicrelerinin sitokin ve
lipopolisakkarid indiiksiyonu ile NO sentezini arttirdiklar1 gdsterilmistir. Bu

proinflamatuvar sitokinler ile nitrit/nitrat tiretimi artmaktadir (102).

NO, homeostatik olaylarda ve konak¢i savunma mekanizmasinda onemli bir
mediatdrdiir. Inflamatuvar olaylar; sitokin, proinflamatuvar faktérler ve bakteri
endotoksinlerinin uyaris1 ile iNOS’u arttirarak, NO sentezinin ve dolayisiyla
metabolitleri olan nitrit ve nitratin artmasina neden olur. Endotelde, eNOS enzimi ile

L-argininden olusan NO diiz kasta cGMP aracilig1 ile vazodilatasyona neden olur.

Hayvan deneylerinde, normal farelere carrageonin enjeksiyonu ile olusturulan
ekstidatif plorezilerde nitrit/nitrat degerleri yiiksek bulunmustur. Ayni g¢alismada
iINOS gen kaybi olan farelerde, normal farelere gore olusan plorezide inflamatuar
yanitin azaldigr izlenmistir. Yine iNOS gen kaybi olan farelerin plevra sivilarinda

nitrit/nitrat daha diisiik seviyelerde izlenmistir (103). Genellikle hayvan
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deneylerinde olusturulan ekstidatif plorezilerde NO yiiksek bulunmaktadir veya NOS
inhibitorleri verilmesiyle olusan eksiidada inflamatuar reaksiyonun azaldig
gozlenmektedir (104). Bunu kanitlar sekilde Regnault ve arkadaslari, inflamatuar
reaksiyonla olusan eksiida 6zelligindeki plevra sivilarinda nitrik oksit {iretiminin
normalden yiiksek oldugunu bildirmislerdir (105). Bu bulgular 1s1ginda NO’nun,

eksiida gelisiminde rol oynayan bir mediator oldugu soylenebilir.

Bizim calismamizda da NO igin tiim gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur
(p<0,001). Malign grupta NO ortalama ve ortanca degerleri, hem KKY grubu hem de
pnomoni grubu ile karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,001). Maligniteye bagl gelisen plevral sivi eksiida niteligindedir. Ve malign
hiicre infiltrasyonu ve buna kars1 gelisen immiin yanit sonucu NO degerleri yliksek
bulunmus olabilir. Ciinkii NO, inflamasyonun bir¢ok evresinde gorev almaktadir
(106). Vaskiiler permeabiliteyi ve lokal kan akimini etkilemektedir (102). Yara
iyilesmesi sirasinda rejenerasyonun baslamasini indiikler ve inflamasyonun tipi ve
evresi ile kendi lokal konsantrasyonuna bagli hem inflamatuar hem de anti-
inflamatuar etki olusturur (107). Parapnomonik eflizyon da eksiida vasfindadir.
Calismamizda pnomoni grubunun NO diizeyleri ortalamasi, transiida tarzi siviya
sahip olan KKY grubundan kismen yiiksek olsa da anlamli derecede farkli
bulunamamistir. Bu, hastalarin pnomoninin hangi evresinde, inflamasyonun ne

asamada olduguyla veya hastalarin gordiigii tedavi siireciyle de ilgili olabilir.

Caligmamizda NOS i¢in de benzer sonuclar ¢ikmistir. Malign grup diger iki gruptan
hem miktarca yliksek NOS enzim aktivitesi gostermis hem de anlamli bir fark
olusturmustur (p<0,001). Bu sonugla uyumlu olarak malign grupta NO diizeyi de
yiiksek bulunmustur. NOS, argininden NO {iiretimini saglayan enzim olduguna gore,
yiikksek NOS aktivitesinin yiikksek NO diizeyinin nedeni olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Pnémoni grubu KKY grubundan hafif yiikksek NO ve NOS degerleri gosterse de

anlaml fark bulunmamuistir.

Arginaz, arginini lire ve ornitine ¢eviren hidrolitik bir enzimdir. Baglica karacigerde
bulunan arginaz, iire siklusunun 5. enzimidir. Ekstrahepatik dokularda da bulunabilir

ve lire siklusu disinda birgok reaksiyonda da énemli rol oynar (108). Giiglii bir immiin
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sistem inhibitorii olup, lenfosit proliferasyonunda inhibitor etkiye sahiptir (109).

Arginazin substrat1 olan L-arginin ayni1 zamanda NOS tarafindan NO sentezi i¢in de
kullanilmaktadir  (108). Arginazin en onemli goérevlerinden birinin de; hiicre igi
arginin konsantrasyonunu ayarlamak, NOS’un kullanmasi i¢in daha az arginini
uygun hale getirmek ve NO iiretimini azaltmaya c¢alismak oldugu bilinmektedir
(110). Arginaza zit olarak NO, konak savunma mekanizmasinda bir¢ok mikrobiyal

patojene kars1 ¢ok 6nemli rol oynayan reaktif bir molekiildiir (108).

Simdiye kadar degisik birgok hastalikta ve hasta gruplarinda serum veya plevral
stvida arginaz aktivite diizeyleri arastirilmistir. Elglin ve arkadaslan tiiberkiiloz,
pnomoni, akciger kanseri ve konjestif kalp yetmezligine bagli gelismis plevral
eflizyonlarda nitrik oksit-arginaz iliskisini arastirmiglar; tiiberkiiloz hastalarinda
plevral arginaz aktivitesini diger gruplara gore anlamli diisiik, NO seviyesini ise
yiksek bulmusglardir (108). Biz de ¢alismamizdaki hastalarin plevral sivi arginaz
aktivitelerinin gruplara bagli degisimini ve bunun NO ve NOS’la iligkisini

arastirmay1 amagladik.

Caligmamizda arginaz enzim aktivitesi bakimindan {i¢ grup arasinda anlamli fark
cikmistir (p=0,003). Malign grup en diisik arginaz ortalamasina sahip grup
bulunmustur. NOS enzim aktivitesi ortalamasi ise malign grupta en yiliksek
bulunmustu. Bu durum ortak substrat olan argininin, malign plevral efiizyon
durumunda NOS tarafindan kullanildigini diistindiirmektedir. Aksine pndmoni ve
KKY gruplarindaki arginaz ortalama degerleri malign gruba gore daha yiiksek iken,
NOS ve NO degerleri de nispeten diisiik bulunmustur.

Serbest radikaller ve peroksitler c¢esitli inflamatuar ve malign hastaliklarin
patogenezinde rol almaktadir. Plazma membrani, organlar ve hiicre membranlar1 gibi
lipit iceren biyolojik sistemlerin bircogunda oksidatif stresin sonucu olarak lipit
hasarmin degerlendirilmesinde malondialdehit (MDA) miktarmin o6lgiimiinden

yararlanilmaktadir (111).

Plevra hastaliklarinda da serbest radikallerin 6nemini ortaya ¢ikarmak i¢in ¢ok

sayida arastirma yapilmistir. Hammouda ve arkadaslarinin plevra sivist MDA
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diizeyini Olgtiikleri bir calismada, ekstlidatif sivilarda transiidatif sivilara gore belirgin
derecede yiikselmis MDA diizeyinin oldugunu rapor etmislerdir. Plevral sividaki
MDA i¢in iki kaynak diisiinmiislerdir. Birincisi inflame plevra bdlgesindeki
kapillerlerden sizan plazma ve plazma proteinleri. ikinci kaynak ise inflamatuar
hiicrelerde lipit peroksidasyonunun lokal olarak artmig olmasidir. (78). Kostikas ve
arkadaslarinin yaptigi ¢alismada da eksiidatif plevral eflizyonda oksidatif stres

yiiksek bulunmustur (112).

Oksidatif stresin kanser, inflamasyon, radyasyon hasari, yaslanma ve kimyasal
toksisite gibi olaylarin gelismesinde rol aldig: artik bilinmektedir. Karsinogenezde
onemli rol oynadigi gosterilen oksidanlar yalnizca tiimor baslaticilarina hizmet
etmekle kalmaz, ayn1 zamanda tiimérii ilerletir ve gen ekspresyonunu da artirir. Bu
hem akciger kanserinde hem de diger malignitelerde gosterilmistir (113). Alatas ve
arkadaslar1 brons kanserli ve malign plevral mezotelyomali hastalarda plazma lipit

peroksit diizeylerini kontrol olgularina gore anlamli olarak yiliksek bulmuslardir

(114).

Biz de ¢alismamizda oksidan stres gostergesi olarak {ic grup hastanin plevra sivisi
MDA diizeylerini karsilastirdik. Ug grup arasinda anlamli fark oldugunu gordiik
(p<0,001). Pnémoni grubu diger iki gruba goére anlamli derecede yiiksek MDA
degerleri vermistir. Pndmoni grubundaki bu yiikseklik diger caligmalar1 destekler
niteliktedir. KKY gibi hastaliklarda gelisen transiida tarzi plevral efiizyon ise
herhangi bir plevral patolojiye bagh gelismedigi, bir inflamasyon veya infiltrasyon
olusturmadigi ig¢in bu grupta MDA diisiik bulunmus olabilir. Ciinkii KKY’deki
eflizyon sadece onkotik ve hidrostatik basing farkindaki dengesizlik sonucu
gelismektedir. Malign grupta MDA degerleri ortalamast KKY grubuna goére hafif
yiiksek ¢ikmig fakat anlamli bir fark olusturmamistir. Hastalardaki malignitelerin alt

tipleri, evresi veya tedavi siirecleri bu sonuglari etkilemis olabilir.

Calismamizda hastalardaki plevral sivilarin light kriterleri ile transiida-eksiida
ayrimin1 yapabilmek i¢in serum ve plevralarindaki ADA, total protein, albiimin,
LDH ve glukoz degerleri karsilastirilmisti. Biz de bu degerlerin gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlaml fark gosterip gostermediklerini arastirdik.
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Light olciitlerine gore siv1 proteini/serum proteini >0,5 ya da LDH degeri >200 IU ya
da sivinin LDH’s1/serum LDH’s1 >0,6 olmasi (bunlardan birisinin pozitif olmasi)
durumunda s1v1 eksiida olarak siniflandirilir (115). Bizdeki pnémoni grubu ve malign
gruptaki hastalarin ortanca degerlerine baktigimizda eksiida tarzi ozelliklere sahip

oldugunu, KKY grubunun ise transiida karakterini yansittigini goriiyoruz.

Her ne kadar plevra sivisi LDH diizeyi transiida-eksiida ayriminda kullanilsa da
eksiida karakterindeki sivilarin ayirict tanisinda pek yardimci degildir. Bu ¢alismada
da gruplar arasi plevral sivi LDH diizeyleri anlamli farkli ¢iksa da pnomoni ve
malign grupta ortanca degerler birbirine yakin bulunmustur. Eksiida tarzi plevral
stvilarda artan LDH konsantrasyonlarinin serumdan filtrasyona bagli degil hiicresel
kaynakli oldugu diistiniilmektedir (116). Bunu kanitlar nitelikte bizim galismamizda
da gruplar arast serum LDH konsantrasyonlar1 arasinda anlamli fark yokken, plevral
stvilardaki LDH diizeyleri arasinda anlamli fark tespit edilmistir. Pndmoni ve malign
grubun plevra sivist LDH diizey ortancalart KKY grubuna gore olduk¢a yiiksek
cikmustir.

Artan vaskiiler permeabiliteye bagli serum proteinleri plevral aralifa sizmakta ve
plevra sivisi protein konsantrasyonu eksiidatif sivilarda yiiksek bulunmaktadir. Bizim
gruplarimizda da plevral sivi protein konsantrasyon degerlerine bakildiginda gruplar
arast anlamli fark oldugunu ve pnémoni ve malign grubun KKY grubuna gore

yiiksek degerlere sahip oldugunu gormekteyiz.

Normalde plevra sivisinin glukoz konsantrasyonu serum degerlerini yansitir (117).
Bakteriyel enfeksiyonlar, tiiberkiiloz ve maligniteye bagli gelisen plevral sivilarda
glukoz diizeyi hiicresel ve bakteriyel metabolizmanin tiikketimine bagli olarak
serumdan daha diisiik bulunur. Bizim c¢aligmamizda da gruplardaki plevral sivi

glukoz diizeyi ortancalar1 serum glukoz degerlerinden diisiik ¢ikmustir.

Adenozin deaminaz (ADA) adenozinin inozine doniisiimiinii katalizler ve aktif
lenfositlerden salinir. Plevra sivisinin ADA diizeyi > 70 U/l ya da plevra sivisi
ADA/serum ADA >2 ise tiiberkiiloz en olasi tanidir. Lenfomalar, ampiyem ve
romatoid artrit ile daha nadiren lenfoma disi maligniteler ve intraselliiler

infeksiyonlarda da ADA diizeyi hafifce artma egilimindedir (118). Bizim hasta
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gruplarimizda tiiberkiiloz olmadigindan serum ve plevra ADA diizeyi ortalamalari

hep 50°nin altinda ¢ikmistir.

Tim bu sonuglarin 1s18inda arginin-NO metabolizmasinin, ¢esitli  akciger
hastaliklarinda gelisebilen plevral eflizyonun etyopatogenezinde rolii olabilecegi
gruplar arasinda gosterilen anlamli farkliliklar ile desteklenmistir. Daha dnceden
bir¢cok hastaligin patofizyolojisinin agiklanmasi konusunda 6nemi bilinen MDA ’nin,

plevral eflizyonda da hastalik gruplar arasinda fark gosterdigi tespit edilmistir.
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6. SONUCLAR

. Karsilastirdigimiz ii¢ grup arasinda plevral siv1 arginaz enzim aktivitesi agisindan
anlaml fark ¢ikmistir. KKY grubunun arginaz ortanca degerinin diger iki gruba
gore anlaml1 derecede diisiik oldugu, pndmoni ve malign gruplarin ise birbirinden

farkli olmadiklar1 goriilmustiir.

. NO diizeyleri ve NOS enzim aktivitesi acisindan karsilagtirma yapildiginda
sonuclarin benzer oldugu; malign grubun ortanca degerlerinin pndmoni ve KKY
gruplarindan anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur. NOS, argininden NO
iretimini saglayan enzim olduguna gore, yiiksek NOS aktivitesinin yiikksek NO

diizeyinin nedeni olabilecegi diislinliilmiistiir.

. Malondialdehit diizeyleri agisindan gruplar karsilastirildiginda {i¢ grup arasinda
anlamli fark oldugu, pnémoni grubunun diger gruplardan anlamli diizeyde yiiksek
sonuclar verdigi goriilmistiir. Bunun pndmonideki agir inflamatuar siirece bir

yanit olarak gelismis olabilecegi diisiintilmiistiir.

. Hastalardan alinmis olan serum ve plevral sivilarda gruplar arast ADA, total
protein, albiimin, LDH ve glukoz degerleri karsilastirilmistir. Plevral sivilarda
Ol¢iilen ADA enzim aktivitesi diizeyleri ii¢ grup arasinda anlamli bir fark
sergilemezken, protein, alblimin, LDH ve glukoz diizeyleri gruplar arasinda

anlamli farklilik gostermistir.

. Hastalarin serumlarinda oOl¢iilen parametreler istatistiki olarak
degerlendirildiginde, serum ADA ve protein diizeyleri ii¢ grup arasinda anlamh
fark gostermis fakat, albiimin, LDH ve glukoz diizeyleri gruplar arasinda anlamli

bir fark gdstermemistir.

. Plevral efiizyon bircok farkli hastaliga yandas olarak c¢ok sik gelisen ve yasam
kalitesini olumsuz etkileyen 6nemli bir patolojidir. Hastaligin etyopatogenezinin
anlasilmasi i¢in yapilacak caligmalar 6nem arz etmektedir. Plevral hastaliklarda

arjinin- NO metabolizmas1 ile ilgili literatiirde baz1 c¢alismalar olsa da bu

53



calismadaki tiim hasta gruplarini ve incelenen parametreleri iceren baska bir
calisma bulunmamaktadir. Bu g¢alisma sonucunda elde edilen bilgiler hastaligin
patogenezinin anlasilmasinda fayda saglayacak ve yeni caligmalara yol gosterici

olacaktir.
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OZET

Malign ve Parapnomonik Plevral Efiizyonlarda Nitrik Oksit Metabolizmasi ve
Oksidan Stres Gostergesi Olarak Malondialdehit Diizeylerinin

Degerlendirilmesi

Amag: Bu galismada, malignite, pndmoni veya konjestif kalp yetmezligi (KKY)
tanis1 almis hastalarin plevral sivilarinda arginaz ve nitrik oksit sentaz (NOS) enzim
aktiviteleri ile nitrik oksit (NO) ve malondialdehit (MDA) diizeyleri 6lgtilmistiir.
Calismanin amaci1 bu degiskenler ile plevra sivilarinin olusum mekanizmalar

arasindaki olasi iliskiyi arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Pnomoni (n=28), malignite (n=28) ve KKY (n=24) tanis1 alan
hastalar ile calisma gruplart olusturulmustur. MDA ve NO diizeyleri ile NOS ve
arginaz aktivite olgtimleri spektrofotometrik yontemlerle yapilmistir. Sonuglar ort +
SEM olarak verilmistir. Verilerin analizi SPSS Windows 15 paket programinda

yapilmistir. P<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Bulgular: Arginaz degerleri KKY grubunda anlamli derecede diisiikk, NO ve NOS
degerleri ise malign grupta anlamli derecede yiiksek bulunmustur. MDA ise pnomoni

grubunda diger gruplara gore anlaml yiiksek ¢ikmustir.

Sonuglar: Arginin-NO metabolizmasi ve MDA olusumunun plevral eflizyonlarin
patogenezinde rolii olabilecegi gruplar arasinda gosterilen anlamli farkliliklar ile

desteklenmistir.

Anahtar Sozciikler: Arginaz, MDA, NO, NOS, plevral efiizyon.

55



SUMMARY

Evaluation of Nitric Oxide Metabolism and Malondialdehyde Levels As An

Indicator of Oxidant Stress in Malign and Parapneumonic Pleural Effusion

Aim: In this study, pleural fluid arginase and nitric oxide synthase activities as well
as nitric oxide and malondialdehyde levels of patients with malignancy, pneumonia
and congestive heart failure (CHF) were determined. The aim of the study was to
investigate the possible relationship between these parameters and the mechanism of

pleural fluid accumulation.

Materials and methods: Study groups consisted of patients with pneumonia (n=28),
malignancy (n=28) and CHF (n=24). NO and MDA level with arginase and NOS
activity were determined spectrophotometrically. Results were expressed as mean +
SEM. Statistical analyses were performed using SPSS pocket programme. Values of

p lower than 0,05 were considered statistically significant.

Results: Pleural fluid arginase activity in CHF patients was found to be significiantly
lower than in the malignancy and pneumonia groups. The pleural NO level and NOS
activity were higher in the malignancy group than in the other groups. In the

pneumonia group MDA level was significiantly increased compared to other groups.

Conclusions: In the light of the results presented here, it may be concluded that the
arginase- NO metabolism and MDA formation seem to be involved in the

pathogenesis of pleural effusions.

Key Words: Arginase, MDA, NO, NOS, pleural effusion.
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Karar No:25-487

Tarih: 28 Subat 2011

d

-

Prof.Dr.Serenay Elgin Ulkar'in sorumlulegunda yapilmas: tasarlanan ve yukanda bagvuru bilgileri

KARAR verilen klinik aragtirma bagvuru dosyasi we ilgili belgeler; aragtirmamin gerekge, amag, yaklagim ve
BILGILERI yontemleri ile bilgilendirilmis gdadlli ol formu dikkate alinarak incelenmis, gabsmanmin
gergeklegtirilmesinde etk sakinca bulunmadifina toplantrya  katilan  Klinik  Aragtirmalar
Degerlendirme Kurulu Gyelerinin oybirligi ile karar verilmigtir.
DEGERLENDIRME KURULU BILGILERI
1 ESASI Klinik wrmalar

DEGERLEND KURULU BASKANI L2

DEGERLENDIRME KURULU UYELE

Hakkinda Yonetmelik , Iwi Klinik Uvgulamatan Kiavuzu ve SOP
NVANI/ADLSOYADI: Prof.Dr.Mchmet MELLI

* :Aragtirma ile lligkt

** Toplanbda Bulunma

Etik Kunil Degeriendirme Farmu
28 Nasan 2009 Versiyon Nocl
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EK-2: Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Versiyon No: 01
Versiyon Tarihi: 10.02.2011

BILGILENDIRILMIS GENOLLD OLUR FORMU
Caligmann Adi: Malign ve Parapnbmonik Plevral Efilzyonlarda Nitrik Oksil
Metabolizmasmn Ve Oksidan Stres Ghstergesi Olarak
Malondialdehit Dizeylerinin Degerlendirilmesi
Calismanin Kolay Anlagilabilic Dilde Adi: Kansere, Kalp Yetmezligine Ve Zatlrreye Bagh Akcifer
Zarlar Arzsinda Biriken Swinim Nitrik Oksit Metabolizmasinm Ve Malondialdehit
Dikzeylerinin Degerlendirilmesi
Sorumiu Arastrece: D, Finar KOYUINCL

Prof.Or. Serenay ELGUN ULKAR {Tez Danisman:)

Ankara (niversitesi Tip Fakiiltesi Blyokimya Anabilim Dalnda * Kansere, Kalp Yetmezligine Ve
Zatirreye Bagh Akciger Zarkan Arasmda Biriken Snoisin Nitrik Oksit Metabolizmas: Ve Malondialdehit
Diizeylerinin Degerendiriimesi “adh arastirma yapilmaktadir.

Bu gehgmada sizlerden, hastalifinizin tans veya tedaviniz amaciyla shnmig elan sralardan az bir
ks aynilarak; hastaligin altta yatan nedenini belirlemeasi ve gelecekte gelistirilecek olacak yeni
tedavi yiintemlerine ik tutmas balamindan yapilacak olan bilimsel cahgmammizda kulianitacakbr,

Caligmaya katihminiz zorunlu degibdir ve katddifiniz veya katilmadifine takdirde tedavi gekliniz
degigmeyecekir. Aragtirma ile siz veya sosyal giivenliginizi sailayan kurum herhangi bir yik altina
girmeyeceksiniz. Efer konu hakkinda bu formda verilenden daha farkh bilmek Istedifiniz noktalar
warsa bunlar linfan size formu imzzlatan kisive sorunuz. Blze ulasabileceginiz telefon numaras: 0555
T16 2526

OhAM FORMU

Ben

Yukanda okudufum calisma ile ilgili bitgiler bana sbzI0 olarak da iletildi. Caligrma ile Hglli tim
sorulanma tatmin edici cevaplar aldim, Cahgmaya kendi nzamia gonili olarak katiimays kabul
ediyorum.

Hasta ads soyadn tarih iz
Doktor adi soyad: tarih imza
Taniklk eden kurum yvetkilisi ad soyadi: tarih imza
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