T.C.
HACETTEPE UNiVERSITESI
TIP FAKULTESI
COCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI ANABIiLiM DALI

ASTIMLI COCUKLARDA YOGUNLASTIRILMIS NEFES HAVASINDA

OKSIDATIF STRES BELIRTECLERI VE ETKILEYEN FAKTORLER

Dr. RAZIYE DUT

UZMANLIK TEZIi

ANKARA

2006



T.C.
HACETTEPE UNiVERSITESI
TIP FAKULTESI
COCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI ANABIiLiM DALI

ASTIMLI COCUKLARDA YOGUNLASTIRILMIS NEFES HAVASINDA

OKSIDATIF STRES BELIRTECLERI VE ETKILEYEN FAKTORLER

Dr. RAZIYE DUT

UZMANLIK TEZIi

TEZ DANISMANI

Prof. Dr. OMER KALAYCI

ANKARA

2006



il
TESEKKUR

Bu caligmada beraber calisma firsatt buldugum bilgisini, deneyimini, hayat tecriibesini
bizlerden esirgemeyen, her ihtiya¢ duydugumda varligini hep yanimda hissettigim o6rnek
bilim adami ve klinisyen Omer Kalayc1’ya; ¢alismanin analizlerinin defalarca yapilip kontrol
edilmesi sirasinda siirekli yanimda bulunan zamanini comert¢e harcayan doktor Cansin
Sackesene; istikrarli, 6zverili, titiz calismalariyla, saatlerce bu calismadaki ornekleri tekrar
tekrar calisan, molekiiler biyoloji bilgisini ve dostlugunu bizimle paylasan gen¢ bilim kadini
Esra Birben’e; samimiyeti ve ¢aliskanlig1 ile yardimc1 olmaya calisan doktor Ozge Soyer’e,
nefeslerin toplanmasi ve yerlestirilmesinde yardimci olan doktor Evrim Alyamag’a, tatil
giinlinli bizim i¢in ¢alismakla gecirmek zorunda kalan, laboratuvar1 ve tecriibeleri ile katkida
bulunan Tanju Besler’e; ¢cocuk allerji laboratuvarinin sicak ve yardimsever ¢alisanlart Nihan
Turgutoglu, Asuman Cetin'e, bir yil boyunca ilgilerini esirgemeyen ¢ocuk allerji ve astim
boliimiiniin degerleri hocalart Goniil Adalioglu, Ayfer Tuncer, Biilent Sekerel’e ve boliimiin

diger tiim ¢alisanlarina ¢ok tesekkiir ederim.
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OZET

Dut R.; Astimli ¢ocuklarda verilen nefes havasinda oksidatif stres belirtecleri ve etki
eden faktorler. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagh@ ve Hastaliklar
Anabilim Dah. Uzmanlik Tezi. 2006
Oksidatif stres ve antioksidan mekanizmalar arasinda oksidatif stres Iehine olusan
dengesizligin astim  gelisimine katkida bulunan mekanizmalardan biri oldugu One
stiriilmektedir. Astimdaki sistemik oksidatif stres hakkinda birgok ¢alisma olmakla beraber
lokal oksidatif stres konusunda bilgiler ¢ok sinirlidir.
Bu c¢alismanin amaci yogunlastirilmis nefes havasinda oksidatif stres belirtegleri ve
antioksidan savunma mekanizmalar1 ile astim tanisi, astim fenotipleri ve astim siddeti
arasindaki iliskinin arastirilmasi; oksidatif strese etki eden klinik, laboratuvar demografik ve
genetik faktorlerin belirlenmesidir.
Calismaya 6-18 yas arasinda 300 hafif astimli, 142 orta-agir persistan astimli hasta, 191
saglikli cocuk alindi. 191 saglikli ¢ocugun tiimiinden ve 140 astimli ¢ocuktan
yogunlastiritlmis nefes havasinda oksidatif stres gostergesi olarak 8-isoprostan ve
malondialdehid, antioksidan olarak rediikte glutatyon diizeyleri dlgiildii. Calismaya alinan
tiim ¢ocuklarda Total IgE, eozinofil sayisi ve FEV1 degerleri belirlendi. Saptanan sonuglara
etki edebilecek cins, yas, aile Oykiisii, sigara dumani ile karsilasma, evcil hayvan varligi
sorgulandi. PCR-RFLP yontemiyle glutatyon-S-transferaz enziminin GSTT1, GSTMI,
GSTP1 alt gruplarmma ait genotipler belirlendi. Oksidan belirteclere etki eden faktorler
arastirildi. Oksidan stresin astim hastaligina ve astim siddetine olan etkileri analiz edildi.
Astim hastalar1 ve kontrol grubundaki ¢ocuklarda genotiplendirilen polimorfizmlerden yasa
ve cinse gore kontrol edilerek yapilan analizlerde GSTP1 polimorfizmlerinin astimli grupta
saglikli kontrollerden daha sik oldugu (p=0.00038) ve astim siddeti arttik¢a sikliginin arttigi

(p=0.006) bulundu.Bu genis vaka grubundaki c¢alismamiz, Onceki g¢aligmamizi destekler



sekilde GSTP1 geninin vall05val genotipinin astim siddeti ile anlamli ve daha giiglii bir iligki
gosterdigini ortaya koymustur (p=0.00038). Sistemik dolasimdaki oksidatif belirtecler ile
GSTP1 vall05val arasinda anlamli bir iliski saptanirken, benzer bir iliskiye yogunlastirilmis
nefes havasindaki oksidatif belirteclerle ko-dominant modelde ¢alisilan genotipler arasinda
rastlanmadi. GSTT1 ve GSTM1 genotiplerinin yasa ve cinse gore kontrol edilerek yapilan
analizlerinde astimli grupta kontrol grubundan farkli olmadigi goriildii (p>0.05).
Yogunlastirilmis nefes havasinda yapilan incelemelerde rediikte glutatyon ve
malondialdehidin astimli hastalarla kontroller arasinda belirgin olarak farkli oldugu saptandi
(p<0.0001). 8-isoprostan diizeylerinde fark gézlenmedi (p>0.05). Bu fark temel olarak astimli
hastalarla saglikli konroller arasindaki farktan kdken aliyordu. Oksidatif belirteglede astim
siddeti ile paralel bir degisikli saptanmadi. Glutatyon ile malondialdehid arasinda gii¢lii bir
korelasyon (r=-0.832, p<0.0001) gosterildi. Sistemik dolasimdakinden farkli olarak glutatyon
S transferaz enzimlerinin farkli genotipleri ile malondialdehid ve rediikte glutatyon diizeyleri
arasindaki iliskide yalnizca GSTMI1 geninde yabanil genotipe sahip astimli ¢ocuklarda
rediikte glutatyon diizeyi daha diisiik saptandi (p= 0.032), GSTT1 ve GSTP1 genotiplerinde
ise fark bulunamadi.

Sonug olarak, bu ¢aligma astimda saglikli bireylere gore doku diizeyinde de lokal ¢ok giiclii
bir oksidatif stresin varligin1 géstermektedir Sonuglarimiz, antioksidan enzimlerden GSTP1’e
ait genetik varyantlarin da astim tanisini etkilememekle beraber oksidatif stres lizerinden
astim siddetini etkileyebilecegini diistindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: astim, glutatyon, glutatyon-S-transferaz, malondialdehid, 8-isoprostan,

polimorfizm
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ABSTRACT
Dut R.; Mediators of oxidative stress in the exhaled breath condensate of asthmatic
children. Hacettepe University School of Medicine, Department of Pediatrics, thesis
of pediatrics, 2006
Asthma is a complex genetic disease. An imbalance between oxidants and antioxidants in
favor of oxidants leading to oxidative stress is known to play an important role in the
pathogenesis of asthma. Even though systemic levels of oxidant markers have been
investigated in many studies, there is limited information concerning the determinants of
oxidative stress in the exhaled breath.
The aim of this study was to establish the presence of oxidant stress in the exhaled breath of
asthmatic children and to investigate the factors that play a role as determinants. For this
purpose, we determined the levels of 8-isoprostane, malondialdehyde and glutathione in the
study groups and searched for the determinants effecting their levels.
441 asthmatic and 191 healthy children were genotyped for the polymorphisms in the GSTTI,
GSTMI1, GSTPI1 genes. Plasma levels of IgE, eosinophil numbers and FEV1 were
determined. Exhaled levels of malondialdehyde, glutathione and 8-isoprostane were measured
in 191 healthy and 140 asthmatic children. Multivariate logistic regression was used to
determine the factors associated with severity of asthma.
GSTP1 Val/Val genotype was more frequent in the moderate-severe asthma group. In
asthmatics, exhaled malondialdehyde levels were higher and exhaled glutathione levels were
lower than controls but no difference was detected in 8-isoprostane levels. In contrast to
oxidative markers in the systemic circulation, neither asthma severity, nor genotypes of the
anti-oxidant enzymes were important determinants of the oxidative stress markers in the

exhaled breath.



vii
Our study underlines the importance of local oxidative stress in asthma and indicates that
genetic polymorphisms at the GSTP1 gene may be associated with asthma severity through its
effect on marker of oxidation.

Key words: asthma, glutathione, glutathione-S-transferase, malondialdehyde, polymorphism,

8-isoprostane
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1. GIRIS ve AMAC

Astim, genetik ve cevresel faktorlerin birlikte rol oynadigi geri doniisiimlii hava yolu
obstruksiyonu, brong asir1 duyarlilifi ve hava yolu inflamasyonu ile karakterize heterojen bir
hastaliktir. Bu heterojenite kronik hava yolu inflamasyonunun degisken derecesi, hava yolu
artmig cevabi, reverzible hava yolu obstriiksiyonunu igerir.

Astim, patogenezi ve etyolojisi az anlagilmig bir hastaliktir. Astimla iliskilendirilen
genetik predispozisyon, immunolojik sapma ve ¢evresel faktorler gibi birgok etmenler vardir.
Astim patogenezinde etkin oldugu diisiinillen mekanizmalardan bir tanesi de oksidatif

harabiyettir.

Hava Yollarinda Oksidatif Stres Olusumu

Cogu inflamatuvar durumda oldugu gibi astimda da birgok inflamatuvar
mekanizmanin aktivasyonu sonucu oksidatif patlama olur. Oksidatif stres sonucu, reaktif
oksijen elemanlari (ROS) ve reaktif nitrojen elemanlar1 (RNS) olusur. Astimda oksidatif
stresin arttig1, lipid peroksidasyon fliriinlerinin ve protein karbonillerinin plazmada artmast;
plazmada isoprostan artmasi ile gosterilmistir. ROS, hayati rol oynar, c¢lnki lipid
peroksidasyonunun artmasi, kemoatraktanlarin iiretiminin artmasi ve salinmasi, vaskiiler
permeabilitenin artmasi gibi astimla iliskili birgok patofizyolojik degisikle iliskilidir. ROS
akcigerde diffiiz olarak bulunur ve normal metabolizmanin {iriiniidiir. Mitokondri, en biiyiik
ROS iireticisidir, elektronlar elektron transport zincirinden kagarak superoksit formu
olusturur. Oksijenin %1-3"i hiicrelerde superoksit formunda bulunur. Oksidatif stresten
etkilenen hiicreden strese yanit olarak IL-1, IL-8, TNF-a gibi sitokin ve kemokin mediyatorler
salinir. Sonugta inflamatuvar cevap ve doku zedelenmesi artarak devam eder. Astim

patogenezinde reaktif oksijen maddelerinin arttifina dair deliller hem lokal olarak hava



yollarin1 gosteren caligmalardan hem de sistemik ¢alismalardan elde edilmistir. Diger taraftan,
antioksidan savunmada degisiklikler, kan, plazma ve trombositlerde glutayon-S-transferaz
(GST) azalmasi, selenyum azalmasi, plazmada total antioksidan kapasitenin ve protein
siilfhidridlerin azalmasi, BAL hiicrelerinde siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin artmasi;
ve bronkoalveolar lavaj (BAL) sivisinda vitamin C ve vitamin E konsantrasyonlarinin
azalmasi ile gosterilmistir. Oksidatif stres ile antioksidan mekanizmalar arasindaki dengeyi
etkileyecek faktorlerden biri de antioksidan etkiden sorumlu olan enzimlerdeki genetik
farkliliklardir. Antioksidan savunmada gorev alan 6nemli enzimler arasinda SOD ve GST
sayilabilir. Bu enzimlerdeki polimorfizmlerin enzim aktivitelerini etkileyebilecegi One
stiriilmistiir. Bu nedenle bu enzimlerdeki genetik varyantlarin in-vivo antioksidan aktiviteyi
etkileyebilecegi ve bu yolla astim ve astim fenotipleri iizerine de etki edebilecegi
distiniilebilir.

Laboratuvarimizdan gerceklestirilen bir ¢alismada astimli hastalarda sistemik olarak
cok giiclii bir oksidan stres ve buna eslik eden anti-oksidan savunma mekanizmalarinda bir
zayiflama oldugu; bu obstruksiyonda anti-oksidan dengesizlige GSTP1 genotuipinin 105.inci
pozisyonundaki aminoasit polimorfizminin 6nemli bir etkide gosterilmistir. Ancak bu
calismada Olglimlerin tiimii sistemik dolagimdan gergeklestirilmis olup, organ diizeyinde lokal
oksidatif stresin derecesi belirlenmemistir.

Ayrica literatiirde de bu konudaki bilgi kiigiik vaka gruplarinda elde edilmistir. Doku
diizeyindeki elde edilen bilgiler BAL yontemiyle eriskinlerden saglanmistir. Cocuklarda
invazif yontemlerin kullaniminda ortaya ¢ikan sinirlamalar nedeniyle BAL'da oksidatif stres
caligsmalar1 yapilmamistir. Ayrica ¢oklu analiizde lokal oksidatif harabiyete etki eden fatorler
halen bilinmemektedir. Calismamiz bu bilinmeyen konular1 aydinlatmaya yonelik olarak

tasarlanmustir.



Cahismamizin amaglari su sekilde 6zetlenebilir:

1.

Yogunlastirllmis  nefes  havasinda  oksidatif  stres  belirtecleri  ve
determinantlarinin belirlenmesi

Bu amacla astimli hastalarin ve normal kontrollerin nefes havasinda oksidatif
stres  belirteglerinden  8-isoprostan  ve  malondialdehid;  antioksidatif
mekanizmanin belirteglerinden rediikte glutatyon diizeyleri dlgiildii. Ortaya
konulan farklarin atopi ve/veya astima bagli olabilecegi diisiiniilerek hastalar ve
kontroller, atopik ve nonatopik alt gruplara ayrildi. Saptanan sonuglara etki
edebilecek cins, yas, aile Oykiisii, sigara dumani ile karsilasma, evcil hayvan
besleme gibi faktorler analiz edildi.

Antioksidan enzimlerden glutatyon-S-transferazin genetik varyantlarinin oksidan
parametrelerle iligkisinin saptanmasi ve antioksidan enzimlerdeki genetik
varyantlarin astim tanisi ve astim fenotipleri ile iliskisinin saptanmasi
PCR-RFLP yontemiyle GSTP1, GSTMI1, GSTT1 genotipleri belirlendi. Bu
genotiplerin oksidan ve antioksidan belirteclerle anlamli bir iliskisi olup
olmadig1 arastirildi. Antioksidan enzimlerde belirlenen genetik varyantlarin
asttm olusumuna ve astim siddetine ne kadar etkisi oldugu belirlendi, atopi

ve/veya astimla olan iliskisi degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Astim Nedir?

Astim kronik inflamatuvar bir havayolu hastaligidir. Degisken fakat revezible
havayolu obstruksiyonu, episodik vizing, oOksiiriik veya dispne ile karakterizedir. Kronik
inflamasyon, ozellikle geceleri ve sabah erken saatlerde tekrarlayan vizing, nefes darligi,
gogis agrist ve Oksiirtik ataklarina yol agan havayolu asir1 duyarliligina neden olur. Bu ataklar
siklikla havayolundaki darligin derecesine gore kendiliginden veya tedavi sonucu diizelir (1).

Astim konaga ait faktorlerle ¢evresel faktorlerin etkilesimi sonucu ¢ikan kompleks
genetik bir hastaliktir (2). Konaga ait faktorler genetik yatkinlik, atopi, havayolu duyarliligi,
cinsiyet ve wrktir. Cevresel faktoler ise ev ici / ev dis1 allerjenleri, sigara dumani, hava kirliligi,

solunum yolu enfeksiyonlari, diyet, sosyoekonomik durum ve aile biiytikligiidiir (3).

2.2. Astimda Genetik Mekanizmalar

Kompleks genetik hastaliklar birden fazla gen veya genetik bolgenin birbiriyle ve
cevreyle etkilesimi sonucu ortaya c¢ikan multifaktdryel hastaliklardir. Mendelian
hastaliklardan farkli olarak sik goriiliir ve bir halk sagligi sorunudur. Kompleks genetik
hastaliklarin en sik goriilenlerinden bir tanesi astimdir. Artik bir “astim geni” olmadigini ve
tek bir gendeki degisikliklerin astima yatkinligi tek bagina artirmadigini biliyoruz.

Kompleks genetik hastaliklarin genetik ozelliklerini ortaya koymaktaki ilk adim
hastaliga ait fenotiplerin belirlenmesidir. Astim genetigi ile ilgili ¢calismalarda fenotiplerin
tanimlanmasi ile ilgili baz1 zorluklar vardir. Bunlardan ilki yalnizca hastalia ait kantitatif bir
belirte¢ olmamasidir. Bu hastaliklarda 6zellikle kiiciik yaslarda taniy1r destekleyecek kesin
fizyolojik Olclimler yoktur ve tani genellikle subjektif semptomlara dayanir. Siklikla

kullanilan bir yaklasim “doktor tanis1” nin kriter olarak alinmasidir. Ancak bu, ¢cogunlukla



yetersiz tani sorununu dogurmaktadir. Alerjinin tanim igin ise genellikle yiiksek IgE ve/veya
bir veya birden ¢ok allerjene 6zgili IgE nin varligi kullanilmistir.

Fenotipin belirlenmesi ile ilgili ikinci giicliik alerjik hastaliklarin bir veya birkaginin
siklikla bir arada bulunmasidir. Astim ¢aligmalarinin bir ¢ogunda vakalar yalnizca astim tanisi
g0z Oniine alinarak secilmistir. Boylece yalnizca astim olanlarla, astim + alerjik rinit veya
astim + atopik dermatit olanlar ayn1 havuzda degerlendirilmislerdir.

Fenotip belirlemede {igiincii biiylik zorluk hastaliklarin siklikla epizodik karakter
gostermesi ve dogal seyrinin yasam boyunca biiyiikk degisikliler gostermesidir. Ayrica astim
erken ¢ocukluk caginda viral enfeksiyonlarla, ileri yaslarda ise kronik obstruktif akciger
hastaliklar1  ve sigaranin yol actigi harabiyetle karigmaktadir. Bu tipik bir fenokopya
ornegidir. Yani olgu astim gibi goziikebilir ama astim degildir. Klinisyen i¢in astim yasa,
cinse ve irka gore birden fazla farkli fenotipi olan kompleks bir hastaliktir (4).

Aile hikayesi ve genetik caligmalar astimda giiglii bir genetik komponent oldugunu
gostermektedir. Literatiirde astim ve astimla iligkili hastaliklarda yiizden fazla genetik varyant
bildirilmistir. Aile hikayesi astim siiphesinde bir genetik indekstir: anne ve babadan ikisinde
astim olan ¢ocuklarda %80, ikisinden birinde astim olan ¢ocuklarda %40, astmatik ebeveyni
olmayan c¢ocuklarin %10'unda astim gelistigi gosterilmistir (5,6).

Astim patogenezini daha iyi tanimlamak icin yapilan ¢alismalarda aday gen bolgeleri
tanimlanmis ve aday genler astmatik fenotiple iligskilendirilmistir. Potansiyel astim aday
genleri transkripsiyon faktorleri, reseptdr genleri, sitokin genleri, immiin tanima ve lipid
mediyatér salimim genlerini igermesine ragmen astim; kromozom 5, 6, 7 ve 11 ile

iligkilendirilmistir (7-9).



Tablo 1. Astim ve allerjide aday genler

Yerlesim Aday gen Islev
19q31-q32 IL-10 Inflamatuvar mediator
17ql1ql12 RANTES Eozinofilik kemokin
2q33-2q34 CD28 T hiicre proliferasyonu
3p Kemokin grubu T hiicre ve monosit kemotaksisi
5q IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, 1L-13, CD14 Inflamatuvar mediator
Lipopolisakkarit (LPS) reseptorii
6p HLA Antijen sunumu
Tumor nekroz faktorii (TNF) Inflamatuvar mediator
12q Nitrik oksit sentaz (NOS) Inflamatuvar.
Interferon-gamma (IFNy) Bronkodiator
Stem cell faktorii (SCF) Inflamatuvar

16p12.1-p11.2

Signal Transducer and activator of
transcription (STAT)-6
IL-4 reseptorii

Mast hiicre farklilagsmasi
Transkripsiyon faktorii
Inflamatuvar mediatér, IgE

sentezi

Kromozom 5 (IL-3,-4, -5, -9 ve -13 igerir, kromozom 11 ( FceRI B zinciri), kromozom

12 (stem cell faktor, interferon (IFN)-y, IgF, ve Stat-6) ve kromozom 16 ( IL-4R) astim ve
alerji gelisimi ile iligkilidirler. Ek olarak genler antijen sunan (major histokompatibilite
kompleks (MHC) klas 2 genleri), T hiicre cevab1 (T hiicre reseptor a zinciri) ve diger
immunolojik olaylar1 igerir. Astim gelisiminde tek major genetik risk faktorii yoktur.
Hastaligin gelisimi birgok genle ¢evresel faktorlerin etkilesimine baghdir (10).

Immiin sistem alaninda astimda &nemli olabilecek Toll-like reseptdrler, Th2
yolagindaki detaylari, Th1/Th2 virus cevabini, dogal immiin sistemi, B?> adrenoreseptor
halotiplerini, akut astimda inflamatuvar belirtecleri, pasif sigara igiciliginin etkilerini ve

matriks metalloproteinaz-1 ve matriks metalloproteinaz-9 polimorfizmlerini igeren yeni

caligmalar yapilmaktadir (11).



2.3. Astimdaki inflamatuvar Mekanizmalar

Antijenle karsilasmadan sonra genetik olarak yatkin kisilerde antijen sunan hiicreler
tarafindan aliman antijen T lenfositlerine sunulur (12). CD4+ T hiicrelerinin Th2 alt tipi
alerjik reaksiyonlarda temel ayarlayandir. Th2 hiicreler inflamatuvar bolgeye tasidiklari
kemoreseptorler araciligr ile ulasip I1L-4, IL-5, IL-9, IL-10 ve IL-13 salgilayarak
inflamasyonda gozlenen antikor yanitini olusturur (13). Olusan allerjen spesifik IgE araciligi
ile mast hiicre, makrofaj ve bazofilden histamin, proteolitik ve glikolitik enzimler, heparin,
prostaglandin D2, I6kotrien C4, adenozin salinir. Bu mediyatorlerle havayolu diiz kasi
kasilmasi, mukus sekresyonu, vazodilatasyon ve mikrovaskiiler gegirgenlik artis1 ile
sonuclanan erken alerjik faz olusur (14,15).

Allerjenle temastan 4-6 saat sonra erken faz sirasinda salgilanan mast hiicre kokenli
mediyatorler postkapiller endotel hiicreler iizerine etki ederek, dolasan lokositlerin endotel
hiicrelerine adezyonunu kolaylagtiran damar hiicresi adezyon molekiilii ve e-selektin
ekspresyonunu artirir. IL-5 gibi kemoatraktan sitokinler de eozinofiller, nétrofiller, bazofiller,
T lenfositleri ve makrofajlarin mukozayi infiltre etmesini kolaylastirirlar. Allerjen ile
karsilagsmadan 4-8 saat sonra bu hiicreler aktive olur ve erken fazin birgok proinflamatuvar
reaksiyonlarini aktive eden inflamatuvar mediatorler ( histamin, kinin, major basic protein,
eozinofil kokenli ndrotoksin gibi) salgilar. Bu hiicreler salgiladiklart mediatorler ile bir
yandan doku harabiyeti yapmakta diger yandan da apokrin ve parakin bir sekilde
inflamasyonu artirirlar. Boylece allerjik hastaligin klinik ve histolojik goriiniimii olan epitel
hasarina yol acarlar. Th2 lenfositleri IL-3, IL-4, IL-5 ve IgE yapimini, eozinofil
kemoatraksiyonunu, mast hiicrelerin toplanmasini artiran diger sitokinleri salgilayarak allerjik
cevabi giiclendirir (14,15).

Allerjik hastalarin semptomlarinin kronikliginden inflamatuvar hiicrelerin dokuda

birikmesi sorumludur.



2.4. Bronsial Astim Inflamatuvar Bir Hastahktir

Astim ¢ok sayida inflamatuvar hiicre ve mediatoriin katilimi sonucu ortaya ¢ikan
havayolu obstruksiyonu ile karakterize inflamatuvar bir hastaliktir (16). Tiim diinyada oldugu
gibi iilkemizde de ¢ocukluk cagi kronik hastaliklarinin prevalansi incelendiginde bronsiyal
asttimin en Ust siraya yerlestigi goriilmektedir. Farkli {ilkelerde prevalansi %5 ile %45
arasinda degisen bronsiyal astimin (17) iilkemizdeki sikligi degisik yorelere gore farkl
olmakla beraber yakin zamanda yayinlanan bir ¢alismada Ankara ilinde %6.9 bulunmustur
(17,18). Astimda var olan genetik yatkinlik {izerine aeroallerjenler, ozon, sigara dumani, hava
kirliligi gibi ¢evresel faktorlerin etkisi ile mast hiicresi, lenfosit ve eozinofillerden zengin bir
inflamasyon ortaya ¢ikar. Bu inflamatuvar hiicreler saldiklar1 mediyatorler ile doku

harabiyetine yol acarlar. Bu mediyatorler arasinda reaktif oksijen iiriinleri 6nemli yer tutar.

2.4a. Astimda reaktif oksijen iiriinleri

Inflamatuvar hiicreler siiperoksit radikali, hidrojen peroksit, hipoklorik asit ve
hidroksil radikali gibi toksik reaktif oksijen iiriinleri ile nitrik oksit gibi reaktif nitrojen
tiriinleri olusturmaktadirlar (19-22). Siiperoksit bakteriyel 6liim; nitrik oksit ise diiz kas
gevsemesi ile vazodilatasyon ve bronkodilatasyon igin gereklidir. Bu iiriinlere normal
fizyolojik islevler icin gereksinim vardir. Ozellikle inflamasyon doku harabiyetine neden
olmaya basladiktan sonra reaktif oksijen iiriinleri, lipid peroksidasyonu, havayolu reaktivitesi
ve sekresyonlarin artmasi, kemoatraktanlarin tiretilmesi ve vaskiiler gecirgenligin artmasi gibi
astimda goriilen patofizyolojik degisikliklerin olugsmasina da katkida bulunurlar (23).

Reaktif oksijen maddelerinin olusturdugu toksisiteye karst viicudun antioksidan
savunma mekanizmalar1 vardir. Oksidan mediyatorleri detoksifiye edebilen glutatyon
peroksidaz, superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon, vitamin E ve vitamin C yi igeren

antioksidanlar havayolu epitelinden ve vaskiiler endotelden salinmaktadir. Bu antioksidanlar,



oksidatif maddeleri detoksifiye ederek organizmayi korur (24-26). Bu firiinler yeterince
detoksifiye edilmediklerinde gerek oksidasyona bagli harabiyet, gerekse oksidasyon
tarafindan indiiklenen inflamasyon artar. Epitelyal gecirgenlik, aeroallerjen ve havadaki
zararli maddelerin emilimi artar, zedelenen epitel hiicrelerden sitokinlerin salinmasiyla
immiin efektor hiicreler ortama toplanir. Toplanan immiin efektor hiicreler araciligiyla reaktif

oksijen madde iiretimi daha da ¢ogalir ve kisir dongii olusur (sekil 1) (27).

Allerjen sensitizasyonu Hava kirliligi yeterli detoksifikasyon

Epitelyal hiicre
inflamasyon cevabi
(reaktfi oksijen madde
liretimi)

Normal ——» | Atoni — | iyilesme

Yetersiz detoksifikasyon

Immiin efektor
hiicre toplanmas1

e s ) [lerleme (devam eden
Hava k}rllllglnln/aeroaller_]en inflamasyon)
absorbsiyonunun artmasi

| N

: Mediyator salinimi
Gegirgenligin =~ | ¢ Epitelyal hiicre »| sitokinler
artmast zedelenmesi

Sekil 1. Hava yolunda inflamasyon sonrasi reaktif oksijen maddelerinin detoksifikasyonunun

varsayilan etki semasi (27)

Astim patogenezinde reaktif oksijen maddelerinin arttigina dair deliller hem lokal

olarak havayollarinda yapilan ¢alismalardan hem de sistemik ¢alismalardan elde edilmistir.
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Lokal olarak astiml1 hastalarin ekspiryum havasinda hidrojen peroksit ve nitrit oksit seviyeleri
yuksek Olclilmiistiir (28-30). Astimli hastalarda reaktif oksijen iirlinlerinin kaynagi
havayollarindaki inflamatuvar hiicrelerdir. Astimli hastalarin havayollarinda makrofajlarin
kontrol grubuna gore daha fazla siiperoksit iiretigi (31) antijenle duyarlanma sonrasi
havayolundaki eozinofillerden spontan reaktif oksijen madde olusumu arttigr (32)
ve interferon gammanin allerjik hastalardaki bu cevabi engellemeye calistigi gorilmiistiir
(33). Havayollarindaki inflamatuvar hiicreler gibi dolasimdaki inflamatuvar hiicreler de
reaktif oksijen maddeleri i¢in kaynak olabilirler. IgE, membran reseptoriine baglandiginda
periferik kandaki monositlerden siiperoksit olusumunu aktive eder (34) antijenle
duyarhilastirildiktan 24 saat sonra astimli hastalardan izole edilen eozinofillerden hidrojen
peroksit daha fazla iiretildigi gosterilmistir (35). Sonug olarak kontrol grubuna gore astimli
hastalarin kanindaki eozinofil ve monositler reaktif oksijen maddelerini daha fazla tiretir (31-
36). Astimli hastalarin hem havayollarinda hem de intravaskiiler alanlarda inflamatuvar

hiicreler oksidatif stresin artmasina yardimci olur.

2.5. Reaktif Oksijen Madde-Astim iliskisi

Pek cok calisma astimda olusan reaktif oksijen maddelerin akcigerdeki biyolojik
molekiillerin yikimina neden oldugunu gdstermistir. Reaktif oksijen maddelerin hedefleri agik
olmamakla birlikte bunlar arasinda reseptor kinazlar, fosfatazlar, fosfolipidler, nonresoptor
tirozin kinazlar sayilabilir (37). Epitelyel ve endotelyal membranlardaki lipid yapinin zarar
gdrmesinin sonucu olarak havayolunda isoprostan (38) ve etan (39), idrarda ise isoprostanin
(40) arttig1 goriiliir. Bronkoalveolar lavaj sivisinda nitrotirosin ve klorotirosin seviyesinin
artmis olarak bulunmasi ise protein yapinin zarar gérmesinin bir gostergesidir (41,42). Yani

oksidan maddeler hem lipid hem protein harabiyetine neden olur ve bunlarin yikimi oksidatif
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uyarinin arttigin1 - gosterir. Steroid tedavisinin hidrojen peroksit, nitrotirosin ve etan
formasyonunu etkilemesi inflamasyon ve oksidatif stres arasindaki korelasyonu diisiindiiriir.

Reaktif oksijen maddeleri astimdaki fizyolojik cevabi da etkilerler. Bu baglamda
reaktif oksijen maddelerinin akcigerdeki beta adrenerjik fonksiyonu azaltarak asetilkoline
bagl diiz kas kasilmasini arttirdigi one stiriilmiistiir (43,44). Reaktif oksijen maddelerinden
hidrojen peroksit trakeal miyositlerde kinazlar1 aktive ederek diiz kas kasilmasini uyarir
(37,45) ve miisin iretimini arttirir (46). Yani oksidan stresin artmasi astimin en Onemli
bulgularindan olan bronkokonstriksiyonu artirabilir.

Astimda oksidan stres/antioksidan dengenin bozulduguna ait deliller hem plazmada
hem de bronkoalveolar lavaj sivisinda elde edilmistir. Astimda tam kan, plazma ve
trombositlerde glutatyonun (47,48), plazmada protein siilfidrillerin ve total antioksidan
kapasitenin (49), bronkoalveolar lavaj sivisinda vitamin E ve C konsantrasyonunun azaldigi
rapor edilmistir (50). Astimli hastalarda yapilan bir diger calismada l6kositlerde siliperoksit
olusumu, plazmada lipid peroksidasyon iiriinleri, nitrit, nitrat, protein karbonilin arttig1,
protein sulfidrilerin azaldigi, oksidatif stresin arttigi goriiliirken; eritrositlerde siliperoksit
dismutaz aktivitesi, total kan glutatyonunun arttigi; eritrosit ve lokositlerde glutatyon
peroksidaz aktivitesinin azaldigi; eritrosit katalaz aktivitesi ve plazma total antioksidan
kapasitenin degigsmedigi saptanmistir (51). Astimli hastalarda denge oksidatif stres artmasi
yoniindedir. Ayrica reaktif oksijen maddeleri ile FEV1 arasinda da iligki oldugu one
stiriilmistiir (52). Tiim bu sonuglar astimda antioksidan savunmanin da etkisi olabilecegini
diisiindiiriir (51).

Calismalarda oksidan ve antioksidan mekanizmalarin nerede olglilmesi gerektigi de
g6z oniinde bulundurulmasi gereken bir sorundur. Bronkoalveolar lavaj sivisi ¢aligmalar igin
havayolu hiicrelerinin direk olarak yansitmasina ragmen bu yontem invazivdir. Kan 6rnegi,

viicudun antioksidan defans havuzunu temsil etmesi, periferik kandan havayollarina
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inflamatuvar hiicrelerin gegmesi ve aktive olmus Iokositlerin reaktif oksijen maddelerini
arttirmasi, kolayca erisilebilmesi nedeniyle Ozellikle ¢ocuklardaki c¢aligsmalar i¢in yeterli
goriilebilir (51). Ancak cocukluk ¢agi astiminda; noninvazif veya minimal invazif metodlar
kullanilarak takibin yapilmasi gerektigi vurgulanmaktadir (53). Nefes hava kondensati
kullanilarak yogunlastirilmis nefes havasinda yapilan 6l¢iimler noninvazif bir metod olarak
cocukluk yas grubunda kullanilabilir. Astimda havayolu inflamasyonunu gostermek igin
yogunlastirilmis nefes havasinda molekiiler belirteg¢ler aragtirilmaktadir. Yogunlastirilmis
nefes havasi kondensati (EBC) havayolu inflamasyonunun ve oksidatif stress iirlinlerinin bir

kaynagidir (54).

2.6. Yogunlastirilmis Nefes Hava Kondensati

Astmatik havayolu tip2 T-helper lenfositlerden kaynaklanan kemokinler ve
sitokinlerin baskinlig1 ile karakterizedir. Astim kontrolii klinik semptomlar ve solunum
fonksiyon testi ile yapilir. Havayolu inflamasyonunu degerlendirmek i¢in birgok invazif
teknik vardir. Astimli hastalarda akciger inflamasyonunu gostermek icin noninvazif
metodlarda eksiklik vardir. EBC sogutulan nefes havasinin toplanmasidir. EBC toplanmast;
havayolu fonksiyonu veya inflamasyonunu degistirmez ve kiigiik ¢ocuklarda dahi kolaylikla
uygulanabilir (55).

Cogu caligmada havayolu inflamasyonu bronkoalveolar lavaj sivisi ve bronsiyal
biyopsi (56,57) veya balgam indiiksiyonu (58) gibi tekniklerle gosterilmistir. Inflamatuvar
mediatorler akcigerden ziyade sistemik inflamasyonu gosteren plazma ve idrarda ol¢lilmiistiir.
Oysa ki inflamatuvar belirte¢lerin yogunlastirilmis nefes havasinda ol¢iilmesi tamamen
noninvazif olmakla birlikte solunum yollarindaki inflamasyonu yansitir (59,60).Verilen nefes

havasinin her ml “inde 0.1-4 damla su buhari bulunur. Bu damlalar 0.09-3 ¢apindadirlar ve
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havayolu yiizeyindeki sividan elde edilirler. Bu da akcigerlerdeki fizyolojik ve inflamatuvar
durumlarin noninvazif olarak gdsterilmesini saglar (61).

1980° lerde, Sovyetler Birliginde arastirmacilar yogunlastirilmis nefes havasi
kondensat1 ¢alismalarina baglamiglardir. Cikarilan hava goériinmeyen sivi kaybinin temel
mekanizmasidir. Bu metodun meslek hastaliklarinin, akciger hastaliklarinin aragtirilmasini
kolaylastirdigina dair uluslararasi yayinlanmig yiizden fazla makale vardir. Bu ilgi, ekshale
hava kondensatinin, akcigerin biyokimyasal kompanentlerinin ve inflamatuvar iriinlerini,
noninvazif olarak degerlendirilmesini saglamaktan kaynaklanmaktadir. Toplama icin gerekli
stire 10 dakika veya daha uzundur, c¢linkii 6rnek toplayict duvarina yeterli sivi birikene kadar
tutulur (62).

Bu islem i¢in kullanilan iki standart metod vardir:

1-ECoScreen (Hoechberg, Almanya):

Soguk hava degisiminden modifiye edilen bir elektrikli buzdolabr sistemidir.

Solunum fonksiyon laboratuvarlari i¢in tasarlanmistir.

Uzun kolu olmasi, hastanin karsisina bir sandalyeye oturup, sogutulmus bir ¢embere
tiflemesine izin verir.

Toplama zamani sirasinda 5-15 dakika (-10 °C) soguk bir 1s1 saglar.

Kolay taginabilir degildir.

2- RTiip (Charlottesville, VA, USA) :

Toplama zamani daha azdir ve taginabilirdir.

Kullanildiktan sonra atilabilir bir polipropilen toplama c¢emberinin etrafinda
alliminyum sogutucu bir boru vardir.

Sogutucu borunun 1s1s1 arastirmaci tarafindan segilir.

Alet, tiikriik kontaminasyonunu engeller.

Filtre kullanilmasi enfeksiy6z partikiillerin taginmasini engeller.
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6 yas ve lizeri ¢ocuklar kooperedir ve zorluk veya agr1 olmadan uygulanabilir (63).

Boliimiimiizde yakin zamanda her iki cihazda kullanima sokulmus ve bunlarla ilgili
yeterli deneyim olusmustur. Buna gore on c¢alismalarimiz Ecoscreen cihazinin o6zellikle
toplanan hacim ve protein, lipid mediatér konsantrasyonu bakimindan RTiip cihazina
istiinliikleri oldugunu gostermistir (64). Bu c¢alismamizda da verilen nefes havasinin
toplanmasi i¢in Ecoscreen cihazi kullanilmistir.

EBC ile volim, Ph, H202, Na, K, Ca, Cl, NO2, NO3, elektrolitler, eser elementler,
LTB4, LTE4, PGE2, PGD2-methoxime, thromboxane B2, sistenil-l6kotrienler, 8-isoprostan,
IL-6, aldehidler (malondialdehid, hekzanal, heptanal, nonanal), 3-nitrotirozin, nitrozotioller,

glutatyon, vitronektin, endotelin-1 ve fosfolipidler ¢alisilabilir (65).

Tablo 2. EBC'de farkli pulmoner hastaliklarda inflamatuvar mediatorler (63)

Pulmoner hastahk Mediator

Kronik obstruktif pulmoner hastalik H,0,, 8-isoprostan, serotonin, sitokinler
(IL-1, S1l 2R, TNF-0.)
Astim H,0,, 8-isoprostan, Nitrotrosin, Tiobarbiturik

Asit-reaktif tirlinleri, Lokotrienler, Ph

Kronik bronsit Lokotrienler
Brongektazi H,0,
Kistik fibrozis H,0,, Nitrit, 8-isoprostan, IL-8

ARDS H,0,, 8-isoprostan, PGE,
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2.6a. Yogunlastirilmis nefes havasinda oksidasyon belirtecleri
Yogunlastirilmis nefes havasinda oksidatif stres belirteci olarak 8-isoprostan,

malondialdehid ve glutatyon kullanilmistir.

2.6b. 8-isoprostan

Oksidatif stres hiicre membraninda lipid peroksidasyonuna ve isoprostanlar olarak
adlandirilan yeni bir grup prostanoidlerin olusumuna yol agar (66). 8-isoprostan PGF2a en iyi
bilinen izomerdir, serbest radikallerin katalizasyonu sonucu arasidonik  asit
peroksidasyonundan, siklooksijenazdan bagimsiz olarak olusur (67). Isoprostan kimyasal
olarak stabildir, in-vivo olusur, lipid peroksidasyonu i¢in spesifiktir, antioksidanlarin klinik
farmakolojisini tanimlamak icin kullanilir (68). 8-isoprostan insan bronsiyal diiz kasinin in
vitro kontraksiyonu gibi potent biyolojik aktiviteye sahiptir. Bu da astim patofizyolojisinde
onemlidir (69). 8-isoprostan baskin olarak non-enzimatik reaksiyon ile arasidonik asitten
oksidatif metabolizma tarafindan {retilir, fakat 8-isoprostanin kiiciik bir miktar
siklooksijenaz yolaginda {iretilir. 8-isoprostan dl¢iimii oksidatif stresin giivenilir bir belirteci

olabilir (70).
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8-ISO (8- isoprostan)
ROS

Arasidonik asit

S-L(‘)/ \fOX

5-HETE «—— 5-HPETE PGG2/PGH2 —» TXA2
hidroli&4
LTA sentaz i1someraz TXB2
LTA4 l l l
LTA4 LTC4 sentaz
hidrolaz PGE2 PGF2 PGD2
LTB4
LTC4
vy—GTP
LTD4
LTE4

Sekil 2. 8-isoprostan olusumu (70).

EBC kullanilarak bir¢ok havayolu oksidatif stres belirteci arastirilmistir, yiiksek 8-
isoprostan diizeyleri kronik obstriiktif pulmoner hastalikta (71,72), kistik fibroziste (76), ve
asttmda (73) bildirilmistir. 8-isoprostan astmatik eriskinlerde EBC'de yiiksek ve
konsantrasyonunun astim ciddiyeti ile iligkili oldugu 6ne siiriilmiistiir (74).

8-isoprostanin EBC'de o6l¢ciimii ile gergeklestirilen caligsmalardan bazilar1 sdyle
siralanabilir:

Steroid kullanmayan 5-17 yas arasi astimli ¢ocuklar lizerinde yapilan calismada: 13
steroid kullanmayan, 12 inhale steroid kullanan ve 11 saglikli g¢ocukta 8-isoprostan

Olciilmiistiir. Steroid kullanmayan astimli ¢cocuklar saglikli ¢ocuklarla karsilastirildiginda 8-
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isoprostan 9.3 £ 1.7 ve 3.8 = 0.6 pg/mL (p<0.01), fakat inhale steroid kullanan astimli
cocuklarla saglikli cocuklar karsilastirildiginda anlamli fark bulunamamistir 6.7 = 0.7 ve 3.8
+ 0.6 pg/ml (p=0.11). Bu ¢alismada astimli ¢ocuklarda yogunlastirilmis nefes havasinda 8-
isoprostanin yiikseldigi ancak astim siiresiyle iligkili olmadig1 ve inhale kortikosteroid
tedavisiyle normale donmedigi gosterilmistir (73).

Saglikli 12, steroid kullanmayan 12 astimli ve inhale steroid tedavisi alan 30 stabil
hafif - orta persistan astimli ¢ocukta yogunlastirilmis nefes havasindaki 8-isoprostanin
radyoimmiinoassay yontemi ile 6l¢iildiigii bir ¢caligmada saglikli ¢ocuklarda 34.2 + 4.5 pg/mL,
inhale steroid alan grupta 47.2 + 2.3pg/mL (p<0.05) tedavi almayan grupta ise 56.4 +
7.7pg/mL; (p<0.01) saptanmustir, Iki astiml1 grup arasinda ise fark saptanmamustir (p=0.14),
astimli cocuklarda stabil durumda 8-isoprostan konsantrasyonunun arttigi fakat inhale
kortikosteroidle tedaviye direncli oldugu gosterilmistir (74).

Sigara igmenin yogunlastirilmis nefes havasindaki 8- isoprostana etkisi 12 sigara igen
ve 10 saglikli sigara icmeyen, 25 kronik obstruktif akciger hastalig1 olmasi nedeniyle sigaray1
birakan, 15 kronik obstruktif akciger hastaligi olup sigara igmeye devam eden hastada
Olciilmiistiir. Kronik obstruktif akciger hastaligi olmasi nedeniyle sigaray1 birakan grupta ( 40
+ 3.1 pg/mL) ve kronik obstruktif akciger hastalig1 olup sigara igmeye devam eden grupta (
45 + 3.6 pg/mL) saglikli sigara icenlerle karsilastirildiginda 1.8 kat arttigi [saglikli sigara
icenlerde 24 =+ 2.6 pg/mL, p<0.001 ], saghkli sigara i¢gmeyenlerde daha diisiik
konsantrasyonlarda [10.8 + 0.8 pg/mL, p<0.05] 6l¢iilmiistiir. Bu ¢alismada kronik obstriiktif
akciger hastaliginda serbest rakikallerin artti1 ve sigaranin oksidatif streste akut artisa neden
oldugu bulunmustur (75).

Eriskinlerde yogunlastirilmis nefes havasinda 8- isoprostanin sagliklilarda, 12 hafif
astimli, 17 orta astimli ve 15 agir astimli hastada olgiilerek yapilan diger bir ¢calismada; inhale

steroid almayan hafif astimli hastalarda 33.7 + 2.8 pg/mL, p<0.001, inhale steroid alan orta
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siddetli astimlilarda 38.3 £+ 3.7 pg/mL, p<0.001, ciddi astimlilarda (oral steroid alan) 48.9 +
5.0 pg/mL,p<0.001 ve saglikli grupta 15.8 £ 1.6 pg/mL olarak bulunmustur. Astimh
hastalarda oksidatif stres artisinin  yogunlastirilmis nefes havasinda 8-isoprostan
konsantrasyonu ile gosterilebilecegi bildirilmistir (71).

Astim, brongektazili erigskinlerde balgamda 8-isoprostanin gosterildigi bir ¢alismada;
71 stabil astim hastasi, 23 brongektazili, 29 saglikli grup ve 39 akut atakta olan astimli hasta
incelendiginde; balgamdaki 8- isoprostan konsantrasyonlari stabil astimlilarda 216(103-
389)ng/L, brongektazili hastalarda 698(264-1,613)ng/L, kontrollerde 123(41-290)ng/L
(P<0.001) ve ataktaki hafif intermitant astimlilarda 115(42-153)ng/L, hafif persistan olanlarda
116(89-229)ng/L, orta persistan olanlarda 183(110-317)ng/L, agir persistan grupta 387(102-
587)ng/L (P=0.010) tespit edilmistir. Ataktan 4-6 hafta sonra bakildiginda 8- isoprostan
diizeylerinin azaldigi (p<0.001) bulunmustur. Bu c¢aligmada inflamatuvar hava yolu
hastaliginin patofizyolojisinde 8-isoprostanin oldugu, hastaligin tipi, paterni ve aktivitesi ile
ilsikili oldugu gosterilmistir (77).

Bu c¢aligmalar yogunlastirilmis nefes havasinda 8-isoprostanin o6l¢iilebilirligini

gostermektedir, ancak vaka sayilari azdir.

2.6¢. Malondialdehid

Inflamasyonda olusan hidroksil radikali, hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen iiriinleri
hiicre zarindaki poliunsature yag asitlerini hasara ugratir (78). Hasarli hiicre zar1 lipidleri ve
lipid peroksidasyonunun son {riinleri, hiicrelerin hatta dokularin canlili§i icin risk
olusturur. Biyolojik sistemlerde oksidanlarca lipid hidroperoksidasyonu ile hiicre zari
ylzeyindeki okside yag asidleri ve poliunsatiire lipidlerin yikilmasi sonucunda aldehidler
olusur (79). Malondialdehid [thiobarbitiirik asid reaktif iirlinlert (TBARS)] de bu sirada

olusan bir cesit aldehittir ve dokular, bronkoalveolar lavaj sivist ve serum gibi viicut
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stvilarinda reaktif oksijen maddelerinin olusturdugu lipid peroksidasyonunun dolayli bir
gostergesidir (79).Biyolojik ortamlarda MDA hem serbest hem de proteinler, niikleik asitler
gibi makromolekiillerin SH ve NH2 gruplarina bagl olarak bulunur. Biyolojik 6rneklerde ¢ok
kiiciik miktarlarda serbest MDA bulunur. Bundan dolay1, genellikle total (serbest ve bagli)
MDA degerlendirilir (79). DNA ve proteinlerle etkilesimi potansiyel olarak mutajenik ve
kanserojenik oldugunu gostermistir. Biyolojik 6rneklerde MDA’ nin esas kaynagi iki veya
daha fazla metilenle ¢ift bagi kesilen poliansature yag asitleri peroksidasyonudur.
Boliimiimiizde yapilan bir ¢alismada 14 astimli gocugun atak sirasinda ve remisyonda
malondialdehid diizeyleri kontrol grubundaki 12 saglikli ¢ocugunki ile karsilastirildi (80,81).
Astimli ¢ocuklarin remisyondaki serum malondialdehid diizeyleri kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde artmig bulundu (p=0.018). Ayrica astimli hastalarin atak
sirasindaki serum malondialdehid diizeyleri remisyon sirasindaki malondialdehid diizeylerine
gore istatistiksel olarak anlamli miktarda arttigini  gosterdi (p<0.001). Ozaras ve
arkadaslarinin yaptig1 bir baska calismada 14 hafif astimli hastanin malondialdehid diizeyleri
kontrol grubundaki 24 saglikli kisiyle karsilastirildi (82). Astim hastalarinin serum ve
bronkoalveolar lavaj sivilarinda malondialdehid diizeylerinin arttig1 saptandi. Fluticason
propianat tedavisi sonrasinda astim hastalarinin serumlarinda malondialdehid diizeyinin
tedavi Ooncesine gore istatistiksel olarak anlamli miktarda azaldig1 gosterildi (p=<0.001). Aynm
caligmada hastalarin tedavi Oncesi ve sonrasindaki FEV1 degisimi ile serum ve
bronkoalveolar lavaj sivisindaki malondialdehid seviyesindeki degisim arasinda negatif iliski
gosterildi (r =-0.4, p=<0.05 ve r =-0.5, p=<0.05). Bu ¢alismalar, malondialdehidin ¢ocukluk
caginda akut fazda yliksekken, tedavi sonrasinda diismesinin astim i¢in klinik durumu iyi
yansittigint diisiindiiriir. Ancak her iki ¢alismada da hasta ve kontrol grubu vaka sayisi azdir

ve oksidatif stresi belirleyen faktorler ortaya konmamustir.
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MDA, serumda ve diger viicut sivilarinda lipid peroksidasyonunu gostermek i¢in en
sik kullanilan iirtindiir. 1960 ° dan beri bu molekiiliin oksidatif streste seviyesini 6l¢mek icin
bircok in-vivo ve in-vitro metod gelistirilmistir. Cogu calismada, MDA 6l¢limii esas olarak
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile tiirevlenmesine dayanir ve spektrofotometre ile kolay olciiliir.
MDA’ dan baska oksidasyondan kaynaklanan bir¢ok bilesikle de reaksiyona girebilir.
Akcigerdeki oksidatif stresi degerlendirmek i¢in kronik hava yolu inflamasyonunun bir
gostergesi olan malondialdehid sabit, giivenilir bir yontemle yogunlagtirilmig nefes havasinda
oOlgiilebilir. Nefes kondensatinda MDA 6l¢iimii i¢in high performance liquid chromatography
(HPLC)’ nin hassas bir metod oldugu gosterilmistir (84).

Corradi ve arkadaglar tarafindan kronik hava yolu inflamasyonunda balgamda ve
yogunlastirilmis nefes havasinda oksidatif stres belirteglerinin karsilastirilmasini igeren bir
calisma yapilmistir (85).

Astim ve kronik obstruktif akciger hastalig1 olan (10 hafif — orta astim, 11 hafif-orta
ve ciddi kronik obstruktif akciger hastasi) 21 kisilik grupta balgamdaki ve yogunlastirilmig
nefes havasindaki aldehid konsantrasyonlar1 dlgiilmiistiir. Balgamda MDA konsentrasyonu
132.5 nM (82.5-268.8) ve yogunlastirilmis nefes kondensatinda 23.7nM (9-53.7) olarak
bulunmustur. Cogu aldehid konsantrasyonunun balgamda nefes yogunlastirilmis havasindan
daha yiiksek oldugu, lipid peroksidasyon iiriinlerini yogunlastirilmis nefes havasinda ve
balgamda 6lgmenin bagimsiz teknikler oldugu bildirilmistir. Ayn1 grup tarafindan yapilan bir
diger calismada astim ataginda olan ¢ocuklarda yogunlastirilmis nefes havasinda aldehidler
ve glutatyon diizeyleri l¢giilmiistiir (86). Astim hastaligi olan 12 vaka astim atagi sirasinda ve
5 giinliik prednizon tedavisi sonrasi degerlendirilmistir. Astimli hastalarda atak sirasinda
MDA diizeyleri (30.2 + 2.4 nM ) kontrol grubundan ( 19.4 + 1.9 nM, p=0.002) daha yiiksek
bulunmustur ve steroid tedavisi sonrasinda (18.5 + 1.6 nM , P=0.001) azaldig

gosterilmigstir. Glutatyon diizeyleri atak sirasinda astimli grupta (5.96 £ 0.6 nM), kontrol
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grubunda (14.1 = 0.8 nM, p<0.0001) ve tedavi sonras1 astimli grupta (8.44 + 1.2nM, p=0.04)
bulunmustur (87). Bu calisma astimli ve saghkli ¢ocuklarda yogunlastirilmis nefes
kondensatinda MDA ve glutatyon diizeylerinin 6lgiilebilecegini, astim atagi doneminde MDA
diizeylerinin arttig1, glutatyon diizeylerinin azaldigimi ve 5 giinliik oral steroid tedavisi
sonrasinda MDA diizeylerinin azalirken glutayon diizeylerinin arttigini gostermistir.

Kronik obstruktif akciger hastaligi olan hastalarda EBC'de aldehidlerin 6l¢iildiigii bir
calismada, aldehidler liquid kromatografi-tandem mass spektrometri ile dl¢iilmiis; sigara i¢en
kontrol grubu (35.6 = 4.0 nM/L, P=0.007) ile karsilastirildiginda MDA, kronik obstruktif
akciger hastaliginda (62.3 £+ 4.7- 54.242.4 nM) artmis olarak bulunmustur ve sigara igmeyen
kontrol grubunda MDA (17.74£5.5 nM/L, P<0.0001) daha diisiik olarak dlgiilmiistiir (88). Bu
calismada aldehidlerin EBC'de 6lgiimiine etki edebilecek faktorler de arastirilmistir. MDA'nin
EBC'deki konsantrasyonuna verilen nefes havasinin iiflenme hizinin etki etmedigi (200, 150,
100, 50 ml/sn iifleme hizlarinda MDA degerleri 19.5 £3.2,17.5+1.2,174+£0.1 ve 17 £ 1.6
nM/L), verilen nefes havasi 10 dakikada toplandiginda MDA diizeyleri 16.4 + 2.4 mL, 20
dakikada toplandiginda 17.1 + 1.7mL toplama siiresinin yogunlagtirilmig nefes hava
voliimiini etkileyebilecegi ama nefesteki aldehid miktarina etki etmeyecegi, sigara igmeden
once EBC'de MDA 31.0 + 5.2 nM/L, bir sigara igtikten sonra ise 36.6 = 8.8 nM/L oldugu
gosterilmistir (92). Antioksidan enzimlerdeki genetik degisiklikler ile yogunlastirilmis nefes
havasindaki MDA arasindaki etkilesimi gosteren bizim bilgilerimiz dahilinde bildirilmis
calisma yoktur.

MDA’ nin ve dolayist ile lipid peroksidasyonunun olusturdugu hasari engellemeye
calisan en onemli mekanizmalar antioksidan enzimlerdir. Astimli hastalarda antioksidanlari

gostermek icin en ¢ok kullanilan glutatyondur.
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2.6d. Glutatyon

Oksidatif stres sirasinda olusan reaktif oksijen maddelerinin ortamdan uzaklagtirilmasi
gerekir. Bircok hiicrede bulunan ve bir tripeptid tiol (L-y-glutamil-L-sistein-glisin) olan
rediikte glutatyon, hidrojen peroksidi kimyasal olarak detoksifiye edebilir (89). Glutatyon
peroksidaz tarafindan katalizlenen bu reaksiyon, artik koruyucu ozellikleri olmayan okside
glutatyonu (GSSG) olusturur. Yeni olusan reaktif oksijen maddelerinin detoksifikasyonun
devam edebilmesi i¢in azalan rediikte glutatyon yerine konulmalidir. Hiicre, indirgeyici
elektronlarin kaynagi olarak NADPH’1 kullanarak, glutatyon rediiktazin katalizledigi bir
reaksiyon ile indirgenmis glutatyonu tekrar olusturur. Boylece, NADPH hidrojen peroksidin
indirgenmesinde dolayli olarak elektronlar1 saglar (sekil3) (89). Rediikte glutatyon
sentezindeki hiz kisitlayict enzim y-glutamil sistein sentazdir (YGCS), yGCS geninin promotor
bolgesinde bulunan redox sensitif transkripsiyon faktor aktivator protein-1 (AP-1) oksidan
strese cevap olarak aktive olur ve sonugta yGCS sentezi artar (90). Oksidan strese yanit olarak
NF-xkB gibi transkripsiyon faktorleri de aktive olur. Yani oksidan stres bir yandan
proinflamatuvar diger yandan da yGCS gibi koruyucu gen ekspresyonunu artirir. Pro ve anti

inflamatuvar gen ekspresyonundaki denge hiicre hasarinin biiyiikligiinii belirler (91).

G-S-S-G 2H,0
NADPH+H yiikseltgenmis
Glutatyon rediiktaz Glutatyon Peroksidaz
+
NADP 2G-SH o
indirgenmis

Sekil 3. Hidrojen peroksidin NADPH {le glutatyon araciligiyla indirgenmesi (89)
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Glutatyon antioksidan dzellik gosterir. Ozellikle hava yolu epitelyal hiicrelerini serbest
radikallere (sigara dumani, hava kirliligi) baglhh hasardan ve inflamasyondan koruyan
antioksidan savunma mekanizmalarindan biridir (92,93). Yani glutatyonda goriilen azalma
oksidan stresin arttigina isaret eder. Glutatyon diizeyi epitelyal sivida idiopatik pulmoner
fibrozis, akut respiratuvar distres sendromu, kistik fibrozis, akciger transplantasyonu ve HIV
de artmigken, hafif astimli hastalarin bronko alveolar lavaj sivisinda total ve okside formu
azalmistir (94). Tiikriikte ve balgamda glutatyonu degerlendirmek i¢in 10 saglikli, 10 inhale
kortikosteroid kullanan stabil astimli hastada yapilan calismada; tiikriikteki glutatyon
konsantrasyonunun diisiik oldugu [1.2uM (0.8-1,5) saglikli grupta, 0.9uM (0.7-1,2) astiml
grupta |, balgamda ise saglikli ve astimli grupta [3.9uM (1.0-12.3) , [ 6.4uM (1.3-19.2)]
p=0.35 tespit edilmistir. Stabil astimli grup ile saglikli kontrollerin balgamdaki glutatyon
diizeyleri arasinda fark bulunmamistir (95). Astimhi hastalarda yogunlastirilmis nefes
havasinda glutatyon degerlerini gosteren Corradi ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢aligma
(85) disinda literatiirde bizim bilgimiz dahilinde ¢alisma bulunamamistir. Yine oksidanlardan
8-isoprostan, malondialdehid ve antioksidanlardan glutatyon arasindaki ve antioksidan
enzimlerin  genetik polimorfizmleri ile iligkilendiren bir c¢alismaya literatiirde

rastlanilmamugtir.

2.7. Oksidatif Stresin Genetik Yapu ile iliskisi

Astim gelisiminde oksidatif stres ile anti oksidan savunma arasindaki dengesizligin
fark edilmis olmasi bu dengesizligin neden her bireyde benzer olmadigi sorusunu da
beraberinde getirmistir. Neden ayni cevresel ortamda bulunan her atopik kiside astim
gelismedigi, astim siddeti ve bireylerin aym ilaclara verdikleri yanmit farkliliklart bilim
adamlarinin bu konularda hipotezler tiretmesine yol agmistir. Astimin kronik inflamatuvar bir

hastalik olmas1 inflamasyonda rol alan anti—oksidan enzimlerin genetik polimorfizimlerinin
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arastirilmasina yol agmistir. Bunlar arasinda glutatyon-S-transferaz ve siliperoksit dismutaz
siipergen aileleri en ¢ok arastirilanlardir. Glutatyon-S-transferaz ve siiperoksit dismutaz
enzimleri akciger alveolar epitelinde eksprese olurlar ve reaktif oksijen maddelerini

detoksifiye ederler.

2.7a. Glutatyon-S-Transferaz

Glutatyon-S-trasferaz (GST) enzimleri reaktif oksijen maddeleri tarafindan olusturulan
okside lipid, DNA ve katekol iriinleri iceren elektrofilik bilesenleri detoksifiye
ederler. Glutatyon-S-transferaz sitozolik ve mikrozomal olmak {izere iki ayr1 izoenzim siiper
ailesinden olusur. Sitozolik enzim dimerik yapida olup, temel olarak toksik ksenobiyotik ve
endobiyotiklerin biyotransformasyonunda gorev alir (88,95). Mikrozomal izoenzim ailesi ise
trimerik yapida olup, arasidonik asit metabolizmasinda rol alir (95,96).

Sitozolik glutatyon-S-transferaz siiper ailesi genleri 16 adet olup, kromozomal
lokalizasyona gore a, k, u, @, 9, 0, {, Q olmak {lizere 8 ayr1 sinifa ayrilir (97). Bu simiflar
yiiksek sekans homolojisi gdsterir. Ancak her bir sinifin substrat 6zgiinligi farklidir (98).
Ornegin, katekolaminlerin quinon metabolitlerini (dopakrom) p GST; okside lipid ve DNA y1
0 GST, DNA oksidasyonunda agiga cikan baz profenolleri (timin profenol) m GST smifi
detoksifiye eder. Yapilan ¢alismalarda glutatyon-S-transferazin her smifi i¢inde birbirleriyle
yiiksek sekans homolojisi gosteren genlerin oldugu gosterildi. Bu genler, p sinifinda 5 (M1-
MS), a sinifinda 4 (A1-A4), « smifinda 1 (K1), © smifinda 1 (P1), § simifinda 1 (S1), 6
smifinda 2 (T1,T2),  stnifinda 1 (Z1), Q sinifinda 1 (O1) olmak {izere toplam 16 tanedir.

Calismalar glutatyon s-transferaz gen ailesinin polimorfik oldugunu da gdstermistir
(98). Glutatyon-S-transferaz gen ailesinde goriilen varyasyonlar baslangigta iyon yiikii ve
agirligina gore nisasta jel elektroforezi ve net yiike gore izoelektrik fokuslama yontemleri

kullanilarak gosterildi (97). Ancak son zamanlarda glutatyon-S-transferaz genlerindeki
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polimorfik ekspresyonlarin calisilabilmesi icin PCR’a dayali yontemler kullanilmistir.
Ilgilenilen gen allele 6zgii enzim kesim noktalar1 olusturacak sekilde PCR ile ¢ogaltildiktan
sonra 0zgiil enzimlerle kesilerek polimorfizimler belirlenir (99).

o, W, m smifi glutatyon-S-trasferaz; PGJ2 ve PGA2 gibi prostaglandinlerin rediikte
glutatyonla konjugasyonunu katalizler.Ortamda azalan prostoglandinler NF-kB ve PPARYy
(peroksizom proliferator active eden reseptdr y) gibi transkripsiyon faktorlerini aktive
edemezler. inflamasyonda rol alan mediatorlerin sentezi icin gerekli olan transkripsiyon

faktorleri aktive olamadigi i¢in mediatorler sentezlenemezler (100).

2.7b. GSTM1

p smifindadir. Kromozom 1p13,3 de yer alir. Karaciger, akciger, beyin, adrenal,
bobrekte eksprese edilir. GSTMI, katakolaminlerin quinon metabolitleri (nochrone,
dopachrone, noradrenochrone) , aflatoksin B1-8,9-epoksid, oksipoliaromatik hidrokarbon
detoksifikasyonunda rol alir (98-102).

GSTM1*1 (yabanil tip) ve GSTMI1*0 (null tip) olmak flizere iki genotipi vardir
(98). Null tipinde gen delesyonu olmasi nedeniyle bu tipe sahip allel protein {iriinii vermez
(98). Null genotipi ¢esitli popiilasyonlarda %50-74 siklikta goriiliirken tilkemizde %55-61
oranda rapor edilmistir (98-103).

Otto-Knapp ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada septum deviasyonu diizeltme
ameliyat1 yapilan 20 kisiden ameliyat sirasinda nazal mukoza Ornekleri alinmig. Nazal
mukoza hiicre kiiltiirleri yapilmistir. Her hiicre kiiltiiri 37 °C, % 95 hava, % 5 CO2 ve 120
ppb ozon bulunan ortamda 24 saat inkiibe edilmistir. Ayn1 hastadan elde edilen ikinci bir
hiicre kiltiirli, icinde ozon olmayan kosullarda inkiibe edilmistir. Kiiltlir siipernatanindan
histamin diizeyi 6l¢iilmiistiir. Glutatyon-S-transferaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz,

glutayon peroksidaz ve katalaz enzim aktivitesi dl¢tilmistiir. GSTM1 genotipi PCR metodu
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ile saptanmistir. Ozon igeren orneklerde histamin diizeyi ozon igermeyen orneklere gore daha
yuksek bulunmustur (p<0.01). Ozon ile karsilastirilan 6rneklerde glutatyon peroksidaz ve
stiperoksit dismutaz aktiviteleri armis bulunurken, glutatyon-S-transferaz, glutatyon rediiktaz
ve katalaz aktivitelerininn degismedigi gozlenmistir. Ozon ile karsilastirilmayan orneklerde
ise glutatyon-S-transferaz, glutatyon rediiktaz ve siliperoksit dismutaz enzim aktiviteleri
artmigken, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerinin degigsmedigi bildirilmistir. Ozon ile
karsilagtirilan  6rneklerde, GSTM1 null genotipine sahip hastalarin siiperoksit dismutaz
aktiviteleri GSTM1 yabanil genotipine gore artmis olarak 6l¢iilmiistiir (p=0.011). Ortamdaki
ozonu detoksifiye edecek GSTM1 enzimi olmadigi durumda artan ozonu siiperoksit dismutaz
detoksifiye ettigi icin siiperoksit dismutaz aktivitesi artmis olarak bulunmustur. Diger
antioksidan enzimlerin aktiviteleri ile GSTM1 genotip polimorfizmleri arasinda anlamli iliski
gosterilememistir.  Arastirmacilar  GSTMI1  null  genotipinin intraselliler redoks
durumunu degistirebildigini ve oksidatif stresi artirabildigini belirtmiglerdir (104).

GSTMI1 allellerinin homozigot kaybi1 yani null genotipi, reaktif oksijen maddelerinin
rol oynadigi cesitli hastaliklar ve inflamatuvar durumlar i¢in risk tagimaktadir (29,98-102).
Ornegin, multiple skleroz aksonal kayip ile giden progresif bir hastaliktir. Oksidatif stres
sonunda olusan {riinlerin, proinflamatuvar sitokinlerle beraber miyelin ve aksonu
zedelemesiyle karakterizedir. Lojistik regresyon analizi (cinsiyet, yas ve hastalik siiresi
diizeltildikten sonra) glutatyon-S-transferaz genotipleriyle multiple skleroz derecesi arasinda
iligki gostermistir. 179 vakanin 10 yillik izleminde GSTM1 null genotipine sahip hastalarin
hastalik siddetinin daha fazla oldugu goriilmiis ve bu olusan reaktif oksijen maddelerinin
uzaklagtirilamamasina baglanmistir (105).

Over kanserinin de tekrarlayan ovarian travmalar sonunda olusan reaktif oksijen

maddeleri ile iligkili oldugu diisiiniilmiistiir. 148 ovarian kanserli hastada GSTMI1 null
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genotipinde olanlarin  hayatta kalim siireleri ve kemoterapiye yanitlari daha diisiik
bulunmustur (p=0.001, p=0.004) (107).

GSTM1 null genotipinde olan akciger kanserli hastalarda sigara dumanindaki
maddelerin detoksifikasyonunda yetersizlik oldugu gézlenmistir. Bu sonu¢ GSTM1 geninde
null genotipine sahip olmanin akciger kanseri olusumunda rol oynadigimi diisiindiirmiistiir
(107).

GSTM ailesi astimda da olusan oksidatif iiriinleri substrat olarak kullanip detoksifiye
ederek koruyucu rol oynar (108).Ayrica reaktif oksijen maddeleri proinflamatuvar
eikozanoidlerin aragidonik asitten mobilizasyonu i¢in gereklidir (109). GSTM, reaktif oksijen
madde seviyesini azaltarak astim i¢in kritik olan eikozanoidlerin sentezini de diizenler (108).

GSTMI1 genotipinin astim ile iligkisini aragtiran ¢alismalar yapilmistir. Gilliland ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada 8-11 yas arasinda 1940 cocugun 4 yillik izleminde
GSTM1 null olan c¢ocuklarda FEV1 ve FVC de azalmalarin anlamli oldugu
gosterilmistir.(FEV1 i¢in, -0.27%; 95% CI, -0.50, -0.04 ve FVC i¢in -0.21%; 95% CI, -0.40, -
0.03) (110). Ayn1 calismada beyaz, ispanyol, asya ve siyah irkta enzim aktivitelerinin farkl
olduguna da dikkat ¢ekilmistir (110). Fryer ve arkadaslarinin yaptig1 diger bir ¢aligmada ise
202 kisiden olusan atopik astim, atopik saglikli ve nonatopik saglikli ii¢ grup olusturulmus.
GSTMI1 genotipi ile atopi, brons asir1 duyarliligi ve astim hastalig1i arasinda bir iligki
gosterilememistir (101). Gilliland ve arkadaslari ise ragweed allerjisi olan ve sigara igmeyen
19 allerjik rinitli hastaya intranazal ragweed allerjeni ve dizel egsozuyla ayni anda
provokasyon testi ve aynmi gruba daha sonra sadece intranazal ragweed allerjeni ile
provakasyon testi yapmislardir. Bu ¢aligmada GSTM1 null genotipine sahip bireylerin dizel
egzozuna daha fazla nazal allerjik cevap verdigi oOne siiriilmistir. GSTM1 6zellikle
oksipoliaromatik hidrokarbonlar1 detoksifiye ettigi i¢in bu hidrokarbonlarla karsilasan allerjik

hastalarda GSTM1 null genotipinin olmasi durumunda detoksifikasyonun yapilamadigi ve
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ortamda reaktif oksijen maddelerinin arttig1 one siiriilmiistiir (102). Tamer ve arkadaslarinin
101 bronsial astimli, 103 saglikli eriskinde yaptig1 calismada astim hastalarinda saglikli gruba
gore GSTMI1 null genotipinin daha sik goriildiigli ancak atopi ile GSTMI1 polimorfizmleri
arasinda bir iligki olmadig1 rapor edilmistir (111). Glutayon s-transferaz enziminine ait ayni
polimorfizimle farkli sonuglarin bildirilmis olmasin1 etnik farkliliklara bagli enzim

aktivitesinde ki degisiklik ile agiklanabilinir (110,111).

2.7¢. GSTT1

0 sinifindadir ve 22q11.23 de lokalizedir. Bobrek, karaciger, ince barsak, beyin,
prostat ve akcigerde eksprese olur. GSTT1 oksidize lipid, DNA ve etllen oksiti substrat olarak
kullanir (109).

GSTTI1*1 (yabanil tip) ve GSTTI1*0 (null tip) allelleri vardir (95). Null genotip
popiilasyonda %25-47 (113,116), iilkemizde 9%20,9-22,7 dir (104). Null tipinde gen
delesyonu sozkonusu olup protein iiriinii yoktur (95), GSTT1*1 allelinin homozigot kaybi
(null genotip) kanserler ve inflamatuvar hastaliklar i¢in risk olusturur, 148 ovarian kanser
hastasinda GSTT1 null genotipi olanlarin hayatta kalim siireleri ve GSTM1 null/GSTT1 null
birlikteliginde kemoterapiye yanitlar1 daha diisiik oldugu bulunmustur (p=0.001, p=0.004)
(106).

Duncan ve arkadaglar1 245 iilseratif kolit, 112 crohn hastas1 ve 373 saglikli bireyde
yaptiklar1 ¢aligmada tiim barsaginda {ilseratif kolit olan hastalarda GSTT1 null genotipinin
hem distal kolit hem de saglikl1 bireylere gore daha sik goriildiigiinii rapor etmislerdir (112).

Astim ve allerjik hastaliklarda da GSTT1 geninin etkisi ¢alisilmigtir. Gilliland ve
arkadaslar1 8-11 yas arasindaki 1940 ¢ocugun 4 yillik izleminde ¢ocuklarda FEV1 ve FVC
degisiklikleri ile GSTT1 null alleli arasinda anlamli bir iligki bulamamislardir (110). Ayn1

calismada asyalilarda GSTT1 null alleline daha sik rastlandigina dikkat ¢ekilmistir (110).
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Diger bir ¢alismada Fryer ve arkadaslar1 202 vakadan olusan atopik astimli, atopik kontrol ve
nanatopik kontrol hastalarindan olusan {i¢ grup arasinda GSTT1 polimorfizimleri ile atopi,
brons asir1 duyarlilifi ve astim hastalig1 arasinda iliski gosterememislerdir (101). Gilliland ve
arkadaglarinin yaptig1 baska bir ¢alismada ise ragweed allerjisi olan 19 allerjik rinitli kiside
yalniz intranazal ragweed allerjeni ve ayn1 anda intranazal ragweed allerjeni ile birlikte dizel
egsozu ile provokasyon testi yapmislar. Dizel egzozu ile yapilan provakasyon testine verilen
yanitta GSTT1 genotipleri arasinda anlamli iligki bulamamuslardir (102). Tamer ve
arkadaslarinin 101 bronsial astim hastast ve 103 saglikli erigkin kiside yaptiklari ¢aligmada ise
GSTTI1 null alleli goriilme sikliginda astim hastalart ile saglikli kontrol grubu arasinda fark
bulamadiklarini bildirmislerdir. Ancak atopik astim hastalarinda nanatopik astim hastalarina
gore GSTT1 null alleline daha sik rastlandigini rapor etmislerdir (111). Glutatyon s-
transferaz enziminin degisik aktivitelere sahip olmasi ve bu giine kadar yayinlanmig mevcut
calismalarda ki ¢eliskili sonuglar1 Gilliland ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismay1 (110)

kaynak gostererek etnik farkliliklara baglamislardir.

2.7d. GSTP1

n sinifindadir ve kromozom 11q13,3 de lokalizedir (88). GSTP1 beyin, kalp, akciger,
testis ve pankreasta bulunur (88). GSTP1, DNA oksidasyonundan olusan baz profenolleri
(adenin, timin profenol), benzoprin, benzofenantren, lipid ve DNA oksidasyon {iriinlerini
detoksifiye eder (88).

GSTP1 in dort alleli vardir ve bu alleller 105 ve 114 deki aminoasit farkliliklarina gore
adlandirilir (113). 114. aminositte sitozin yerine timin oldugunda {iriin alaninin yerine valin
olur, ancak bu 114. aminoasit katalitik bolgede olmadig1 i¢in detoksifikasyonda 6nemi yoktur

(114). 105. aminoasit ise katalitik bolgede yer alir (103). 105. aminoasiti kodlayan adeninin
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guanin olmast durumunda {iriin izoldsin yerine valin olur (115).0 halde detoksifikasyonda rol

alan GSTP geninin 4 alleli sdyle gosterilebilir:

GSTP1*A (ile105-Alal14)

GSTP1*B (Vall05-Alal 14)

GSTPI1*C (Vall05-Vall14)

GSTP1*D (ile105-Vall14)

Detoksifikasyonda 105, aminoasitte ki allel farkliliklar1 sonucunda olusabilecek 3
genotip vardir (27,101). Bunlar:

GSTP1 ile/ile

GSTP1 Ile/Val

GSTPI1 Val/Val

Bu degisim enzim fonksiyonu iizerinde ¢esitli etkilere sahiptir (27,101,102). Pi genleri
polisiklik aramotik hidrokarbonlara biyolojik olarak diregli iken pi geni hasara ugratilmis
farelerin pi geni olanlara gore bu hidrokarbonlar1 daha az detoksifiye ettikleri ve bu nedenle
cilt kanserine duyarli olduklar1 bildirilmistir (116). in vitro ortamda 105, aminoasiti valin olan
enzimin polisiklik aromatik hidrokarbonlarin diol epoksidlerini 105, aminoasiti isoldsin olan
enzime gore 7 kat daha fazla detoksifiye ettikleri, 1-klora-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
detoksifikasyonunu ise 3 kat daha az yaptiklar1 rapor edilmistir (113,117). Polisiklik
hidrokarbonlara katalitik aktivitedeki bu degisikligin enzimin aktif bolgesindeki yapisal
degisiklerden kaynaklandigi diigtintilmiistiir (117).

In vivo calismalardan elde edilenler ise sdyle dzetlenebilir, Multiple skleroz aksonal
kayip ile giden progresif bir hastaliktir. Lojistik regresyon analizi (cinsiyet, yas ve hastalik
stiresi diizeltildikten sonra) glutatyon-S-transferaz genotipleriyle hastaligin derecesi arasinda

iliski gdstermistir. 179 vakanin 10 yillik izleminde GSTP1 ile/ile genotipine sahip hastalarin
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hastalik siddetinin daha fazla oldugu goriilmiis ve bunun nedeni olusan reaktif oksijen
maddelerinin uzaklastirilamamasina baglanmistir (105).

GSTP’nin genomik lokalizasyonu astim ile iliski gosterilmis diger genlerle de yakinlik
gosterir. Brong hiperreaktivitesi ve atopi icin en ¢ok iliski kurulan kromozomlardan biri
kromozom 11q dur. Yiiksek-afiniteli IgE reseptor (FceRIP) ve klara hiicre sekresyon protein
genleri 11q13 kromozomu fizerindedir (118). GSTP1 in 11ql13,3 de yer almasi ve astimin
kronik inflamatuvar bir hastalik olmasi nedeniyle astimda ki atopi, brons hiperreaktivitesi ve
astim patogenezinde GSTP1 in de etkisi olabilecegini akla getirebilir. Bu noktadan yola ¢ikan
Fryer ve arkadaglarinin ¢aligmasinda 202 katilimcinin allerji, mevsimsel rinit, egzema, allerjik
konjoktivit oykil varligina, cilt testi sonunuglarina, serum IgE seviyesinin 100 IU/ml nin
istinde olmasina, hava yolu obstriiksiyonuna (%FEV1 de %15 den fazla degisiklik) gore
hastalar1 atopik astimli, atopik kontrol ve nanatopik kontrol olmak iizere ii¢ gruba ayrilmistir
(101). Katilmeilarmn GSTP1 ile/ile, GSTP1 Ile/Val, GSTP1 Val/Val ile atopi, brons
hiperreaktivitesi ve astim iligkisi degerlendirilmistir. GSTP1 Val/Val sikliginin
atopik bireylerde (cilt testi pozitif ve IgE>100 IU/ml) nonatopik bireylere gore daha az
gbzlendigi belirtilmistir (p=0.010). Buna gore GSTPI Ile/ile genotipinin siklig1 havayolu
reaktivitesi/obstriiksiyonu ile paralel olarak artarken GSTP1 Val/Val genotipinin azaldigi
bildirilmistir. Ayni1 ¢aligmada havayolu reaktivitesi/obstriiksiyon siddetinin artmasi ile GSTP1
fle/ile ve GSTP1 1ile/Val genotipi arasinda dogrusal (p=0.017, ki-kare), GSTPI
Val/Val genotipi ile ters iliski oldugu gosterilmistir (p=0,043, ki-kare). GSTP1 Val/Val
genotipi astim hastaligi ile ilgili bulunmustur. Buna gére ile/ile genotipine gore astim riskinin
Val/Val olan hastalarda 9 kat azaldigi bildirilmistir (p=0.004, diizeltilmis OR:0,11; 95%
CI.0,02-0,50) (diizeltme yas, cinsiyet, cilt testi pozitifligi ve [gE>100 IU/ml).

Gillilan ve arkadaglari ise ilk 6gretim okuluna giden 1940 ¢ocugun GSTP1 genotipleri

ile akciger fonksiyonlar1 arsindaki iligkiyi arastirmistir (110). GSTP1 Val/Val homozigotlugu
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olan c¢ocuklarda akciger fonksiyon gelisiminin GSTP1 ile/ile veya GSTP1 Ile/Val olanlara
gore daha yavas oldugu tespit edilmistir (FVC -0.35%; 95% CI, -0.62, -0.07; ve FEV1% -
0.34%; 95%Cl, -0.68, 0.00). Ayrica FVC, FEV% ve maksimum- orta ekspiryum akimlari
degerlerindeki azalmanin GSTP1 Val/Val genotipine sahip cocuklarda en fazla oldugu
bildirilmistiir. Bu iliskinin Ispanyol irkindan olmayan beyaz c¢ocuklarda daha giiclii oldugu
gosterilmistir. Bu ¢aligmada astimda olusan oksidatif stresinin yarattigi zararin Val alleline
sahip ¢ocuklarda daha fazla oldugu yorumu yapilmistir.

Bir diger calismada ise Tamer ve arkadaslar1 101 brongial astimli, 103 saglikli
eriskinde astim hastalarinda GSTP1 Val/Val genotipinin saglikli bireylere gore daha sik
rastlandigi bildirmislerdir (%22.8 ve %7.8) (111) . GSTP1 Ile/Val veya ile/ile genotipine
sahip olmanin astim riskini GSTP1 Val/Val gore 3.68 kat artirdigini rapor etmislerdir (OR:
3.68; 95% CI, 1.44-9.38).Astim hastalarinda GSTP1 Val allelinin sikliginin (%45.0) kontrol
grubuna (%27.3) gore daha yiiksek, GSTP1 Ile alleline sahip astim hastalarina (%55.0) gore
daha disiik bulmuslardir (p=<0.01). GSTP1 Val/Val genotipinin atopik astimlilarda
nonatopik astimlilardan daha sik goriildiigiinii bildirmislerdir (%28.1 ve %13.5). Calismadaki
astim hastalarinda yapilan analizde GSTP1 Val/Val homozigotlugun atopik astim gelisme
riskini 3.55 kat artirdigini 6ne siirmiislerdir (OR:3.55; 95% CI, 1.10-12,56).

Bu ii¢ calismada elde edilen ve birbiriyle ¢elisen sonuglarin sebebini net olarak
aciklamak olanaksizdir. Aradaki farklar calisilan toplumlardan kaynaklanbilecegi gibi,
hastalik fenotipini 6zelllikle de saglikli hastalarin fentopini belirlemekteki yetersizlikten de
kaynaklanabilir.

Boliimiimiizde Kalayci ve ekibi tarafindan yapilan bir calismada; 196 hafif astim, 116
orta-agir astim ve 2 saglikli kontrol grubunda (187/ 68) ¢cocuk GSTT1 ve GSTM1 null tip,
GSTP1 ile/Val genotipi agisindan genotiplendirilmis. GSTP1 val/val genotipindeki astimli

cocuklarda malondialdehid diizeylerinin daha yiiksek ve glutatyon diizeylerinin daha diisiik
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oldugu (P =.023 ve P = .014), GSTP1 val/val genotipinin astim ciddiyeti ile iliskili olmadig:
(odds ratio, 4.210; 95% CI, 1.581-11.214; P = .004) ve GSTP1 val/val genotipinde ile105val
lokusunun oksidatif hasarin derecesini belirlemede etkili bir factor olabilecegi gosterilmistir

(119).



34

3. MATERYAL ve METOD

3.1. Calisma Grubu

Yogunlastirilmis nefes havasi toplanan hastalar:

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Allerji ve Astim Unitesi klinigine Ekim
2005-Eyliil 2006 tarihleri arasinda basvuran 140 astimli hasta ve 191 saglikli cocuk bu grubu
olusturdu.

Astiml grupta ¢caligsmaya dahil edilme kriterleri:

=  6-18 yas arasinda olmak

= Son 2 yil iginde bronkodilator sonrast FEV1'de en az %12 artisin gosterilmis

olmasi veya metakolin (Mch) ile yapilan provakasyon testinde Mch PD20
<8mg/dL olmasi

Calisma dis1 birakilma kriterleri:

= Son 4 hafta i¢inde astim alevlenmesi

=  Son 4 haftada iist/alt solunum yolu enfeksiyonu gecirmek

=  Herhangi bir sistemik hastalig1 olmasi

Hastalarin son 72 saat i¢inde uzun etkili beta agonist almamig olmasina dikkat edildi.
Astim ciddiyeti GINA kriterlerine gore (2) hafif intermitan, hafif persistan ve orta-agir astim
olarak belirlendi.

Kontrol grubunda ¢aligmaya dahil edilme kriterleri:

=  Doktor tanili bronsit, astim bronsit, allerjik bronsit, astim tanisi olmayan

= 6-18 yas arasi

= Herhangi bir sistemik hastalig1 ve stirekli kullandig1 bir ila¢ olmayan

= Son 4 hafta iginde dust/alt solunum yolu enfeksiyonu gecirmemis saglikli

¢ocuklardan olusturuldu.
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Yogunlastirilmis nefes havasi toplanan grupta yapilan dlgiimler:

Solunum fonksiyon testleri yapildi (2130 Spirometer, Sensor Medics Co,, CA,
ABD).

Total IgE diizeyleri Uni-Cap sistemi ile 6l¢iildii (Pharmacia, Kalamazoo, MI).
Eozinofil say1s1 Coulter Counter ile belitlendi.

Saglikli ¢ocuklara ise 8 allerjenle (Dp,Df, kedi, alternaria, siit, polen, ¢ayir miks,
agac¢ miks) deri testi yapildi. Pozitif kontrol olarak histamin, negatif kontrol olarak
serum fizyolojik kullanildi. Negatif kontrole gére 3 mm’den daha biiyiik
endurasyonlar pozitif olarak degerlendirildi. Deri testlerinin en az bir tanesi
pozitif olan ¢ocuklar atopik kabul edildi.

Tiim ¢ocuklarin antekubital bolgesinden EDTA’11 vasat igine venoz kan 6rnekleri
alindi (10 cc). Alinan kandan plazma ayrildi ve DNA periferik kandan standart
fenol/kloroform prosediiriine uygun olarak izole edildi. Plazma ve DNA 6rnekleri
analiz edilene kadar -80° C’de saklandi.

140 astimli hastadan ve 191 saglikli kontrolden yogunlastirilmis nefes havasi, 10
dakika silireyle yogunlastirlmig nefes kondensatt (EcoScreen, Hoechberg,
Almanya) ile toplandi. Toplanan havanin biriken sivi kismu 130pL'lik tiiplere
konularak kuru buz igerisinde laboratuvara ulastirildi. Ornekler analiz edilene

kadar -80° C'de saklandi.

Sistemik ¢alisma yapilan astimli grup:

EBC toplanan hastalar ve daha once sistemik calisma yapilmis hastalardan
olusturuldu. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Allerji ve Astim
Unitesi klinigine Ekim 2002-Nisan 2004 tarihleri arasinda basvuran GINA
(Global Initiative for Asthma) kriterlerine (2) gore bir cocuk allerji uzmani

tarafindan hafif astim tanis1 almig 6-18 yasinda 663 hastanin i¢inden son 6 hafta
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i¢inde {ist/alt solunum yolu enfeksiyonu ve akut astim atagi gecirmemis, baska bir
sistemik hastaligi olmayan, ila¢g kullanmayan hastalar arasindan gelisigiizel
yontemle segilen 200 tanesi ¢alismaya dahil edildi.

= (Calismaya ayni donemde GINA kriterlerine gore 6-18 yasindaki 118 orta-agir
persistan astim hastasindan genotiplenme sonugclar1 ve sistemik malondialdehid /
glutatyon diizeyleri elde olunan 112 s1 dahil edildi.

= Tekrarlayan higilt1 6ykiisii olan, spirometrede bronkodilator sonrasi birinci saniye
zorlu ekspiratuvar hacimde (FEV1) %12 ve lizerinde artma veya 8 mg ve daha
diisitk metakolin inhalasyonu ile % 20 ve iizerinde FEV1 de azalma belirlenen,
anti-astim tedaviye yanit veren hastalar astim olarak kabul edildi.

= Her hasta GINA kriterlerine gore tedavi baslanmadan 6nceki astim klinik dykiileri
temel alinarak astim siddeti hafif, orta ve agir olarak siniflandirildi. Caligmaya
alimirken tedavi alanlar ise ¢calismaya alindiklar1 zamanki mevcut klinik 6zellikleri

ve kullanmakta olduklar1 giinliik tedavi rejimlerine gore astim sidetleri belirlendi.

Sistemik ¢alisma yapilan astimli grupta 6lgiimler:

= Astimh hastalarin spirometrik ol¢timleri yapildi (2130 Spirometer, Sensor Medics
Co., CA, ABD).

= Total IgE diizeyleri Uni-Cap sistemi ile dl¢iildii (Pharmacia, Kalamazoo, MI).

»  Eozinofil sayis1 Coulter Counter ile belirlendi.

= Tim cocuklara 30 aero-allerjen ve 8 besin allerjeninden olusan 38 allerjenle cilt
testi yapildi. Pozitif kontrol olarak histamin, negatif kontrol olarak serum
fizyolojik kullanildi. Negatif kontrole gére 3 mm’den daha biiyiik endurasyonlar

pozitif olarak degerlendirildi. Cilt testlerinin en az bir tanesi pozitif olan ¢ocuklar
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atopik kabul edildi. Kontrol grubunun FEV1 degeri , cilt testleri daha 6nce yapilan
ISAAC caligmasi sirasinda belirlenmisti (12).

= Tiim ¢ocuklarin antekubital bolgesinden EDTA’l1 vasat icine vendz kan 6rnekleri
alindi (10 cc). Alinan kandan plazma ayrildi ve DNA periferik kandan standart
fenol/kloroform prosediiriine uygun olarak izole edildi. Plazma ve DNA 6rnekleri

analiz edilene kadar -80° C’de saklandi.

Tablo 3. GINA kriterlerine gore calismaya alinan hastalarin astim siddetinin belirlenmesi

Hafif Hafif Orta Agir
intermitant persistant persistant persistant
FEV1 >80 >80 %60-80 <60
flag Yok IKS (100-400ug) IKS(400-800 pg) IKS(>800 n g) +
LA veya UEBA
IKS+UEBA veya veya+ LA
IKS+LA veya+ OKS

Calisma Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Krulu tarafindan onaylandi. Tiim

aileler caligsma ile ilgili bilgilendirildi ve bilgilendirilmis onam formu alindi.

3.2. Yogunlastirilmis Nefes Havasinin Toplanmasi

Calismaya dahil edilen son iki y1l icerisinde gdsterilmis reverzibilitesi olan astimli 140
hastadan ve 191 saglikli kontrolden ECoScreen (Hoechberg, Almanya) ile 10 dakika, burun
masast kullanilmadan yogunlastirllmigs nefes hava kondensatina normal nefes alip verme

seklinde iiflemeleri ile nefesin siv1 voliimii toplandi.

3.3. Rediikte Glutatyon Olciimii
Nefeste antioksidan savunma sisteminin gostergesi olarak rediikte glutatyon ol¢iildii.

Nefeste rediikte glutatyonun siilfidril gruplart 5,5°-dithio-bis-2-nitrobenzoik asit (DTNB,
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Ellman’s reagenti) ile reaksiyona girerek 5-thio-2-nitrobenzoik asit (TNB) olusturur ve renk
sartya doniisiir. TNB konsantrasyonunun 405 nm (bazi durumlarda 415nm) de o6l¢iilmesi

glutayon miktarini verir. Bunun i¢in 100uL nefes voliimii kullanildi (85,86).

3.4. Malondialdehid Ol¢iimii
Nefeste oksidatif stresin dolaylt gostergesi olarak peroksidasyon {iriinlerinden
malondialdehid o6l¢iildii. Nefeste malondialdehid ve tiyobarbitiirik asit kombinasyonunun

analizi HPLC yardimiyla yapildi. Bunun i¢in 200 pl nefes voliimii kullanildi (83,84,85).

3.5. 8-Isoprostan Ol¢iimii

Yogunlastirilmis nefes havasinda oksidatif stresin gostergesi olarak lipid
peroksidasyon {rlinlerinden nonenzimatik yolla {iretilen, stabil kalabilen 8- isoprostan
oOlgiildii. Nefeste 8-isoprostan ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) (Cayman

Chemical,Milan, Italy) ile S0uL nefes voliimii kullanilarak 6l¢iildii.

3.6. Genotiplendirme

Tiim ¢ocuklar GSTM1 ve GSTT1 enzimlerinde yabanil ve null ; GSTP1’de ile105Val
polimorfizmleri varligi agisindan genotiplendirildi.

GSTMI1 ve GSTT1 multipleks PCR metodu ile amplifiye edildi (120). Pozitif kontrol
olarak B-globin geni kullanildi. GSTM1 primerlerinin sekanslart:

5’-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3 ve 5’-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3’
idi, 2 mM MgCl,, 200 pl ANTP, 3 IU Taq polimeraz (Promega), her bir GSTP1 primerinden
10, B-globilin primerinden 5 pmol igeren 25 pl i¢ine 100 ng genomik DNA konularak karigim
hazirlandi. Denatiirasyon 94°C de 30 saniye, primer eslesmesi 60°C de 30 saniye, zincir

uzamasi 72°C de 45 saniye olmak tiizere ii¢ basamaklt PCR programi 35 kez tekrarlandi. Elde



39

edilen triiniin 20 pl si %2 lik agoroz jelde utraviyole 1s181nda incelendi. Pozitif kontrol olarak
kullanilan B-globine ait 389 baz c¢iftlik iiriin tiim O6rneklerde goziikiirken GSTMI1 genine ait
215 baz ¢iftlik lik amplifikasyon {irtiniinlin olmas1 durumunda yabanil, olmamasi1 durumunda

null tip olarak adlandirildi (121) (sekil 4).

B globulin

Yabanil tip

Null tip

Sekil 4: GSTM1 genotiplemesi

GSTT1 polimorfzimini belirlemek i¢in S’TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3’ ve
5’>-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3’ primer sekanslar1 kullanildi. PCR karigimi ve
program1 GSTM1 PCR karisiminda bahsedildigi gibiydi. Farkli olarak her bir GSTT]1
primerinden 5 pmol konuldu. GSTT1 genine ait 480 baz ¢iftlik amplifikasyon {iriiniiniin

olmas1 durumunda yabanil, olmamasi durumunda null tip olarak adlandirild1 (sekil 5).
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Null tip

Yabanil tip

B globulin

Sekil 5: GSTT1 genotiplemesi

GSTP1 ile105Val polimorfizmi PCR-RFLP metoduyla énceden belirtildigi kosullara
gore tanimland1 (112).Bu reaksiyonda +313 pozisyonda adeninin guanine doniismesi PCR
iiriinlinde Alw 1 enzimi i¢in ikinci bir tanima dizisi olusturur. GSTP1 {lel105Val
polimorfizmini belirlemek i¢in 100 ng genomik DNA, 2 mM MgCl,, 200 pl dNTP, 3 IU Taq
polimeraz (promega), 5’-GTAGTTTGCCCAAGGTCAAG-3’ ve 5-
AGCCACCTGAGGGGTAAG-3’ primerlerinin her birinden 5 pmol konularak 25 pul PCR
karisimi hazirlandi. Denatiirasyon 94°C de 30 saniye, primer eslesmesi 57°C de 30 saniye,
zincir uzamasi 72°C de 42 saniye olmak tiizere li¢ basamakli PCR programi 35 kez tekrarlandi.
Elde edilen 442 baz ¢iftlik triiniin 15 pl si Alw261 enzimi ile kesildi. Kesim sonunda
homozigot isolosin alleli tagiyanlarda 329, 113 bp; homozigot valin alleli tastyanlarda 216,
113, 107 baz c¢iftlik; heterozigot isoldsin/valin olanlarda 329, 216, 113, 107 baz ¢iftlik kesim

bantlar1 goriildii (sekil 6).
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ile/ile
Val/Val
ile/Val

Sekil 6: GSTP1 genotiplemesi

3.7. istatistiksel Analiz

Bu caligmalar sonunda oksidan stres ve antioksidan dengeye ait belirtecler astimli
hastalar ve normal kontrollerde karsilastirildi; oksidan ve antioksidan belirteclerin diizeyine
etki eden biyolojik ve demografik ozellikler ile genetik varyantlar lojistik regresyon ile
arastirildi.

Istatistiksel analizler SPSS 11.5 programu kullanilarak yapildi, Hardy-Weinberg
equilibrium ki-kare istatistigi ile test edildi. Yas, boy, viicut agirligi, astim baslangic yasi,
eozinofil  sayisi, total IgE, mnefes voliimii, 8-isoprostan, rediikte glutatyon,
malonialdehid diizeyleri, FEV1 normal dagilmiyordu. Logaritmik c¢evirimleri de normal
dagilim gostermiyordu. Bu nedenle sonuglarda median ve c¢eyrekler arast degerler kullanildi
ve tiim istatistikler nonparametrik Mann-Whitney U-test ve Kruskal-Wallis test kullanilarak

gerceklestirildi, 0.05°den kiiciik p degerleri anlamli kabul edildi.
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Astim agirlik derecesine, yogunlastirilmis nefes havasindaki rediikte glutatyon, 8-
isoprostan ve malondialdehid diizeylerine etki eden faktorler lojistik regresyon analizi ile
arastirildi. Lojistik regresyon analizine dahil edilen faktorler sunlardi: yas, cinsiyet, astim
baslangi¢c yasi, deri testi pozitifligi, eozinofil sayisi, IgE seviyesi, anne-babanin sigara
kullanimi, hayvan besleme, anne, baba ve kardeslerde allerjik hastalik varligi, GSTMI,
GSTTI1, GSTPI1 polimorfizmleri, univaryat lojistik regresyon analizinde 0.05’den kiigiik p
degerlerine sahip faktorler arasinda multivaryat lojistik regresyon analizi yapildi. Bu analiz

sonunda 0.05°den kii¢iik p degerleri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.0lgularin Demografik Verileri ve Ozellikleri

300 hafif astimli, 142 orta-agir astimli hastanin ve 191 saglikli cocugun PCR-RFLP
yontemiyle GSTP1 bolgesi basari ile genotiplendirildi. Analizler; genotiplendirilmesi yapilan
bu populasyonda yapildi.

Calismaya alinan ¢ocuklarin dermografik 6zellikleri Tablo 4' te goriilmektedir.



Tablo 4. Calismaya alinan ¢ocuklarin 6zellikleri
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Kontrol Hafif astim Orta-agir astim
N=191 N=300 N=142
<. eyrek eyrek eyrek

Degisken Ortanca (:;l‘);llk Ortanca ir);hk Ortanca (:;l‘);llk P P
Yas 10.7 8.1-13.1 9.6 8.1-11.7 11.1 8.6-13.0 0.001* <0.001%
Cinsiyet
Kiz 99 (%51.8) 126 (% 42.1) 75 (% 53.6) 0.0317 0.023§
Erkek 92 (%48.2) 173 (% 57.9) 65 (% 46.4)
Atopi
Pozitif 31 (%16.2) 175 (% 58.5) 87 (% 62.1) <0.001F 0.508§
Negatif 160 (%83.8) 124 (% 41.5) 53 (% 37.9)
Aile hikayesi
Pozitif 21 (%11) 108 (% 36.2) 60 (% 42.9) <0.0017 0.225§
Negatif 170 (%389) 190 (% 63.8) 80 (% 57.1)
Sigara
Pozitif 110 (%57.6) 106 (% 35.5) 62 (% 44.3) <0.0017 0.097§
Negatif 81 (%42.4) 193 (% 64.5) 78 (% 55.7)
Hayvan
Pozitif 24 (%12.6) 25 (% 8.4) 13 (% 9.3) >0.057 0.605§
Negatif 167 (%87.4) 274 (% 91.6) 127 (% 90.7)
FEV1 % 101 91-108.2 97 89.7-104 77 72-92 <0.001* <0.001%
Eozinofil (mm?) 146.3 98.9-274.2 260 150-458 288 170-588 <0.001* 0.01%
IgE (kU/L) 35 17-73.2 139.5 50-399 149 47.2-566.7 <0.001* 0.536%

P * =Kruskal-wallis (kontrol,hafif astim ve orta astim)
p T =Ki-kare (kontrol,hafif astim ve orta astim)
p i = Bonferroni denetimi ile hafif astim ve orta —agir astim karsilagtirmasi

p § = Hafif astim ve orta-agir astim arasinda ki-kare
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4.2. Astim Tansi ile iliskilendirme Calismasi

Tiim ¢cocuklar GSTM1 ve GSTT1 genlerinde yabanil ve null ; GSTP1°de ile105Val
polimorfizmleri varligi agisindan genotiplendirildi. Istatistiksel analizler yasa ve cinse gore
kontrol edilerek yapildi. Her bir genetik varyantin dagilimi ‘‘Hardy-Weinberg equilibrium’’

kosullarina uygunluk gosterdi.

Tablo 5. Calisma gruplarinda GST genotiplerinin dagilimi

Kontrol Hafif astim Orta-agir astim pe pt
N=191 N=300 N=142
GSTM1
Null 102 (0.534) 137 (0.474) 57 (0.41)
>0.05 >0.05
Yabanil 89 (0.466) 152 (0.526) 82 (0.59)
GSTT1
Null 20(0.114) 53 (0.182) 28 (0.203)
>0.05 >0.05
Yabanil 156 (0.886) 238 (0.818) 110 (0.797)
GSTP1
Ile/ile 77 (0.416) 152 (0.512) 82 (0.586)
[le/Val 95 (0.514) 124 (0.418) 39 (0.279) 0.00038 0.006
Val/Val 13 (0.070) 21(0.071) 19 (0.136)

p* = Kontrol, hafif ve orta-agir astim arasinda (Ki-kare test)

pT = Hafif ve orta-agir astim arasinda (Ki-kare test)

GSTP1 Val105Val genotipi kodominant modelde orta-agir astimlilarda hafif astimlilar
ve kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.00038). Kontroller (0.070) ve

hafif astimlilarda (0.071) genotip dagilimi birbirine benzerdi.
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4.2a. Astim agirhik derecesini etkileyebilecek degiskenlerin logistik regresyon analizleri

Astim agirlik derecesini etkileyen faktorlerin lojistik regresyon analizi tablo 6'da

gosterilmistir. Univaryat analizde anlamli bulunan sonuglara multivaryat analiz uygulanmistir.

Tablo 6. Astim agirlik derecesini etkileyen faktorlerin logistik regresyon analizi

OR %95 CI P OR %95 CI P
Yas 1.152  1.068-1.242  <0.001 1.123  1.038-1.216  0.004
Cinsiyet 0.631  0.422-0.945 0.026  0.646  0.423-0.988  0.044
IgE (kU/L) 1.000  1.000-1.001 >0.05
Eozinofil (mm?) 1.001  1.000-1.002 0.016  1.001  1.000-1.002  0.011
Atopi 1.163  0.771-1.756  >0.05
Aile hikayesi 1.319  0.876-1.988 >0.05
Sigara 1.447  0.961-2.179  >0.05
Hayvan besleme 1.122 0.556-2.265 >0.05
Astim baslangic yas1 1.114  1.040-1.194 0.002 1.082  1.006-1.164  0.034
GSTM1 1.297  0.861-1.952  >0.05
GSTTI 0.875  0.525-1.458 >0.05
GSTP1 Val/Val 2.064 1.071-3.978 0.03 1.958  0.977-3.927  0.058

4.2b. Yogunlastirilmis Nefes Havasinda Oksidatif Stres Belirtecleri (Tablo 7, Sekil 7-9)

Rediikte glutatyon ve malondialdehid diizeyleri bakimindan gruplar arasinda son derce

anlamli bir fark gozlendi. Bu, temel olarak saglikli konrollerle astimlilar arasindaki farktan

kaynaklantyordu. Ikili karsilastirmalarda hafif ve orta-agir astim gruplar1 arasinda MDA ve

GSH diizeyleri bakimindan anlamli bir farklilik saptanmadi (MDA i¢in p=0.024, GSH i¢in
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p>0.05, Mann-Whitney U test-Bonferroni diizeltmesi). Ote yandan gruplar arasinda 8-

isoprostan diizeyleri farklilik gostermedi.

Tablo 7. Calisma gruplarinda yogunlastirilmis nefes havasinda oksidatif stres belirtegleri

Kontrol Hafif Astim Orta-agir Astim
(N=191) (N=110) (N=30)
Ceyrek Ceyrek Ceyrek
Ortanca Ortanca Ortanca p* pt
arahk arahk arahk

MDA (nM/L) 13.09 12.1-14.1 242 22.4-256 245 23.9-27.1 <0.001 0.024

GSH (nM/L) l16.1  13.9-17.7 6.9 6.2-7.1 6.7 5.9-7.1 <0.001>0.05

isoprostan

13.1 7.0-21.0 12.3 7.4-21.3 13.9 9.0-22.7 >0.05 >0.05
(pg/mL)
GSH/MDA

1.2 1.03-1.37 02  0.24-030 0.2  0.23-0.28 <0.001 0.04
(nM/L)

p* = Kruskal-wallis ( kontrol,hafif ve orta-agir astim arasinda)

pt = Hafif ve orta-agir astim arasinda bonferino denetimi
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Sekil 7. Calisma gruplarinda rediikte glutatyon diizeyleri
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Kontrol
N=191

Hafif astim Orta astim
N=110 N=30

Sekil 8. Calisma gruplarinda malondialdehid diizeyleri
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Sekil 9. Calisma gruplarinda 8-isoprostan diizeyleri



40 A
o
o
Oo

30 A -
— = -0.832, p<0.0001
< -
= e
= o
o
< o
S 20 -
©
o
c
o
°c | SPOCHEEe S
=

10 -

0

0 10 20 30

Redukte Glutatyon (nM/L)
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4.3. Yogunlastirilmis Nefes Havasinda Antioksidan Enzim Genotipleri ile Oksidatif
Belirtecler Arasi Iliski

Antioksidan enzimlerin degisik genetik varyantlar1 arasinda 8-isoprostan, rediikte
glutatyon ve malondialdehid diizeyleri kiyaslandi. Bu kiyaslama tiim kohort, yalnizca
astimlilar ve yalnizca kontrol grubunda ayr1 ayri gergeklestirildi. Bu analizlerin sonucunda
astim hastalarinda GSTT1, GSTP1 genotiplerinde 8-isoprostan, glutatyon ve malondialdehid
diizeyi arasinda anlamli iliski saptanmadi (p>0.05), fakat GSTM1 genotipinde rediikte
glutatyonun yabanil grupta null tipe gore daha diisiik oldugu saptand1 (p=0.032). Kontrol
grubunda yogunlastirilmis nefes havasindaki oksidatif stres belirtecleri ile genotipler arasinda

iligki saptanmadi (p>0.05).
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Tablo 8. Astiml1 grup igerisinde genotiplere gore yogunlastirilmis nefes havasinda oksidatif stres belirtegleri

GSTM1 GSTT1 GSTP1
Null Yabanil Null Yabanil Yabanil Heterozigot Mutant
(N=75) (N=63) (N=17) (N=115) (N=67) (N=53) (N=18)
Ortanca Ceyrek Ortanca Ceyrek P* Ortanca Ceyrek Ortanca Ceyrek P* Ortanca Ceyrek Ortanca Ceyrek Ortanca Ceyrek Pt
arabk arabhk arabk arabk arabhk arabk arahk
GSH 7.0 6.2-7.2 6.8 6.0-7.0 0.032 7.0 6.6-7.0 6.8 6.0-7.1 >0.05 6.8 6.0-7.2 6.9 6.4-7.1 6.6 6.0-7.0 >0.05
(nM/L)
MDA 243  22.6-26.0 243 22.6-26.0 >0.05 24.3 23.5-279 242 223-26.0>0.05 242 224-26.0 243 228-26.6 24.1 22.6-26.1 >0.05
(nM/L)

Isoprostan 13.6 7.8-21.0 123 7.5-223 >0.05 146 7.0-26.8 13.1 7.9-203 >0.05 132 7.5-229 13.8 7.7-202 12.8 8.0-23.8 >0.05
pg/mL)

P* = Mann Whitney U
Pt = Kruskal Wallis
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Tablo 9. Kontrol grubu i¢inde genotiplere gore yogunlastirilmis nefes havasinda oksidatif stres belirtegleri

GSTM1 GSTT1 GSTP1
Null Yabaml Null Yabaml fle/le fle/val Val/Val
(N=102) (N=89) (N=20) (N=156) (N=77) (N=95) (N=13)
Ortanca Ceyrek Ortanca Ceyrek P* Ortanca Ceyrek Ortanca Ceyrek P* Ortanca Ceyrek Ortanca Ceyrek Ortanca Ceyrek P
aralik arahk arahk arahk arahk arahk arahk
GSH 16.1 13.8-17.7 16.0 14.0-17.6>0.05 17.5 154-185 16.1 14.0-17.6>0.05 15.8 14.1-17.2 162 13.5-18.1 14.6 11.8-16.6 >0.05
(nM/L)
MDA 13.0 124-141 13.0 12.0-14.1>0.05 132 12.6-13.9 13.0 12.1-142>0.05 12.8 12.1-13.3 133 12.3-142 12.8 12.3-14.9 >0.05
(nM/L)

[soprostan 120  6.5-21.0 144 72-212 >0.05 104 58-174 13.1 7.0-21.0 >0.05 132 6.9-209 134 7.0-21.1 94  53-24.9 >0.05
(pg/mL)

P* = Mann Whitney U
Pt = Kruskal Wallis
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5. TARTISMA

Bu calisma, astimda sistemik dolasima ilave olarak havayollarinda da giicli bir
oksidatif stresin varhigim gostermektedir. Oksidatif stresteki keskin artig, yogunlastirilmis
nefes havasinda 6l¢iilen oksidatif mediatorlerin astimli hastalar ve saglikli kontroller arasinda
neredeyse hi¢ ortlisme olmamasiyla desteklenmektedir. Artmis oksidan yilik hem bir oksidatif
belirte¢ olan malondialdehiddeki artistan; hem de giiclii bir antioksidan savunma olan rediikte
glutatyondaki azalmadan kaynaklanmaktadir. Malondialdehid ile rediikte glutatyon arasindaki
son derece giiclii ve anlamli korelasyon oksidan/antioksidan sistemdeki degisikliklere ortak
bir mekanizmanin yol ac¢tigint diisiindiirmektedir. Daha 6nce de benzer calismalar yapilmis
olmakla beraber bu calisma yogunlastirilmis nefes havasiyla gerceklestirilen en genis grubu
olusturmaktadir. Bu pargasiyla ¢alismamiz daha once sistemik dolasimda gergeklestirdigimiz
calismanin sonuglarini desteklemektedir (119) .

Oksidatif stres inflamasyon ve inflamatuvar hastaliklarin temel belirleyicilerindendir.
Konakg¢inin antioksidan sistemleri, oksidan saldir1 karsisinda aktive olurlar fakat bireyler arasi
farkli yanit oksidan stresin nihai etkisini belirler. Bu ¢alismamizin temel amaglar1 6nceki
calismamizda saptadigimiz oksidatif strese etki eden faktorleri daha genis bir grupta galisarak
dogrulamak ve sistemik dolasima ilave olarak yogunlastirilmis nefes havasindaki oksidatif
yiike etki eden faktorleri saptamaktir.

Bu c¢alisma, saglikli kontroller, hafif astimlilar ve orta-agir siddette astimlilardan
olusan kohortta yapilan analizlerde GSTP1 ve GSTT1 genlerine ait degisik gneotiplerin astim
ve astim siddeti ile ilgili olmadigini; GSTP1 genindeki vall05val genotipinin sikliginin hafif
astimlilarla saglikli kontrollerde benzer oldugunu (=0.070 ve 0.071); ancak buna karsilik agir
astimlilarda bu genotip frekansinin diger gruplarin yaklasik iki katina ulastigini

gostermektedir (0.139). Bu farkin en 6nemli 6zelliklerinden biri de farkliligin istatistiksel



56

olarak ¢ok anlamli olmasidir (p=0.00038). Bu sonu¢ GSTP1 geninin 105 pozisyonunda
1zolosin yerine valin aminoasitini tagiyor olmanin astim igin bir risk olusturmadigini; ancak
genetik ve cevresel etkenlerle astim fenotipine sahip bireylerde vall05val genotipinin agir
astim riskini anlamli olarak artirdigini diistindiirmektedir.

GSTP1, DNA'min oksidasyonu sirasinda olusan reaktif oksijen maddelerini detoksifiye
eder. Reaktif oksijen maddeleri arasidonik asitten eikosanoid sentezi igin gereklidirler.
GSTP1, reaktif oksijen maddelerini ortamdan uzaklastirarak astim patogenezinde 6nemli rol
oynayan eikosanoidlerin sentezinin azalmasina neden olur. Hem Gillilan ve arkadaslarinin
hem de Tamer ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada GSTP1 Val/Val genotipinin
astim hastalarinda daha sik goriilmesi, bu genotipe sahip astim hastalarinin FEV1, FVC gibi
akciger fonksiyonlarini gosteren belirteclerinin zamanla diismesi bu genotipe sahip kisilerin
ortamdaki reaktif oksijen maddelerini yeterince detoksifiye edemediklerini diisiindiirmektedir
(110,111). In vitro ortamda 105. aminoasiti valin olan enzimin polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin diol epoksidlerini 105. aminoasiti isoldsin olan enzime gore 7 kat daha fazla
detoksifiye ettigi, 1-klora-2,4-dinitrobenzen (CDNB) detoksifikasyonunu ise 3 kat daha az
yaptig1 rapor edilmistir (113,117). Polisiklik hidrokarbonlara katalitik aktivitedeki bu
degisikligin enzimin aktif bolgesindeki yapisal degisiklerden kaynaklandigi diisiiniilmiistiir

(117).

Calisilan genotiplerin siklig1 tilkeler arsinda oldugu gibi aymi iilke igindeki degisik
gruplarda da farklilik gosterebilir. Avrupada populasyonun % 50-70 inde GSTM1 null tipi
varken tlilkemizde erigkin astim hastalarinda % 63.4, saglikli kontrol grubunda % 40.8
bulunmustur (111). Bizim ¢alismamizda GSTM1 null sikligin1 hafif astim hastalarinda %
47.4, orta-agir asimlilarda % 41.0 kontrol grubunda % 53.4 olarak bulduk (Tablo 5).

Literatiirde yapilan yapilan birgok calismada GSTM1 null genotipi ile antioksidan kapasitenin
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azalmas1 arasinda iligki gosterilmis olmasina ragmen biz bu birlikteligi gosteremedik
(106,112). GSTT1 null tipi siklig1 avrupada % 25, asyada % 40°dir. Biz ise hafif astim
hastalarinda % 18.2, orta-agir astimlilarda % 20.3, kontrolde % 11.4 olarak bulduk (Tablo 5).
Tamer ve arkadaglar1 da benzer sikliklar1 erigkin popiilasyonda saptamislardir (111). Bizim
calsmamizda GSTT1 genotipinde astim hastalar1 ile saglikli kontrol grubu arasinda anlamli
bir fark bulamadik. Cilt testi pozitifligi ile de GSTT1 genotip polimorfizmleri arasinda bir
iligki gosteremedik. Tamer ve arkadaglarinin yapmis olugu bir ¢aligmada atopik astiml
eriskin hastalarda non atopik astimli hastalara gére GSTT1 null genotipinin daha sik oldugu
gosterilmigtir (111). Litaratiirde de GSTT1 null tipinin astimda artigina ait verilerin yaninda
iligki gosterilmedigine ait de sonuglar bulunmaktadir (110). Litaratiirde GSTP1 genotipleri ile
de birbirinden fakli sonuglar elde edilmis ¢alismalar bulunmaktadir. Tamer ve arkadaslari
GSTP1 Val/Val homozigot genotipli kisilerde 3.6 kat daha yiiksek astim gelisme riskinin
oldugunu bildirmiglerdir (111). Spiteri ve arkadaslarin yaptig1 bir ¢alismada ise GSTP1
Val/Val genotipine sahip olmanin havayolu obstriiksiyonu ve bronsial asir1 cevabini azalttigi
gosterilmistir (27). Bunun yaninda Freidin ve arkadaslar1 glutayon-S-transferaz ve bronsial
astim giddeti arasinda bir iligki gosterememislerdir (122). Gillilan ve arkadaglar1 ise benzer
sekilde GSTP1 Val/Val homozigotlugu olan astim hastalarinin astim olmayanlara gére FEV1,
FVC ve maksimal orta-ekspratuar akiminda dort yillik izlemde daha ¢ok diisme gosterdigini
rapor etmislerdir (110). Bu farkli sonuglar sitozolik glutatyon-S-transferaz gen
polimorfizminin etnik ve ¢evresel faktorlere gore degisiklik gostermesiyle aciklanabilir (110).
Bu farklilig1 agiklayabilecek diger bir faktor ise ¢alisma popiilasyonunun secilme kriterleri
olabilir. Bizim ¢alisma popiilasyonumuz astim hastasi ¢ocuklardan olusan genis bir gurupken
diger ¢alismalarda vaka sayisi ¢ok daha azdir.

Vall05Val genotipinin astim agirlik dercesine olan etkisini lojistik regresyon yontemi

ile de arastirdik. Univariate analizde anlamli bir iliski ortaya ¢ikmasina (OR: 2.064, P=0.03)
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ragmen multivaryat analizde istatistiksel anlam sinirinda (OR:1.958,P=0.058) bir iliski
gosterebildik. Bu, temel olarak orta agir astimli hasta sayisinin diger iki gruptaki sayilarin
tioplamindan daha diisiik olmasina baglanabilir.

Calismamizin ikinci bolimiinde yogunlastirilmis nefes havasindaki oksidan ve
antioksidan belirtegleri gruplar arasinda kiyasladik. Bu ¢alismada oksidatif stres belirteci olan
malondialdehid ve antioksidan savunmanin gostergesi olan rediikte glutatyon astimh
hastalarda kontrollere gore nerdeyse degerler arasinda hi¢ ortiisme gostermeyecek sekilde bir
farklilik gosterdi. Bu, sistemik dolagsma ilave olarak yogunlastirlmis nefes havasinda da ¢ok
giiclii bir oksidan yiik saptanabildigini gostermektedir. Ancak sistemik dolasimdan farkli
olarak hafif ve orta siddette astimlilar arasinda bu bakimdan bir fark gosteremedik. Sistemik
dolasgimdaki ¢alismaya dikkat edilirse hafif ve orta agir siddetteki astimlilar arasindaki farkin
astimlilar ile kontroller arsindaki farktan ¢ok daha kiigiik oldugu dikkati ¢ekmektedir.
Yogunlastirlmis nefes havasindaki Olgiimlere ait sorunlardan bir tanesi de burada
mediatorlerin su nedeniyle ileri dercede diliisyona ugramasidir. Bu durumda orta siddetle
astim ile hafif siddette astim arasindaki farklar1 ortaya koyabilmek i¢in kiyaslamalarin hafif
siddetle astim ile ¢ok agir astim arasinda yapilmasi gerekebilir. Oysa ¢ocukluk caginda
bilindigi gibi agir astimli hasta sayis1 son derece azdir. Ornegin bu genis kohortumuzdaki agir
astiml1 hasta sayis1 sadece 13'tiir. Bu nedenle agir astimdaki oksidatif yiik ile hafif astimdaki
oksidatif yiik arasindaki kiyaslamalar1 yapmak i¢in erigkin hastalarda bir ¢alisma tasarlanmasi
uygun olabilir.

Calismadaki ilging sonuglarimizdan bir tanesi de oksidatif stresin anlamli bir
gostergesi olan 8-isoprostan diizeylerinin gruplar arasinda fark gostermemesidir. Caligmamiz
bunun esas nedenini saptamaya yonelik olarak tasarlanmamistir. Ancak gerek malondialdehid
gerekse rediikte glutatyon birgok ortak yolagin sonlanarak meydana getirdigi oksidatif

harabiyete bagl iiriinleri 6lgerken, 8-isoprostan hemen yalniz arasidonik asit {izerinden non-
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enzimatik yollardan meydana gelmektedir (Sekil 2). Yukarida sozii edilen yogunlastirilmis
nefes havasina ait diliisyonel faktorler de goze alindiginda tek bir yolagin {iriinii olarak
Olclilen bir mediatorde fark goriilmemis olabilir. Ancak, calismamiz bu gozlemin gergek
sebebini ortaya koymaz.

Calismamizn hedeflerinden bir tanesi de yogunlastirlmis nefes havasindaki oksidatif
yiike ait epidomiolojik ve genetik faktorleri ortaya koymaktir. Calismamizn sonuglari
calisilan anti-oksidan anezimlere ait genotiplerden hi¢ bir tanesinin var olan oksidatif stres
lizerine Onemli bir etkide bulunmadigini gostermektedir. Bu sonug, sistemik dolasimda
gergeklestirdigimiz ve GSTP1 genindeki vallO5val genotipinin oksidatif stresi belirleyen
onemli bir faktér oldugunu 6ne silirdiigliimiiz ¢alismanin (119) sonuglarindan farklidir. Bu fark
yukarida sozii edildigi gibi diliisyonel farkliliklardan kaynaklanabilecegi gibi gergek sebebi
lizerinde yorum yapmamiza olanak tantyacak verilerimiz yoktur.

Astimli hastalarda reaktif oksijen maddelerinin kaynagi havayollarinda ve
intravaskiiler alandaki inflamatuvar hiicrelerdir (30-36). Makrofaj, eozinofil, lenfosit, ndtrofil,
monosit oksidatif stresin kaynagidir. Bizim ¢alismamizda oksidatif stresi belirleyen faktorler
ile yalnizca eozinofillerle bir iliski gosterilmeye calisildi ancak astimli hastalarin glutatyon, 8-
isoprostan ve malondialdehid diizeylerini etkileyen faktorler arasinda eozinofil sayisi ile bir
iligki gosterilemedi. Yogunlastirllmig nefes havasinda oksidatif stresin ve antioksidanlarin
hiicresel kaynagi belli degildir. Lokal oksidatif stresin hiicresel ve dokusal kaynaginin ne
oldugunu ortaya koymak i¢in baska bir ¢alisma planlanabilir.

Bahsedilecek bir diger konu da bu sonuglarin astim tedavisine etkisinin ne
olabilecegidir. Yakin zamanda Decramer ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada
antioksidan olarak 600 mg oral N- asetil sistein ve plesebo alan 523 kronik obstruktif akciger
hastasi1 3 yil boyunca izlenmistir. Sonu¢ olarak N-asetil sisteinin FEV1 in azalmasi ve

hastaligin alevlenmesi iizerine etkisi olmadigi goriilmiistiir (123). Oksidatif stres bizim
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calismamizda da gosterdigimiz gibi son derece giicliidiir ve ¢ok fazla hiicresel kaynagi
bulunmaktadir. Elimizde biitiin bu oksidatif etkiyi noétralize edecek kadar giiclii bir anti-
oksidan olmadigi i¢in bdyle bir sonug elde edilmis olabilir.

Sonug olarak, bu caligma saglikli ¢cocuklarda ve astimlilarda yogunlastirilmis nefes
havasmin oOl¢iilebilecegini; astimda saglikli bireylere gore ¢ok giiclii bir oksidatif stresin
varligin1 gostermektedir. Sonuglarimiz, antioksidan enzimlerden GSTP1’e ait genetik
varyantlarin da astim siddetini etkileyebilecegini diislindiirmektedir

Bu calisma, yogunlastirilmis nefes hava kondansati kullanarak yapilacak olan
caligmalara  kaynak  olmakla  birlikte antiinflamatuvar  tedavinin  etkinliginin

degerlendirilmesinde yararli olacaktir.
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. SONUC ve ONERILER

. Astiml1 ¢ocuklarda sistemik dolasima ilave olarak lokal doku diizeyinde de oksidatif
stresin artmis oldugunu gostermektedir.

. Rediikte glutatyon ve MDA arasindaki ¢ok yiiksek korelasyon oksidan ve antioksidan
gostergelerin benzer faktorler tarafindan ayarlandigini gostermektedir.

. Yogunlastirilmis nefes havasinda lokal oksidatif stresi gostermek i¢in MDA ve rediikte
glutatyon ol¢iimleri 8-isoprostana gore daha iyi gostergeler olabilir.

. GSTP1 Vall05Val genotipi astim i¢in son derece dnemli bir prognostik faktordiir. Genetik
predispozisyon ve g¢evresel faktorlerin etkisi ile astim hastaligi olan bireylerde GSTP1
Vall05Val genotipi astim agirlik derecesinin riskini artirir.

. GSTP1 Vall05Val genotipi sistemik dolagimdaki oksdatif stresin  Onemli
belirleyicilerinden biri olmakla beraber yogunlastirilmis nefes havasinda bu genotipin

malondialdehid ve rediikte glutatyon iizerine 6nemli bir etkisi saptanmadi.
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