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OZET

Kaya, B. K. Astimhi Cocuklarda Oksidatif Stresin Tiyol Disiilfit Dengesi
Uzerinden Degerlendirilmesi, Namik Kemal Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Tibbi Biyokimya Anabilim Dal Yiiksek Lisans Tezi, Tekirdag, 2015.
Astim bir¢ok hiicre ve hiicre bilesenlerinin katildigi, brons asir1 duyarlilig1 ve hava
akimi obstrikksiyonu ile Kkarakterize kronik enflamatuar bir hastaliktir. Son
caligmalarda havayolu enflamasyonunda oksidatif stresin etkili oldugu belirlenmistir.
Disiilfit tiyol oran1 (DTR) detoksifikasyonda ve antioksidan savunmada Kkritik rol
oynamaktadir. Bu ¢alismanin amaci astimli ¢ocuklarda oksidatif stres diizeyini DTR

tizerinden degerlendirerek, hastaligin patogenezinde DTR’nin roliinii arastirmaktir.

Calismaya astiml1 65 ¢ocuk, benzer yas ve cinsiyette 22 saglikli ¢ocuk olmak
tizere toplam 87 ¢ocuk dahil edildi. Oksidatif stres diizeyini belirlemek i¢in iki grupta
tiyol, disiilfit diizeyleri 6l¢iildii ayrica DTR hesaplandi. Yapilan analizler sonucunda
DTR ve disiilfit diizeyleri astimli grupta kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek
bulundu (sirasiyla p=0,011, p=0,010), tiyol diizeyleri hasta grubunda kontrol grubuna
gore yliksek bulunsa da aralarindaki fark anlamli degildi (p=0,123).

Astimli ¢ocuklarda yiiksek bulunan disiilfid diizeyi ve DTR’nin; daha dnce
yapilan ¢alismalar ile bildirilen, astimli ¢ocuklarda oksidatif stres artisina neden olan
mekanizmalara ek olarak hastalik patogenezinde rol oynadigini diigiindiirmektedir.
Tiyol, distilfit ve DTR’nin diger oksidatif stres belirteglerine gére daha standardize
ve otomatize olarak Olgiilebilmesi nedeniyle astim hastaliginda oksidatif dengenin

belirlenmesinde klinik acidan tercih edilebilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: astim, oksidatif stres, tiyol, disiilfit, tiyol distilfit dengesi
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ABSTRACT

Kaya, B. K. Evaluation of Oxidative Stress in Children with Asthma by
Disulfide Thiol Balance, Nammk Kemal University Health Sciences Institute
Medical Biochemistry Department Master’s (Graduate) Thesis, Tekirdag, 2015.
Asthma is a chronic inflammatory disease which includes many cells and cell
components and characterized by excessive bronchial sensitivity and airflow
obstruction. Recent studies have revealed that oxidative stress is effective on the
airway inflammation. Disulfide thiol ratio (DTR) plays a critical role in
detoxification and antioxidant defense. The objective of this study is to investigate
DTR's role in the pathogenesis of the disease by evaluating oxidative stress levels in

asthmatic children via DTR.

87 children including 65 asthmatic children of similar age and gender with 22
healthy children were included to the research. Thiol and disulfide levels were
measured in two groups to determine the oxidative stress level and the DTR was
calculated additionally. DTR and disulfide levels were found significantly higher in
the asthmatic group compared with the control group as a result of the analysis
conducted (p = 0,011, p = 0,010 respectively) and although the thiol levels were
found higher in the patients’ group compared with the control group, the difference
was not significant (p = 0,123).

High level of disulfide and DTR in asthmatic children is thought to play in the
pathogenesis of the disease in addition to mechanisms causing increased oxidative
stress in asthmatic children reported by previous studies. It is considered that thiol,
disulfide and DTR may be preferred clinically for determining oxidative stability in
asthma because it can be measured in a more standardized and automated way

compared to other oxidative stress indicators.

Key words: asthma, oxidative stress, thiol, disulfide, thiol disulfide balance
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1. GIRIS
Diinyada 6nemli saglik sorunlarindan sayilan ve en ¢ok arastirilan hastalik
gruplarindan biri olan alerjik hastaliklar {ilkemizde de yaygin olarak goériilmektedir
(Kalyoncu ve Aydilek 1998). Arastirmalar astimin gocukluk ¢aginda en sik goriilen

kronik hastalik oldugunu ve kronik hastaliklarin gocuk gelisimi iizerine olumsuz

etkisi oldugunu gdstermektedir (Oztiirk 2007).

Astim; birgok enflamatuar hiicre ve medyatdrlerin 6nemli rol aldigi, solunum
yollarinin tam veya kismi geri doniisiimlii obstriiksiyonu ile Kkarakterize, kronik

enflamatuar bir havayolu hastaligidir (Kuyucu ve Kalayci1 1997).

Oksidatif stres; asirt radikal iiretimine maruziyet ya da yetersiz antioksidan
kapasite olarak ifade edilebilir. Oksidatif stres karsinogenezis, astim, psoriyazis ve
romatoid artrit gibi kronik enflamatuar hastaliklarin patogenezinde yer almaktadir
(Dzau ve dig. 2006). Astimda havayollarinda biriken enflamatuar ve immiin hiicreler
asir1  serbest radikal Treterek akciger enflamasyonun siddetlenmesine sebep
olmaktadir (Caramori ve Papi 2004). Enflamatuar hiicrelerin hasarina ek olarak
antioksidan kapasitenin yetersiz kalmasi veya asir1 radikal {iretimi nedeniyle
oksidatif dengenin bozulmasiyla meydana gelen oksidatif stres durumunun da katki

sagladigin1 gosteren pek ¢ok calisma vardir (Ciencewicki ve dig. 2008).

Literatiirde tedavisi devam eden astimli hastalarda oksidatif stresin
degerlendirildigi ¢alisma sayist ¢ok fazla degildir ve yapilan calismalar genelde
antioksidan enzimler {izerinedir. Calismamizda astim hastas1 olan grupta oksidatif
stres durumunu tiyol, disiilfit diizeyleri ve DTR iizerinden degerlendirmeyi

amacladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. ASTIM
2.1.1. Tammm

Astim hiicre ve hiicre yapilarinin etkin oldugu havayollarinin kronik
enflamasyonu ile seyreden kisisel ve ¢evresel faktorlerin ortak katildig: bir havayolu
hastaligidir (GINA 2011). Klinik, patolojik ve fizyolojik o&zelliklerine gore
degerlendirilen astimin en Onemli fizyolojik Ozelligi hava akimi kisitlanmasi ile
gbzlenen havayolu daralmasidir. Bazen kalici yapisal degisikliklerin oldugu kronik
enflamasyon, patolojik olarak astimin en belirgin 6zelligidir. Duyarli kisilerde
ozellikle gece veya egzersizden sonra tekrarlayici 6zellik gosteren nefes darligi,
higiltili solunum, Oksiiriik ataklar1 ve gogiiste sikisma hissi ise astimin en belirli
klinik ozelligidir. Genellikle akcigerlerde goriilen bu ataklar yaygin ve degisken,
¢ogu zaman kendiliginden ya da tedavi ile geri doniislii bir havayolu daralmasi ile

birlikte seyreder (Panettieri ve dig. 2008).

Havayolunun enflamatuar ve yapisal hiicrelerinin de eslik ettigi kronik
enflamasyon, havayolu daralmasi ve brong asirt duyarliligi (BAD) astimin 6nemli

karakteristik 6zelliklerindendir (Bousquet ve dig. 2000).
2.1.2. Epidemiyoloji

Cocukluk c¢aginda en fazla goriilen kronik hastalik astimdir ve diinyada
tahmini 300 milyon Kisiyi etkiledigi diigiinilmektedir (Salama dig. 2010). Diinya
Saglik Orgiitii asttmdan dolay1 diinyada yilda 15 milyon sakatliga ayarlanmis yasam
yilt kayb1 oldugunu tespit etmis ve bu rakamin diinyadaki tiim hastaliklara baglh

kayiplarin %1’ine denk geldigini bildirmistir (Masoli ve dig. 2004).

Astim; prevalansi, morbiditesi, mortalitesi kullanilan yontemlere, iilkelere,
cografi bolgelere gore degisen bir hastaliktir. Prevalans orani gelismis tlkelerde
gelismekte olan iilkelere gore daha yiiksektir. Avustralya ve Ingiltere’de prevalans
siklig1 yiiksek iken Iskandinav iilkelerinde, Eskimolarda bu oran diismektedir.
Cocuklarda tahmini prevalans degerleri %3-38 iken eriskinlerde bu oran %2-12
arasindadir. Ulkemizde ISAAC ydntemi ile degerlendirilen prevalans calismalarinda

kiimiilatif astim siklig1 %13.7-%15.3 oranlarinda oldugu bilinmektedir (Ak¢akaya ve



dig. 2000). Ayn1 yontemle Batili toplumlarda 6lgiilen prevalans degerlerinin %4’den
%19’a kadar degisen oranlarda oldugu bilinmektedir (Remes ve dig. 1996).

2.1.3. Etyoloji

Risk faktorlerinin astim gelisimini ve astim semptomlarini tetikleyen
mekanizmalar1 karmagiktir ve birbiriyle iliskilidir. Astim etyolojisinde hem genetik
hem de gevresel faktorlerden etkilenen risk faktorleri, hastaligin gelismesine neden
olan ve astim semptomlarini tetikleyen faktorler olarak siniflandirilabilir. Kisisel
etkenler bunlardan birincisini, ¢evresel etkenler ise ikincisini kapsar. Bazi faktorler
vardir ki bunlarin her ikisine de sebep olabilir (Busse 2001). Genlerin farkli genlerle
ve gevresel faktorlerle etkilesimi ile astima yatkinlik artmaktadir (Holgate 1999).
Genetik faktorlerin astimin ortaya ¢ikmasinda 6nemli oldugu bilinmektedir. Cevresel

faktorler ise daha ¢ok astimin alevlenmesine sebep olmaktadir (Ober 2005).

Tablo 2. 1. Astim risk faktorleri

Kisisel Faktorler Cevresel Faktorler
1. Genetik 1. Allerjenler 5. Ailedeki Birey Sayisi
2. Atopi 2. Enfeksiyonlar 6. Hava Kirliligi
3. Cinsiyet 3. Sigara 7. Sosyokiiltiirel Durum
4. Obezite 4. Beslenme 8. Mesleki Duyarlilastiricilar

Cocukluk ¢ag1 ana risk faktorleri; 3 yasina kadar sik hisilti atagi gegirme, parental
astim gecirme, alerjik rinit bulunmasi ya da egzama gecirme olarak siralanabilir
(Ober ve Hoffjan 2006).

2.1.3.1. Kisisel Faktorler
2.1.3.1.1. Genetik

Astimli ¢ocuklarin ailelerinde astim, atopik dermatit, alerjik rinit gibi
hastaliklarin bulunmasi, astimin kalitsal bir temelinin oldugunu gostermektedir ancak
kalitmin nasil sekillendigi tam olarak anlasilamamistir. Yapilan c¢alismalarda

monozigot ikizlerde 0,74, dizigotlarda ise 0,35 kadar konkordans oldugu goriilmiistiir



(Leung 2004). Ebeveynlerden birinin astimli oldugu durumda dogacak bebegin
astiml1 olma riski %20-%30’larda iken, iki ebeveynin de astim hastas1 olmas1 halinde
bu oran %60-%70’lere yiikselmektedir (Arshad 1993).
Astim olusumunda etkili genler baslica 4 temele gore etki gosterirler:
1. Alerjene 6zgii immiinoglobulin E (IgE) antikorlarinin iiretilmesi
2. Havayolu asir1 duyarliliginin olmast
3. Kemokinler, sitokinler ve biiytime faktorleri gibi enflamatuar medyatérlerin
salinimi
4. Thy (T yardimer hiicre 1) veya Thy (T yardimci hiicre 2) yoniindeki yaniti
belirleyen faktorler
Calismalarda astimla iliskili gesitli kromozom bolgeleri belirlenmisse de analiz
sonuglart ¢eliskili oldugundan astim veya atopiye sebep olan o&zgil gen

arastirilmaktadir (Holloway ve dig. 1999).
2.1.3.1.2. Atopi

Cevrede karsilasilan g¢esitli alerjenlere karst abartili IgE gelistirme
yatkinligina atopi denir. Astim vakalarmin %350’sinde atopik durum oldugu
gozlemlenmistir (Pearcea 1999). Cocuklarda goriilen atopi, astimin erigskin yasa
kadar devami i¢in bir risk faktoriidiir (Martinez 2000). Atopiklerde astim riskinin,
atopik olmayanlara kiyasla 10-20 kat fazla oldugu tespit edilmistir. Cocugun anne ve
babasinda atopi goriilmesi, ¢ocukta da bulunma riskni arttirmakla birlikte hastaligin
tipi ve baglangict  hakkinda bilgi vermektedir. Ailede atopi durumuna gore
bakildiginda annesi atopik olan ¢ocuklarda babasi atopik olanlara kiyasla daha ¢ok

alerjik hastalik belirlenmistir (Biermann 1996).
2.1.3.1.3. Cinsiyet

Astim prevalansi on dort yasindan 6nce erkek ¢cocuklarinda kiz ¢ocuklarinin 2
kat1 olarak tespit edilmistir. Bu durumun sebebi tam olarak anlagilamamistir fakat
dogumda erkeklerde brons ¢aplarinin daha dar, IgE diizeylerinin daha yiiksek olmasi
ve solunum yolu direncinin daha fazla olmas: ile iligkilendirilmistir (Spahn 2008).
llerleyen yaslarda bu fark azalarak esitlenerek sonrasinda kadimnlarda daha fazla
goriilmeye baslamaktadir (Horwood 1985).



2.1.3.1.4. Obezite

Akciger fonksiyonlar1 kiyaslandiginda astimli obez hastalarin obez
olmayanlara gore daha agir seyrettigi ve komorbidite sikliginin arttig1r gorilmistiir
(Shore 2008). Cogunlukla obezitenin astimi tetikledigi kabul gorse de, ciddi astimli
hastalarda sistemik glukokortikoid kullanimi1 ve sedanter hayat tarzinin obeziteye
neden olabilecegi de kabul alan gortisler arasindadir (GINA 2011).

Sekil 2. 1. Astim ve obezite iliskisi (BeuTher ve dig. 2006).

Obezitenin astim gelisimi {izerine etkisi kapsamli olarak bilinmemekte ancak
obezitenin akciger mekanikleri iizerine hormonsal, genetik, noérojenik etkilerinin
astim gelisimine sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (BeuTher 2006).

Obez olan astimli hastalarda havayolu fonksiyonlarini ve havayolu diiz kas
plastisesini degistiren bir solunum paternin olustugu ve hastalarin ekspiratuvar rezerv
hacimlerinde azalma oldugu bilinmektedir (Marion 1985). Buna ek olarak obez
astimli hastalarda kilo kaybi sonucu semptomlarin azaldigi ve akciger

fonksiyonlarinin iyilestigi gozlemlenmistir (Hakala 2000).



2.1.3.2. Cevresel Faktorler
2.1.3.2.1. Allerjenler

Astim gelisimindeki c¢evresel fonksiyonlar tam olarak bulunamasa da astim
alevlenmelerinde ev i¢i ve dis ortam alerjenlerin yiiksek oranda etkili olduklar
bilinmektedir. Kedi veya kopeklerin kepeklerine, Aspergillus kiiflerine, ev tozu akari
alerjenlerine duyarlilasmanin ¢ocuklarda kiigiik yaslarda astim gibi semptomlar i¢in
bagimsiz risk faktorii olusturdugu dogum-kohort calismalari ile gosterilmistir.
Duyarlilagsmay1 etkileyen faktorlere bakildiginda alerjen, doz, siire, yas ve genetik
faktorleri 6n plana ¢ikmaktadir (Weis 1995).

2.1.3.2.2. Enfeksiyonlar

Bebeklik c¢aginda bronsiyalite neden olan respiratuvar sinsityal viriisiin
cocukluk doneminde astim, hisiltt ve atopi gelisimindeki Onemi iki sekilde
belirtilmisitrr. Ik olarak erken donemde Kkarsilasilan viral enfeksiyonlarin
akcigerlerde islev bozukluguna neden olmasi ve immin sisteminde hasar
olusturmasidir. Ikincisi ise enfeksiyonun, altta yatan alerjik hastaligi bulunan siit
cocugu ve c¢ocuklarda daha agir gegmesi seklindedir (Von Mutius 2000).
Calismalarin farkli nitelikte olmasi hijyen ile ilgili arastirmalarda ¢eliskili sonuglarin
alinmasinin en 6nemli nedenlerindendir.

Viral enfeksiyonlar ve atopi arasindaki iliski karmasik bir yapiya sahiptir.
Viral enfeksiyonlar alerjik duyarlanmanin olusumuna, bakteriyel enfeksiyonlar
immiin sisteminin gelisimine katki saglarken, parazit enfeksiyonlarin ¢ogu kez

astima kars1 koruyucu etkilerinin olmadigi goriilmistiir (Leonardi ve dig. 2000).
2.1.3.2.3. Sigara

Sigara kullanim1 veya maruziyeti ile alerjik sensitizasyon, astim ve solunum
yolu hastaliklar1 iligkilidir. Bu durum akciger islevinin bozulmasina, astim
prevalansinda artisa sebep olmaktadir (Cohen ve dig. 2010). Annesi sigara igen
bebeklerde yasamin ilk bir yilinda hisiltili solunum ile ilerleyen donemlerde
hastaligin olusma riski 4 kat daha fazladir (Dezateux ve dig. 1999). Sigara icilen

evde yasayan c¢ocuklarda alerji ve hisilti, icilmeyen evdeki ¢ocuklara gore ¢cok daha



erken meydana gelmektedir (Halken ve dig. 1995). Bebek ve ¢ocuklarda pasif sigara
maruziyetinin, alt solunum yolu hastalig: riskini arttirdigi goriilmistiir (Nafstad ve
dig. 1997).

2.1.3.2.4. Beslenme

Yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglara gore astim ve beslenme arasinda
yiiksek oranda bir iliski oldugu tespit edilmistir. Ornegin, inek siitiinden veya soya
proteininden yapilan gidalar ile beslenen c¢ocuklarda, anne siitiiyle beslenen
cocuklara gore daha yiiksek oranlarda hisilti ortaya ¢iktigi goriilmistiir (Friedman ve
Zeiger 2005).

Ozellikle yiiksek oranda hazir gida ve omega 6 ¢oklu doymamis yaglarca
zengin olan gidalarla beslenme, yumurta, balik, ¢ikolata, hububat ve kuruyemislerin
tiiketimi astim riskinde artigsa sebep olurken diigiik miktarda tuz alimi, magnezyum,
vitamin E ve C, ¢inko, omega 3 ¢oklu doymamis yaglarca zengin besinlerin
tilketilmesinin astim semptomlarinin agirlasmasini engelledigi goriilmiistiir (Fogarty

ve Britton 2000).
2.1.3.2.5. Ailedeki Birey Sayisi

Atopinin goriilmesinde Kardes sayisinin 6nemli bir faktor oldugu giiniimiizde
aragtiricilarin ilgisini ¢ekmis ve evdeki birey sayisi ve alerji bulunma siklig ile ters
bir orantt bulundugu tespit edilmistir. Kardes sayisinin artmasiyla saman nezlesi,
atopik dermatit, IgE antikor olusumunun azaldig1 belirtilmistir (Strachan ve Taylor
1996). Okuldan tagman bazi enfeksiyonlarin alerjik hastaliklarda koruyucu etkisinin
oldugu disiiniilmiistiir. Ayn1 sekilde annenin ileri yaslardaki dogumu ya da ilerleyen
gebeliklerinde ¢ocugun prenatal ya da postnatal donemde enfeksiyonlara maruz
kalmasi ve immiin yanitin degismesi seklinde birgok hipotez ortaya atilmistir ancak

tam olarak nedeni bulunamamigtir (Von Mutius 2000).
2.1.3.2.6. Hava Kirliligi

Hava kirliliginin yogun oldugu yerlerde biiyliyen ¢ocuklarda akciger islevinin
azaldig1 goriilmiis fakat bu islev kaybinin astima yol a¢ip agmadigi tam olarak

bilinememistir (Gauderman 2004). Ancak hava kirliligine yol agan maddelerin



artmasina bagl olarak astim alevlenmelerinin siklastig1 diisinilmiistiir (Mungan ve
dig. 1998). Ayni sekilde ev i¢inde bulunabilen kiif ve hamam bdcegi, sigara dumant,
1sitma ve sogutmada kullanilan gaz astim gelisimiyle iligkili bulunmus fakat astim

gelisimi lizerindeki rolii tam olarak anlasilamamistir (Von Mutius 1998).
2.1.3.2.7. Sosyokiiltiirel Durum

Cocuklarda ve addlesanlarda astim gibi baska alerjik hastaliklarin prevalansi,
sanayisi ileri diizeyde olan {ilkelerde yeni gelisen iilkelere kiyasla yiiksektir.
Sosyoekonomik durumun farklilasmasiyla tiiketilen besinler, ailedeki kisi sayist,
alerjenle karsilagsma oranlari, sigara i¢ilme durumu degistigi i¢in bu tarz farkliliklarin

ortaya ¢ikabilecegi one siiriilmistiir (Bjorkstein ve dig. 1998).

2.1.3.2.8. Mesleki Duyarhlastiricilar

Mesleksel astim ¢aligma ortamindaki maddelerle temas ve solunum nedeniyle
ortaya ¢ikan astim olarak tanimlanmistir ve 300’1 askin etken ile iliskilendirilmigtir
(Pearce ve dig. 2007). Astimin endiistrilesmis {ilkelerde en yaygimn solunum sistemi
hastalig1 oldugu ve mesleksel duyarlilastiricilarin ¢alisma yasindaki erigkin astimin
tahmini 10°da birinden sorumlu oldugu tespit edilmistir (Nicholson ve dig. 2005).
Mesleksel astimin baslamasinda serum IgE aracilikli ve hiicresel medyatorlerin

sorumlu oldugu bilinmektedir (Sastre ve dig. 2003).
2.1.4. Patogenez

Astim, dendritik hiicreler, eozinofiller, T lenfositler, mast hiicreleri, notrofiller
ve makrofajlar gibi birgok Karakteristik patofizyolojik degisikliklere neden olan
enflamatuar hiicrelerin rol aldigi bir havayolu hastaligidir. Ayrica enflamasyonda,
endotel hiicreleri, epitel diiz kas hiicreleri, miyofibroblastla ve fibroblastlar da asir1
serbest radikal olusturabilir ve direk enflamatuar hiicreleri uyararak epitelyum hasari
sonucunda akciger enflamasyonunun artmasina neden olmaktadir (Chung 2000).

Astim hastalarinin havayollarinda enflamatuar cevabin yani sira havayolu
yeniden yapilanmasi ‘remodelling’ denilen, astimin siddetiyle iligkili olarak bazen
geri donilisiimsiiz olabilen bir takim degisiklikler de meydana gelmektedir (James
2005).
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Sekil 2. 2. Astim patogenezi (Hirst ve dig. 2004).

Havayolarinin tam veya kismi doniistimlii obstriiksiyonu, kronik enflamasyon
ve siddeti ile ilgilidir. Enflamasyonun siddetlenmesi sonucunda proteoglikanlarin ve
kollajen liflerin birikmesine bagli olarak subepitelyal fibrozis olusumu, havayolu diiz
kasinda ve mukus sekresyonunda artis ile kan damarlarinda poliferasyon artisi
goriilmektedir (Black 2004). Astim patogenezinin esasinit olusturan havayolu
enflamasyonu tipik ozellik tasir ve siireklidir. Buna karsin semptomlar ataklar
halindedir ve klinik bulgular degiskenlik gosterir. Enflamasyon hastalarin tiim
havayollarinda bulunsa da en belirgin fizyolojik etkiler orta biiyiikliikteki bronslarda
goriilmektedir (Cohn ve dig. 2004).

2.1.5. Fizyopatoloji

Astim hastalarinda solunum yollari, sigara dumani, soguk hava, toz gibi
saglikli bireyleri etkilemeyecek uyarilara kars1 bronglarda asir1 daralma etkisi gosterir
(Siraganian 1993). Havayollarindaki diiz kas kontraksiyonu, mukus sekresyonu,
6dem, remodeling sonucu duvar kalinlagmasi havayolu daralmasinin ana nedenleridir

(Rudolph ve dig. 2002).
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BAD’nin meydana gelmesinde bir¢ok faktoriin rol oynadigi bilinmektedir fakat

olusum mekanizmasi tam olarak anlagilamamaktadir. Bu faktorler soyle siralanabilir:

» Havayolu diiz kas hiicrelerinin bronkokonstriktor etki gosteren mediyatorlere
tepki vermesi sonucu hacminin artmasiyla havayolu diiz kasi kontraksiyonun asir1
hale gelmesi (Wang 2003).

* Yapisal degisiklikler ve 6dem sonucu meydana gelen remodelingin BAD’yi
arttirmasi (Leblond ve dig. 2005).

» Havayolu diiz kas hiicrelerinin enflamatuar etki gosteren mediyatérlere yaniti
sirasinda sizintinin artmasiyla havayolu 6demi olugmasi (Wang 2003).

* Duyusal sinirlerin enflamasyon ve mukus sekresyonundaki artis sonucunda
duyarli hale gelmesiyle uyaranlara cevap olarak asir1 bronkokonstriksiyon
olusturmasi (GINA 2001).

Yapilan caligmalarda BAD’de ¢evresel faktorlerin haricinde genetik yatkinliginda
etkili oldugu bulunmustur. Bu duruma IgE miktarini belirleyen lokusun yakinindaki

bir bélgenin neden oldugu bilinmektedir (Postma ve dig. 1995).
2.1.6. Astim Mekanizmalari

Astim, iltihaplanmis solunum yollarinin asirt derecede duyarli olmasina ve

bazi etkenlerle zaman zaman daralmasina neden olan bir solunum yolu hastaligidir.
2.1.6.1. Astimhlarda Havayolu Enflamasyonu

Enflamasyon astimmin tiim klinik tiirlerinde yap1, alerjiklik gibi durumlara
bakilmaksizin benzer sekildedir (Weis 1995). Enflamasyonun yogunlugu ve astim
siddeti arasinda bir iligki oldugu tespit edilmis ancak kesin olarak aciklanamamistir

(Cohn ve dig. 2004).
2.1.6.1.1. Enflamatuar Hiicreler

Astimda goriilen enflamasyon alerjik hastaliklardakine benzer sekilde bir
enflamasyondur. Bu durum aktive olmus mast hiicrelerinin bronkokonstriktor etkili
medyator salivermesiyle (Robinson 2004), eozinofillerin solunum yolu epiteline
hasar veren bazi proteinleri liretmesiyle (Kay ve dig. 2004), natural killer T hiicreleri

ve Th; lenfositlerinin artmasiyla (Larche ve dig. 2003), dendritik hiicrelerin
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ragulatuvar uyarilmamis T hiicrelerini Th; lenfositlerine doniistiirmesiyle (Kuipers
2004), makrofajlarin enflamatuar yaniti kuvvetlendiren medyatorleri ve sitokinleri

olusturmasiyla karakterizedir (Peters ve Golden 2004).

2.1.6.1.2. Enflamatuar Mediyatorler

Astim hastaliginda solunum yollarindaki enflamatuar yanit olusumunda
yiizden fazla sayida gesitli medyatoriin bulundugu tespit edilmistir (Barnes ve dig.
1998). Kemokinler havayollarinda enflamatuar hiicrelerin birikimini saglamasi
acisindan (Miller ve Lukacs 2004), sisteinil l6kotrienler bronkokonstriktér ve
proenflamatuar etki gostermesiyle (Leff 2001), sitokinler hastaligin siddetini
belirlemesiyle, histamin bronkokonstriktor etki gostermesiyle 6nemli medyatorlere
ornektirler (Barnes 2002). Ayrica nitrik oksit kuvvetli bir vazadilatér ve astimda
enflamasyon belirteci olarak, prostaglandin D2 ve Th, hiicrelerinin solunum
yollarinda birikimini saglayan bir brokokonstriktor olarak 6nem tasir (Ricciardolo ve
dig. 2004).

2.1.7. Tam
Bireylerde astim tanisinin  konulmasinda  klinik  verilerden  ve
siiflandirmadan yararlanilmaktadir. Klinik tani genel olarak semptomlara, fizik

muayeneye, tibbi dykiiye ve ayirici tantya gore yapilmaktadir. Baz alinan bu veriler
Tablo 2. 2°de 6zetlenmistir (Corrao ve dig. 1979; Wilson 1989)

Tablo 2. 2. Klinik tanida izlenilen baglica yontemler

Semptomlar | Nobetler seklinde ilerleyen, oksiiriik, hisiltili solunum, gégiiste sikisma hissi ve

nefes darlig1 gibi semptomlar ile klinik astim tanis1 konulur.

Fizik Oskiiltasyonda duyulan hisiltili solunum hava akimi kisitlanmasini belirtisidir

Muayene ve en ¢ok rastlanan anormal fizik muayene bulgusudur.

Ozellikle gocuklarda ¢ok gériilen ve geceleri sorun olusturan kronik oksiiriik,

Tibbi Oykii alerjen maruziyeti sonrasi ataklarin artmasi ve mevsime gore degismesi, atopi
Oykiistinlin olamas1 taniy1 kolaylastirir.
Tamsal 3 yag altindaki ¢ocuklarda dahi ataklarla seyreden higiltili solunum ve Sksiiriik
Giicliikler
cve oldukea sik goriildiigiinden bes yasindan kiigiik ¢ocuklarda higiltili solunum 3

Ayiries Tam | kategoride degerlendirilmistir.
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2.1.7.2. Siiflandirma

Smiflandirma yapilirken astim hastalarinin etyolojik durumlarina gore
gruplamalar yapilmasina ragmen her hastada cevresel bir faktér bulunamamistir
(GINA 2011). Genellikle galismalar enflamatuar fenotipler {izerinde indiikte balgam
kullanilarak yapilmistir. Bu siniflamalardan en ¢ok kullanilanlart astim kontroliine ve
astim derecesine gore yapilanlardir. Astimda genelde tek bir neden saptanamadigi
icin alerjik olanlar ve olmayanlar seklindeki bir smiflamadan pek

yararlanilamamaktadir (Brightling ve dig. 1999).
2.1.7.2.1. Kontrol durumuna gore siniflandirma

Burada astim belirtilerinin kontrol altina alinmasi ve tedavide kontroliin uzun
ve devamli olmasi ifade edilmektedir (Bateman ve dig. 2004).

Astim kontroliinde klinik belirtilerin kontrol altina alinmasinin yani sira
alevlenme, akciger islevlerinde azalma ve tedavi yan etkileri riski acgisindan da
degerlendirme yapilmalidir. Bu sekilde rutin kontrol ile astimda alevlenme riski

azaltilmaktadir (Bateman ve dig. 2007).
2.1.7.2.2. Siddete gore siniflandirma

Hastaya gore degisen ve ayni hastada zaman zaman farkliliklar gdsteren
astimin siddetinin siniflandirilmasi uluslararasi astim tedavi rehberi ‘GINA’ya gore
yapilmaktadir. Bu simiflama semptomlara, hava akiminin kisitlanmasina, akciger
islevinin azalmasina gore dort grupta: intermittan, hafif persistan, orta persistan ve
agir persistan olarak incelenmistir (GINA 2008). Ancak siddete gore siniflama
tedaviye baglanacagi donemde baslangi¢ asamasinda yararlidir bu nedenle kontroliin

rutin olarak yapilmasi daha uygun ve faydalidir (Weis 1995).

2.2. ASTIM ve OKSIDATIF STRES

Serbest radikaller dis orbitallerinde bir ya da daha ¢ok eslesmemis elektron
bulunduran kisa 6miirlii atom veya molekiillerdir (Cheesman ve Slater 1993). Stabil
olmayan organik veya inorganik yapida bulunabilen ve olduk¢a reaktif olan
radikaller, hizli sekilde diger molekiillerle reaksiyona girerek son ydriingedeki

elektronlarini pozitif yiike dengeleyerek kararli yapili molekiilleri olustururlar (Cohn
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ve dig. 2004; Bousquet ve dig. 2000). Reaktif oksijen tiirevleri (ROT) birgok hiicre
bileseni ile etkilesebildiklerinden, niikleik asitler, proteinler, lipitler ve
karbonhidratlar ile reaksiyona girerek kopriilesme (protein-protein baglantisi, distilfit
baglantisi, protein lipid baglantis1), mutasyonlar, maling degisiklikler, oksidasyon,
kromozom kirilmalar1 ve protein sarmalinda kesilme gibi fonksiyonel ve yapisal

degisikliklere yol agarlar (Kuipers ve dig. 2004; Peters ve Golden 2000).

Endobronsial
biyopsileri astimlt
akcigerlerde
polimorfoniikleer
hiicrelerin arttigini
gostermektedir
(A, B), eozinofil
(C, D) ve mast
hiiceleri (E, F)
mukoza ve
submukozadan
infiltre olur. Diger
biyopsilerde
goriilen
degiskenlikler;
epitelyum
membraninda
kalinlagma (C),
damar artis1 (A),

diz kas

hiicrelerinde ve

ylizey tabakasinda
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Sekil 2. 3. Astimda enflamatuar hiicrelerin artis1 (Comhair, Erzurum 2010).
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Viicudumuzda {iretilen serbest radikallere karsin antioksidan kapasitenin
yeterli miktarda tepki vermesi yani iiretilen serbest radikal hiz1 ile bunlarin ortadan
kaldirtlma hizinin denge igerisinde olmasi oksidatif denge olarak belirtilmistir
(Cohrane 1991). Oksidatif dengenin saglanmasi ile organizmanin serbest radikallerin
zararl etkilerinden korunmasi saglanir. Bu radikallere kars1 antioksidan kapasitenin
yetersiz kalmasi sonucu hiicrelerde fonksiyonel ve yapisal degisikliklerin olusmasi
ise oksidatif stres olarak adlandirilir (Chen ve dig. 2004)

iy

Cevresel oksidanlar
Mikrobiyal enfeksiyon

Akciger hiicrelerinde  aktive olan
bronslardan, enflamasyona neden olan

eyl reaktif olsijen ve nitrojen tirleri salinsr

epiteli
Makrofaj

Enflamatuar
mediyatérler
Nitrik oksit

Eozinofil
Nétrofil
Doku hasan
Mast hijcresi
Reaktif

oksijen
tiirleri

Atak artigt, vizing

| ve Gksiirign

- olsturur, hastaliga
_yol agar

Sekil 2. 4. Astim patofizyolojisinde enflamasyon ve oksidasyon (Comhair ve Erzurum 2010).

Astim havayollarinin asir1 duyarlii@i ve hava akimi obstriiksiyonu ile
karakterize enflamatuar bir hastaliktir. Astimda havayolu remodeling durumunun
olusmasi; havayolu asir1 duyarliligi, hava akimi kisitlamasi ve kalici yapisal

bozukluklarin meydana geldiginin géstergesidir (Dworski 2000).
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Astimli hastalarda, havayolunda birikmis enflamatuar ve immiin hiicreler

degisik uyaranlara karsi aktive olur ve saglikli kigilerden daha fazla serbest oksijen

radikali olustururlar (Andreadis ve dig. 2003).

2.3. ASTIM ve ANTIOKSIDAN SISTEM

Organizmada serbest radikallerin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi

hasar1 Onleyen, s6z konusu radikallerle reaksiyona girerek otooksidasyon ve

peroksidasyonun ilerlemesini engelleyen bir¢ok savunma mekanizmasi vardir. Bu

mekanizmalar antioksidanlar olarak adlandirilir (Marks ve dig. 2001).

Antioksidan sistem;

Radikal metabolit olusumunun engellenmesi

Meydana gelen radikallerin giderilmesi

Hiicre harabiyetinin onarimi

Sekonder radikal meydana getiren zincir reaksiyonlarmin engellenmesi

Endojen antioksidan mevcudiyetinin arttiritlmasi seklinde 5 farkli asamada yiiriir.
(Gutteridge 1995).

Antioksidanlar hiicre i¢i, hiicre dis1 ve zar antioksidanlari olarak siniflandirilabilir.

Hiicre I¢i Antioksidanlara; katalaz (CAT), siiperokit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSH-Rd), glutatyon S transferaz
(GST)

Zar Antioksidanlara; E vitaminin, B karoten, koenzim Q,

Hiicre Disi Antioksidanlara; transferin, laktoferrin, haptoglobin, hemopeksin,
albumin, seruloplasmin, ekstraselliiler siiperoksit dismutaz, ekstraselliiler
glutatyon peroksidaz, bilirubin, askorbik asit 6rnek olarak verilebilir (Gutteridge
1995).

Bronglarda ROT’ne karsi birinci dereceden savunma enzimatik ve enzimatik

olmayan intraselliiler antioksidanlar tarafindan yapilir (Bowler ve Crapo 2002).
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Tablo 2. 3. Baslica intraseliiler antioksidanlar ve etkileri (Sorg 2004):

Antioksidan Faz Etkisi
Siiperoksit Dismutaz Hidrofilik O,"’nin H,0, ve O,’ye doniisiimii
Katalaz Hidrofilik H,0,’nin H ,0 ve O,’ye doniisimii
Glutatyon Peroksidaz Hidrofilik veya Lipofilik | H,O,’lerin indirgenmesi
Glutatyon Rediiktaz Hidrofilik Okside glutatyonun indirgenmesi
Glutatyon S Transferaz Hidrofilik R-OOH’nin GSH ile konjuge
olmast
R-S-S-R’nin R-SH’ye indirgenmesi
Glutatyon Hidrofilik Serbest radikal temizleyicisi
GSH-Px ve GST nin kofaktorii

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda oksidan ve antioksidanlardaki denge
bozulmasi astimin yani sira gesitli akciger hastaliklarinin meydana gelmesinde
onemli etkenlerden goriilmiis ve antioksidan savunmanin bu hastalarda yiiksek
oranda zayifladigi tespit edilmistir (Bumbacea ve dig. 2004). Antioksidan
kapasitenin yetersiz kalmasi ile asir1 iiretilen ROT havayolu diiz kas kontraksiyonu,
havayolu asir1 duyarliligi, B reseptor disfonksiyonu gibi hiicresel bozukluklara yol
acmaktadir (Henricks ve Nijkamp 2001). Bunun yani sira plazmada toplam
antioksidan kapasitenin azalmasi (Hesselmark ve dig. 1990), bronkoalveolar lavaj
stvisinda C ve E vitaminin azalmasit (Kelly ve dig. 1999), bronkoalveolar lavaj
hiicrelerde SOD aktivitesinin artmasi (Smith ve dig. 1997) ve plazma GSH-Px
aktivitesinin azalmasi (Rahman ve dig. 1996) antioksidan sistemde goriilen

degisiklerdendir.
2.4. ASTIM ve TIYOL-DISULFIT DENGESI

-SH grubu igeren bilesikler i¢in tiyol kavrami kullanilmaktadir. Fizyolojik ve
biyolojik olaylarda biiylik 6neme sahip olan plazma tiyolleri prooksidan veya
cogunlukla antioksidan etki gosterebilirler (Atmaca 2004; Parcell 2002). Yapilarinda
tiyol (-SH) grubu igeren antioksidanlar; pridoksin, metiyonin, S adenozilmetiyonin,
N-Asetilsistein (NAC), alfa-lipoik asit, kaptopril, taurin, homosisteindir. Plazma
tiyolleri arasinda bulunma cokluguna gore sirasiyla sistein, homosistein ve GSH
bulunur (Giirer ve Ercal 2000).
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Tiyol ve disilfitler (-S-S-); protein konfigiirasyonlarinin stabilizasyonunda,
proteinlerin ve enzimlerin fonksiyonlarinin regililasyonunda, tasiyicilarda ve

reseptorlerde, Na-K iletiminde, trankripsiyonda 6nemli rol oynar (Circu 2010).

Protein-SH
| GSSG | Protein-SH TRX Protein-Met
Protein-SS okside
G Protein-SS Protein-MetO

RX
G S H TRX
GSH - friigennuly TRX
reditktaz GPX PRX reditktaz
GSSG TRX
okside

Th2 polarizasyonu
Bozulmus protein fonksiyonu
Bozulmus sinyal iletimi

Sekil 2. 5. Tiyol dengesinin havayollarindaki ve astimdaki rolii (Fitzpatrick ve dig. 2012)

-SH gruplar antioksidan veya prooksidan etkilerini ortamin oksidatif stres
diizeyi, fizyolojik ve biyolojik durumu, siilfiir igeren aminoasit diizeylerine goére
belirler. -SH iceren bilesikler antioksidan etkisini serbest radikallerin etkisini inhibe
ederek gosterirler (Giirer ve Ercal 2000). DTR nin hiicresel sinyal mekanizmalarinda
ve enzimatik aktiviteleri diizenlemede olduk¢a Onemli rolii vardir. DTR’nin
bozulmasi kronik bobrek yetmezligi (KBY), alzheimer, multipl sklerozis ve
karaciger hastaliklar1 gibi bircok hastalikta 6nemli rol oynamaktadir (Erel ve
Neselioglu 2014).

Yapilan caligmalarda sistein, GSH gibi protein yapili bilesiklerdeki -SH
gruplarinin ortamda bulunan oksidan molekiiller tarafindan oksitlenerek tersinir -S-
S-yapilarina doéniistiigii ve meydana gelen -S-S- yapilarmin tekrar -SH gruplarina
rediiklenerek DTR’nin saglandigi bilinmektedir (Erel ve Neselioglu 2014). GSH
sentezinde bir substrat olarak bulunan ve hiicrelerde -SH gruplarinin kaynagi olan

NAC «OH gibi oksijen kaynakl radikalleri etkileyerek; reaktif oksijen molekiillerini
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inhibe etmekte, proteinlerin yapisini koruyarak metabolizma Omriinii uzatmakta ve

apoptozu Onleyebilmektedir (Giilbahar 2007).

Glutatyon (GSH) ]
OH NH; sistetnil OH
O=|C—C}'-| -~ CH;-CH;=C~=NH~-CH-C~NH -CHz-é::O
8 C'Hz (|D| glisin
Y-glutamil Siilfidril grubu
Glutatyon disiilfid (GSSG)

O=C-CH=-CHy;=CH;—C~=NH-CH=-C~NH=-CH,-C=0
I | ]| I I I

OH NH, o) CH; O OH
Disiilfid bag
OH NH, O CH, ®) OH

I I ] I " I
C=CH=CH;=CHy;=C=NH=CH=C~=NH-CH,-C

Sekil 2. 6. GSH ve GSSG’nin kimyasal yapilar1 (Fitzpatrick ve dig. 2012).

Bu durumun tersi olarak GSH’1n -S-S- gruplari ile etkilesmesi sonucu okside
glutatyon (GSSG) olusur. Oksidatif stresin gdstergesi olan GSSG, -SH iceren
proteinlerin yapist ve metabolizmasina zararli etkileri olan bir bilesiktir ve varligi
oksidatif stresin belirleyicisidir. Sonug¢ olarak reaktif oksijen tiirlerinin proteinlerde
sebep oldugu oksidasyonun ilk gostergeleri -SH gruplarinin -S-S- gruplarina ve
oksiasitler gibi ¢esitli oksitlenmis bilesiklere doniisiimiidiir (Aksoy 2002; Meister
1994).
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3. GEREC VE YONTEM
3. 1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Secimi

Bu calismada Namik Kemal Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Polikliniginde takip edilen, ¢alisma sartlarini saglayan
astim hastas1 65 ¢ocuk ve cinsiyet, yas olarak eslestirilmis kontrol i¢in rutin olarak

hastaneye gelen 22 saglikli ¢ocuk olmak iizere toplamda 87 ¢ocuk calismaya dahil

edildi. Gruplarin demografik bilgileri Tablo 3. 1’de verilmistir.

Tablo 3. 1. Astimli hastalarin ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri

Kontrol Grubu Astim Grubu
N =22 N= 65
Yas (y1l) 9,91 +£2,23 9,46 +£2,47
Agirlik (kg) 33,5+ 14,4 35,3+13,8
Boy (cm) 139,1 £16,9 139,5+ 16,8
Kiz 14 (%58) 38 (%58)
Erkek 10(%42) 27 (%42)

Hastalarin ¢alismaya dahil edilmeme kriterleri sunlardir:

» Astim haricinde, immiin yetmezlik, konjenital kalp hastaligi, tiiberkiiloz, kronik
akciger hastalig1 gibi kronik hastaliklarinin olmasi

» Prematiirite Oykiisii bulunmasi

= Kontrollere diizenli olarak gidilmemesi

» Astim tedavisinin tam cevap vermemesi

» Oksidatif stresi etkiledigi diislinlilen kanser, egzama, kronik hastalik (bobrek

yetmezligi, diyabet vb.) gibi ek hastaligi olan astim hastalar1 ¢alismaya alinmadi.
3.2. Ol¢iim Yontemleri

Hasta ve kontrol gruplarinda tiyol-disiilfit dengesi (native tiyol (-SH) —
disiilfit (-S-S-) degisimi) i¢in Erel & Neselioglu tarafindan bulunan otomatik 6lgim

yontemi kullanilmistir.
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3.2.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Kan ornekleri etilendiamintetraasetik asit (EDTA) igeren tiiplerde biriktirildi

ve plazma 6rnekleri 1500 devirde 10 dakika santrifiij edilerek hiicrelerden ayrildi ve

vakit kaybi1 olmadan -80 °C’de muhafaza edildi.

GSH, GSSG, albiimin, 2-merkaptaetanol, 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoik asit
(DTNB), hidrojen peroksit (H20,), kloramin-T, EDTA, NaBH,;, TRIS, NaOH,
metanol, formaldehit, Sigma-Aldrich ve Merck marka ticari kit, saf su ve saf ayraglar
kullanildi.

Calismada Shimadzu UV-1800 spektrofotometre ve Cobas c50lotomatik
analizor kullanildi. Bu 6l¢iim metodunun prensibi; ornekteki disiilfit baglarinin
NaBH, tarafindan fonksiyonel tiyol gruplarina doniistiiriilmesidir. Kullanilmayan
NaBH; kalintilar1 formaldehit tarafindan tamamen giderilir. Bdylece ekstra
indirgenmis DTNB ve ileride olusabilecek disiilfit baglarinin oniine gegilmis olur.
Ornekteki total tiyol igerigi Ellman ayraciyla hesaplandi. Serum disiilfit miktar1 ise

(serum total tiyol-serum native tiyol)/2 formiiliiyle belirlendi.
3.2.2. Kullamlan Ayraclar

Bu yontem iki benzer kanal igermektedir. Birbirinden ayr1 bu kanallarda iig
ayra¢ kullanildi. Kullanilan ilk ayra¢ farkliyken digerleri ayniydi. Bir kanalda total
tiyol, art1 total tiyolden olusan indirgenmis tiyol icerigi, diger 6rnegin ise sadece

native tiyol i¢erigi hesaplandi.
3.2.2.1. Ayrag 1 (total-SH i¢in). Al

1000 ml suda 378 mg sodyum borohidrat eritilerek-metanol soliisyonu
(50%V/V) ile hazirlandi. Son sodyum borohidrat konsantrasyonu 10.0 mM idi. Total
tiyol icerigini belirlemek i¢in hazirlanan bu indirgeyici soliisyon yeni hazirlandi ve

gilinliik olarak kullanildz.
3.2.2.2. Ayrac 1’ (native-SH icin). A’

1000 ml suda 585 mg sodyum klorid eritilerek-metanol soliisyonu (50%V/V)
ile hazirlandi. Son sodyum klorid konsantrasyonu 10.0 mM idi. Native tiyol igerigini

belirlemek i¢in hazirlanan bu soliisyon 4 %C’de en az 6 aya kadar dayaniklidir.
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3.2.2.3. Ayrac 2 (ve 2°). A2 (2°)

1000 mL TRIS tamponda erimis 0.5 mL formaldehit (6.715 mM) ve 3.8 g
EDTA (10.0 mM) ile hazirlandi. Konsantrasyon 100 mM ve PH 8.2°dir. Iki kanal

i¢inde kullanilan bu soliisyon 4 %C’deenaz6 aya kadar dayaniklidir.
3.2.2.4. Ayrac 3 (ve 3°). A3 (3°)

1000 mL metanolde erimis 3.963 g DTNB ile hazirlandi. DTNB’nin son
konsantrasyonu 10.0 mM idi. Bu ayrag iki kanal i¢inde taze hazirlandi ve giinliik
olarak kullanildi. Total ve native tiyol dl¢limiinde kullanilan reaktifler Tablo 3. 2’de
gosterilmistir (Erel ve Neselioglu 2014).

Tablo 3. 2. Tiyol konsantrasyonlarinin otomatik 6l¢timiinde kullanilan reaktifler

Al yogunlugu 10 uL (Al: NaBH4, 10 mM metanol ve su soliisyonu, 50 v/v)
(total-SH igin)
A1’ yogunlugu 10 uL (A1": NaCl, 10 mM metanol ve su soliisyonu, 50 v/v)
(native-SH igin)
Ornek yogunlugu 10 uL
A2 (2") yogunlugu 110 pL, (R2 [2']: 6.715 mM formaldehit 10.0 mM EDTA in Trisbuffer,

100 mM, pH: 8.2)

A3 (3") yogunlugu 10 uL, (A3 [3']: metanolde 10 mM DTNB )

Dalga boyu Ana dalga boyu 415 nm, ikinci dalga boyu 700 nm

[k absorbans degeri A2 ve A3 karisimindan dnce, son absorbans degeri
Okuma noktast reaksiyon yiikselisten sonra duragan noktayi isaretlediginde hesaplandi.

Yaklagik 10 dakika siirdii.

Kalibrasyon tipi Dogrusal (2-merkaptaetanol kullanildr).

Native tiyol, total tiyol ve disiilfit degerleri gesitli saf kimyasal ¢ozeltilerde ve
biyolojik materyal igeren siilfidril gruplarda 6l¢iildii. H,O, ile oksitlenen glutatyon,
2-merkaptaetanol ve albiimin soliisyonlarinin konsantrasyonlart 10 dakikada artmisti
(0’dan 300 pM). Plazma tiyollerinin oksidasyonunda katalaz igeren hidrojen
peroksite gore yiiksek devir sayisina sahip kloramin-T kullanildi. Orneklerdeki tiyol

ve disiilfit konsantrasyonlari belirlendiginde 6n isleme tabi tutuldu.
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3.3. istatistiksel Analiz

Degiskenlere ait verilerin istatistiksel analizi igin SPSS statistics 17.0
Windows paket programi kullanilmistir. Calismada olusturulan gruplarin dagilimi
Shapiro Wilk testi, ikili karsilagtirmalar ise Student-t testi (homojen gruplarda) ve
Mann Whitney U testi (heterojen gruplarda) ile yapildi. p<0,05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Elde edilen sayisal degerler ortalama + standart sapma

(SS) veya medyan, minimum-maksimum degerler olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

Calismamiza astim hastasi olan toplam 65 cocuk ve yas, cinsiyet olarak
eslestirilmis 22 saglikli cocuk kontrol grubu olmak {izere toplam 87 cocuk dahil
edildi. Kontrol grubunun grubunun yas ortalamasi 9,91 + 2,23 yil iken astiml1 hasta
grubunun yas ortalamasi 9,46 + 2,47 idi. Kontrol grubunun 14’1 (%58) kiz, 10°u
(%42) erkek iken astimli hasta grubunun 38’i (%58) kiz, 27°si (%42) erkek idi.

Kontrol ve astimli gruplarda normal dagilim gdstermeyen parametrelerin
Mann-Whitney U testi analizi sonucu DTR ve disiilfit diizeyleri astimli grupta
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur sirasiyla (p=0,011,
p=0,010). Tiyol diizeyleri astimli hasta grubunda kontrol grubuna gore yiiksek
bulunsa da istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,123). Ol¢iim sonuglar1 median,

minimum-maksimum degerler olarak Tablo 4. 1’de gosterildigi gibidir.

Tablo 4. 1. Kontrol ve astimli gruplarda normal dagilim gostermeyen parametrelerin Mann-Whitney U

testi analiz sonuglari

Kontrol Grubu Astimli1 Hasta Grubu
Median| Minimum | Maksimum | Median | Minimum | Maksimum p

Native tiyol 363,62 240,85 4239 372,9 1134 543,2 0,123
Total tiyol 385,60 257,92 4449 399,4 153,3 584 0,053
Disiilfit 12,9 4,2195 29,75 15,7 3,1 29,15 0,010
Disiilfit/ Native tiyol

% (DTR) 3,58 1,64 11,98 4,19 2,75 17,59 0,011
Disiilfit/ Total tiyol

% SS/TotalSH 3,34 1,58 9,66 3,87 2,74 13,01 0,005
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5. TARTISMA

Serbest radikaller metabolizmanin biyolojik islevleri sirasinda dogal olarak
iretilir ve hiicre dengesinin saglanmasinda olduk¢a 6nemli olan fizyolojik olaylarin
yonetiminde kritik rol oynamaktadir (Caramori ve Papi 2004). Oksidatif stres ROT’
larin kontrolsiizce veya asir1 iiretilmesine karsin antioksidan kapasitenin azalmasi ve
sonucunda oksidan-antioksidan dengesinin bozulmasi olarak tanimlanabilir (Cohrane
1991).

Son yillarda yapilan galigmalarda akut solunum sikintist sendromu (ARDS)
ve akciger hastaliklarinin pek ¢ogunun patogenezinde asirt ROT firetiminin énemli
rol oynadigr goriilmistir (Owen ve dig. 1991). Akcigerler oksidanlara karsi
kendilerini koruyabilecek iyi gelismis bir antioksidan sisteme sahiptir fakat astimda
oksidan-antioksidan dengenin bozulmasiyla oksidatif stres meydana gelmekte ve

akcigerlerde enflamasyon siddetlenmektedir (Henricks ve Nijkamp 2001).

Astimda havayollarinin kronik enflamasyonu temel olarak makrofajlar,
eozinofiller, alveoller ve nétrofiller gibi enflamatuar ve immiin hiicrelerden cesitli
biyoaktif medyatorler ve sitokinlerin salinimi ile olusur (Fujisawa 2005). Ayrica
asttimda goriilen karakteristik bircok 6zelligin asir1 ROT iiretimine bagli olarak
ortaya ¢iktig1 ve hastaligin patogenezinde potansiyel olarak ROT’larin rol oynadigi,
kronik enflamasyon sonucu oksidatif stresin arttigi bircok c¢alismada kanitlanmigtir
(Kirkham ve Rahman 2006).

Astimda asir1 iretilen ROT’lar lipit, protein, karbonhidrat ve DNA
oksidasyonunu baslatarak hiicre organellerinde, hiicre zarinda ve DNA’larda yapisal
bozukluklara ve islev yetersizligine sebep olur (Dilek 2003). Uretilen ROT hiicresel
hasar mekanizmalarindan ilki olan hiicre membranindaki lipit peroksidasyonuna
daha sonra protein oksidasyonuna sebep olur ve membrandan salinan arasidonik asit
miktarinin artmasiyla havayolu diiz kaslarinin kasilmasina neden olur. Yapilan
caligmalarda astimli hastalardaki lipit peroksit seviyesinin kontrol grubuna gore
arttigt bircok kez gbzlemlenmistir. Olusan lipit peroksitlerin seviyesindeki bu
yiikselis oksidatif stresin arttiginin en 6nemli belirtilerindendir (Fujisawa 2005).
Lipit peroksidasyon sonucu olusan malondialdehit’in (Rahman ve Mac 2002) astimli

hastalarda atak sirasinda yiikseldigi ve tedavi sonrasinda anlamli olarak azaldigi
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birgok arastirmaci tarafindan dogrulanmistir. Bununla birlikte artmig havayolu
enflamasyonu ile astim ataklar1 arasinda bir korelasyon bulunmus ve ataklar

esnasinda oksidatif stresin arttigir kanitlanmistir (Rahman 1996).

Astimli hastalarda ataklar esnasinda akciger hiicrelerini koruyan antioksidan
savunma mekanizmasinda belirgin oranda azalma olur (GINA 2002). Akcigerler
oksidatif stresin etkisini ortadan kaldirmak i¢in enzimatik olan SOD, GSH-Px, CAT
ve enzimatik olmayan GSH, melatonin gibi antioksidanlar ile savunmaya gegerler
(Junod 1989). Bu konuda yapilan c¢aligmalarin ¢eliskili sonuglar icerdigi
goriilmektedir. Arastirmacilar genel olarak astim hastalarinda GSH-Px ve CAT

enzimlerinin radikalller tarafindan inhibe edilmesiyle asir1 miktarda H,O, biriktigini

belirlemiglerdir. Bunun sonucunda inhibe olmus enzimler ¢ok kolay proteolize
olacagindan dolay1 GSH-Px, plazma GR, CAT ve eritrosit SOD diizeyinin
azalabilecegini 6ngdrmiislerdir (Singh ve dig. 1993; Hodgson 1975). Diger taraftan
literatiirde 16kosit ve eritrosit SOD seviyelerini yiiksek bulan (Vural ve dig. 2005)
calismalar oldugu gibi brons epiteli SOD diizeyinin, eritrosit SOD diizeyinin
degismedigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur (Smith ve dig. 1997).

Toplam antioksidan status (TAS) ve toplam oksidan status (TOS)
belirteglerinden yararlanilarak oksidatif stres diizeyi tespit edilebilir (Ciencewicki ve
dig. 2008). Hafif astimli hastalarda yapilan bazi ¢aligmalarda oksidan-antioksidan
belirte¢ olarak kullanilan TOS ve TAS diizeylerininin kontrol gruplarina gére daha
yiiksek seviyelerde oldugu tespit edilmistir (Zeyrek ve dig. 2008).

Tiyoller -SH grubu igeren organik bilesiklerdir ve hiicrelerdeki oksidatif
stresi 6nlemede Onemli bir role sahiptir. Tiyoller oksidanlar ve disiilfit zincirleri
tizerinden oksidatif reaksiyona ugrayabilirler (Cremers ve Jakob 2013). Siilfiir iceren
aminoasitlerden olusan proteinler ROT’larin 6ncelikli hedefidir. Serbest radikalller
antioksidanlarin ve ozellikle -SH gruplarin plazma doku dengelerini korumalarina
engel olur (Mccord 1993). Bu radikalller ile tiyoller bir araya geldiginde -SH
gruplarini tersinir -S-S- baglarina doniistiiriir. Bu durum radikaller araciligiyla olusan
protein oksidasyonunun ilk belirtecidir (Dean ve dig. 1997). Burada kaybolan -SH
gruplart proteinlerdeki fonksiyonel gruplardir (Ziegler 1985). Buna karsin bazi

antioksidanlarin hiicresel indirgeme etkisiyle disiilfit zincirleri tiyol gruplarini
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tekrardan indirgeyebilir ve bu sekilde DTR siirdiiriilmiis olur. Ornegin plazma
tiyolleri igerisinde ¢ok miktarda bulunan GSH’nin ROT’lara karst metabolizmada
koruyucu bir yeri vardir. GSH indirgenerek serbest -SH grubu ile diger hiicre
proteinlerinin -SH gruplarin1 indirgenmis sekilde tutarak hiicrede -SH tamponu
olarak gorev yapar ve hiicre i¢i biitiinliigiiniin bozulmasini engeller (Aksoy 2002;

Meister 1994).

Yapilan caligmalarda -SH gruplarinin astimli hastalarda oksidatif hasar1
azaltict etkilerinin oldugu goriilmiistir. Caylak ve arkadaslar tiyoller gibi siilfiir
iceren antioksidan bilesiklerin koruyucu ve tedavi edici olarak alinmasiyla oksidatif
hasarin azaltilabilecegini belirtmiglerdir (Caylak ve dig. 2008). Koken ve arkadaslari
oksidatif hasara karsi hassas plazma protein -SH gruplarinin, oksidatif stresin
tetikledigi hastaliklarda diizeylerinin azaldigin tespit etmis ve KBY olan hastalarda
kontrol gruplarina gore plazma protein -SH seviyelerinde diisme oldugunu

gbzlemlemislerdir (Koken ve dig. 2001).

Astimda oksidatif stresin belirlenmesinde proteinler, lipitler ve DNA gibi
molekiillerin reaktif oksijen tiirevleri ile olusturdugu belirtegler de kullanilabilir
(Denis 1993). Oksidatif stresin astimli bireylerdeki etkisini inceleyen aragtirmalarda

daha ¢ok protein ve lipid oksidasyonu iizerine yogunlasilmis oldugunu goérdiik.

Birgok tartismaya konu olmus DTR apoptozis, transkripsyon gibi 6nemli
mekanizmalarda kritik rol almasiyla giin gegtikge daha ¢ok incelenmektedir (Biswas
ve dig. 2006; Circu 2010). Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda anormal DTR’nin
diyabet (Matteucci ve Giampietro 2010), kanser (Prabhu ve dig. 2014), romatoid
artrit (Tetik ve dig. 2010), AIDS ve Parkinson hastaligi gibi bir¢ok hastaligin
patogeneziyle iliskili oldugu kanitlanmigtir (Go ve Jones 2011).

Literatiirde astim ve DTR arasindaki iliskiye dair veri bulunmamaktadir fakat
astim gibi oksidatif stresin tetikledigi diisiiniilen AMI, siddetli koroner sendromlari,
kronik obstriiktif akciger hastaligi, aterosiklerotik hastaliklar ile DTR arasinda giiglii
bir korelasyon oldugu rapor edilmistir. (Demirbag 2010).

Kundi ve arkadaslar1 ¢alismalarinda AMI hastalarinda ve kontrol grubunda

bir oksidatif stres belirteci olan DTR’nin, tiyol ve disilfit diizeylerini
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kargilagtirmistir.  AMI hastalarinda ROT’larin antioksidan etki gosteren CAT, SOD
ve GSH-Px enzim sistemini ve GSH, Cys, homosistein, NAC ve a-glutamin gibi
onemli biyolojik tiyol gruplarini inhibe ettigini tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak hasta
grubunda kontrol gruplarina gore tiyol ve distilfit diizeylerini anlamli olarak diisiik

bulurken, DTR’yi anlamli olarak yiiksek bulmuslardir (Kundi ve dig. 2015).

Erel ve Neselioglu’nun (2014) arastirmalarinda plazma disiilfit diizeyi
obezite, pndmoni ve sigara sonucu olusan dejeneratif hastaliklarda yiiksek bulurken,
multipl miyeloma, kolon kanseri, bobrek kanseri gibi proliferatif hastaliklarda diisiik

bulunmustur.

Nergiz ve arkadasglari’nin (2015) diyabet hastalarinda DTR’ yi arastiran
calismalarinda hasta grubunda kontrol grubuna gore tiyol diizeylerini diisiik
bulurken, ortalama DTR ve disiilfit diizeylerini yliksek bulmuslar ve hasta grubunda

DTR’ nin disiilfit olusumuna dogru ilerledigini belirtmislerdir.

Bu ¢alismada tiyol ve disiilfit diizeyleri 6l¢iildii ve DTR hesaplandi. Yapilan
non-parametrik test sonuglarinda hasta grubunda kontrol grubuna gore DTR ve
disiilfit diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunurken tiyol grubunda
goriilen artis anlamli degildi. Astimli hastalarda DTR’nin disiilfit olusumuna dogru

ilerleyerek artmasi oksidatif stresin artiginin bir gostergesi olabilir.

Oksidatif stresin astimli ¢ocuklarda tedavi prosediirii ile kontrol altina
alimmasinin astim ataklarin1 azaltarak c¢ocuklarin yasam kalitesini arttirdig:
bilinmektedir. Ancak SOD, MDA, GSH-Px, CAT o6l¢iimlerinin manuel ¢alisiimasi
nedeniyle, rutin dl¢lim yapilmasi pratikte cok uygun degildir. Ayrica standardizasyon
yetersizligi nedeniyle oksidatif stresin degerlendirilmesi sirasinda literatiirde benzer
calisma sonuglar1 arasinda farkliliklar oldugu gozlenmektedir. Arastirmamizda
kullandigimiz yontem standardize ve giinliik kullanima uygun olarak otomatize
edilmistir. Bu nedenle astimli ¢ocuklarda oksidatif stresin degerlendirilmesinde
kolaylik saglayarak klinikte hasta takibi ve tadavisine katki saglayacagi potansiyele
sahip oldugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

1. Calismamizin sonuglar1 ile oksidatif stresin tetikledigi diisiiniilen hastaliklarin
DTR ve disiilfit 6l¢iim sonuglar1 benzerlik gostermektedir. Astimli grupta DTR ve
disiilfit diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur sirasiyla

(p=0,011, p=0,010).

2. Protein oksidasyonun gostergesi olan DTR’nin disiilfit olusumuna dogru kaymasi

astimda oksidatif stresin arttiginin bir diger gostergesidir.

3. Kullandigimiz yontemin standardize olmasi astimli ¢ocuklarda oksidatif stresin

degerlendirilmesinde kolaylik saglamaktadir.

4. Kontrol altinda ve olmayan astimli hasta gruplarinda oksidatif stres diizeyinin

degerlendirilmesinde DTR bir belirte¢ olarak kullanilabilir.
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