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TESEKKUR

Obezite diinyada giderek daha fazla sayida insani etkileyen 6nemli bir
morbidite nedenidir. Hareketsiz hayat tarzinin benimsenmesi ve beslenme
aliskanliginda degisme gibi ¢evresel etkenler yaninda, kalitimla gelen baz1 6zellikler
de rol oynamaktadir. Obez bireylerdeki fazla yaglanma; kardiyovaskiiler sistem,
solunum sistemi, hormonal sistem, sindirim sistemi gibi sistemleri etkileyen birgok

onemli rahatsizliga zemin hazirladig: gibi oksidatif streste artisa sebep olur.

Obezlerde akciger fonksiyonlar1 ve inflamatuar belirtecler hakkinda yapilan
¢ok az ¢alisma vardir. Bu nedenle bu ¢alismada obez kisilerde solunum havasindaki
bazi oksidatif stres markerlariin (MDA, NO, TNF-a, SOD, 8-IP) kontrol grubu ile

karsilastirilmasi hedeflenmistir.

Calismamda bilgi ve deneyimini benden hig¢ esirgemeyen tez danigmanim
Yrd.Dog.Dr. H.Tugrul CELIK’ e, destege ihtiyacim oldugumda tecriibesiyle yanimda
olan Dog¢.Dr.Hiissamettin  ERDAMAR’a, manevi desteklerini daima tizerimde
hissettigim Prof.Dr.Ferah ARMUTCU ve Prof.Dr.M.Ramazan YIGITOGLU*na

sonsuz saygi ve siikranlarimi sunuyorum.



OZET

Obez hastalarda ekshale solunum havasinda oksidatif stres belitecleri ve

inflamasyon markerlarinin incelenmesi.

Bu ¢alismaya asir1 kilolu ve obez olan 18-60 yas aras1 50 hasta, 32 kontrol
grubu dahil edildi. Hastalar DSO’niin belirledigi BMI obezite smirlarma gore
simiflandirildi. BMI’deki artisa gére OS ve inflamasyon markerlar1 diizeylerinin
degisimleri incelendi. Caligmaya sigara icen, Tip 2 DM ve/veya astim tanist almis
olan, son bir ay igerisinde {ist ve alt solunum yolu enfeksyonu gegiren hastalar dahil

edilmedi.

OS iiriinlerinden 8-IP tayini i¢in EIA yontemi ile ELISA kitinde okuma
yapildi. MDA tayini i¢cin TBA ile reaksyonu sonucu olusan rengin absorbans
degerleri dl¢tildii. KO enzimi araciligr ile SOD aktivitesi spektrofotometrik yontemle
Olctildii. NO diizey1r Griess yontemi ile c¢alisildi ELISA kitinde okundu. TNF-a
Olctimii solid faz sandvi¢ ELISA yontemi ile 6l¢iildi.

8-IP’1n solunum havasinda yapilan 6l¢iimlerinde biitlin gruplar arasinda artis
oldugu ve istatistiksel olarak anlam igerdigini gozlemledik. Kontrol(10.49+4.74),
asir1 kilolu (12.10£9.15), obez (16.12+12.04), morbit obez (17.17+10.13). (Kontrol-
asir1 kilolu (p<0.05), kontrol-obez (p < 0.05), kontrol-morbit obez (p<0.05).)

Bu calismada NO o6l¢iimii icin serum ve YSH’da NO, ve NOjs miktarlar
Olciildi. YSH NO; dlc¢iimiinde istatistiksel olarak anlamli sekilde artis gozlendi.
Kontrol (1.82+0.71), asir1 kilolu (2.78+0.82), obez (3.51+1.38), morbit obez
(3.33+1.46). (Kontrol-asir1 kilolu (p<0.001), kontrol-obez (p<0.001), kontrol-morbit
obez (p<0.001).) Serum NO, diizeyleri arasinda ise artis gozlendi fakat sadece

istatistiksel olarak kontrol-asir1 kilolu (p< 0.05) arasinda anlamli fark bulundu.

Bu sonuclar bizlere obez hastalarin solunum orneklerinde inceledigimiz 8-
IP’nin YSH’da OS’in iyi1 bir gostergesi oldugunu gostermistir. Yine sonuglarimiz
NO;’in YSH uygulamalarinda inflamasyonu belirlemede kullanilabilir bir parametre

oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar Sézciikler: Obezite, Oksidatif Stres, 8-Izoprostan, Nitrik Oksit,
Malondialdehit, TNF-a, Stiperoksit Dismutaz



ABSTRACT

Analysis of oxidative stress and inflammation markers in the exhaled

breath condensate of obese patients.

Fifty overweight and obese patients aged between 18-60 years and thirty-two
control participiants were included in this study. Patients were classified according to
the limits of BMI obesity determined by the WHO. Alterations in the levels of OS
(oxidative stress) and inflammation markers were evaluated according to the increase
in BMI. Smokers, patients diagnosed with type 2 DM (diabetes mellitus) and / or
asthma, and patients who have had upper and lower respiratory tract infections in the

previous month were excluded from the study.

To determine the 8-lzoprostane (8-1P) OS product, an ELISA kit was
performed by the EIA method. Absorbance values of the color formed by the
reaction with TBA were measured for MDA determination. SOD activity was
measured by spectrophotometric method via KO enzyme. NO level was measured by
the Griess method, and determined by an ELISA kit. Measurement of TNF-a was
done by solid-phase sandwich ELISA method.

We observed an statistically significant increase among all groups for 8-
Izoprostane respiratory levels in Control (10:49 + 4.74), overweight (10.12 £ 9.15),
obese (12.16 + 4.12), morbid obese (17:17 + 10:13). (Control-overweight (p <0.05),
control-obese (p <0.05), control-morbid obese (p <0.05).)

In this study, serum and NO; and NOs; in EBC were measured for NO
activity. A statistically significant increase was observed in the measurement of EBC
NO;". Control (1.82 + 0.71), overweight (2.78 + 0.82), obese (3:51 £ 1:38), morbid
obese (3.33 + 1.46). (Control-overweight (p <0.01), control-obese (p <0.01), control-
morbid obese (p <0.01).) An increase was observed among serum NO; levels and a
statistically significant difference was found only for control-overweight (p <0.05).

These results indicated that 8-1P might be a good indicator of OS in YSH as
practiced in obese patients’ respiratory samples. Also, the results proved NO,” might

be a useful parameter to determine the inflammation in YSH applications.
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GIRIS VE AMAC

Obezite, diinyada oldugu gibi iilkemizde de giderek yayginlasmaktadir.
Obezite, neden oldugu hastaliklar ve toplumsal sorunlar ile birlikte, kronik, ilerleyici,
mortalitesi ve morbiditesi yiiksek bir halk sagligi sorunu olarak goriilmektedir.
Ozellikle gelismis iilkelerde olmak iizere tiim diinyada artan obezite insidans1 saglik
sorunlar1 arasinda 6n siralara yiikselmekte ve Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan
en riskli on hastaliktan biri olarak kabul edilmektedir (1). Obezite ile iligkili tibbi
durumlar, insiilin direnci (IR) ve Tip 2 diyabetes mellitus (Tip 2 DM), hipertansiyon
(HT), hiperlipidemi, uyku apnesi, kardiyovaskiiler hastaliklar, inme, safra kesesi
hastaligi, hiperiirisemi, gut, osteoartrit ile erkeklerde kolon, rektum, prostat ve
kadinlarda endometriyum, meme ve safra kesesi gibi kanser tiplerini igerir (2).

Obeziteyle birlikte organizmada; hiicrede asir1 miktarda reaktif oksijen
radikali olusmasi olarak tanimlanan oksidatif stresin (OS) arttigi bilinmektedir.
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) dahil oldugu serbest radikaller, dis yoriingelerinde
bulunan bir veya birden fazla paylasilmamis elektrondan dolayr stabil olmayan,
oldukga reaktif, ¢ok kisa yar1 omiirlii maddelerdir. Bu nedenle de, hiicrelerin lipit,
protein, DNA, karbonhidrat gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederek yapilarinin
bozulmasina neden olurlar (3). Viicutta normal fizyolojik kosullarda, ROS iiretimi ve
antioksidan savunma sistemleri denge halindedir. Bazen bu denge ROS lehine
bozularak, insan viicudunda siirekli ve diisiik seviyede bir oksidatif hasar olusmasina
neden olur (4). Obezlerde yapilan c¢alismalarda OS belirteclerinin yiikseldigi ve
antioksidan savunma enzimlerinde azalma oldugu gosterilmistir (5). Bu nedenle
obezitenin viicutta inflamasyon ve kronik OS durumu olusturdugu belirtilmektedir
6, 7).

Bu ¢alismada, beslenme ve diyetetik poliklinigine asir1 kilo artis1 ile bagvuran
obez hastalarda obezite siddetine gore serum ve solunum havasinda OS belirtegleri

ve inflamasyon markerlarini incelemeyi hedefledik.



GENEL BIiLGILER

2.1. YOGUNLASTIRILMIS SOLUNUM HAVA KONDENSATI (YSH)

YSH sogutulan nefes havasinin toplanmasidir. YSH toplanmasi; havayolu
fonksiyonu veya inflamasyonunu degistirmez ve kiigiik cocuklarda dahi kolaylikla
uygulanabilir (8). YSH, havayolu inflamasyonunun ve oksidatif stres iiriinlerinin bir
kaynagidir.

Cogu calismada havayolu inflamasyonu bronkoalveolar lavaj sivisi,
bronsiyal biyopsi (9, 10) ve balgam indiiksiyonu (11) gibi tekniklerle gosterilmistir.
Akcigerden ziyade sistemik inflamasyonu gosteren inflamatuvar mediatorler plazma
ve idrarda oOlciilmistlir. Oysaki inflamatuvar belirteclerin yogunlastirilmis nefes
havasinda 6l¢iilmesi tamamen noninvaziftir ve solunum yollarindaki inflamasyonu
yansitir (12, 13). Verilen nefes havasinin her mililitresinde 0.1 - 4 damla su buhari
bulunur. Bu damlalar 0.09 - 3 mm capindadirlar ve havayolu yiizeyindeki sividan
elde edilirler. Bu da akcigerlerdeki fizyolojik ve inflamatuvar durumlarin noninvazif
olarak gosterilmesini saglar (14).

1980’lerde, Sovyetler Birliginde arastirmacilar YSH ¢alismalarina
baslamislardir. Cikarilan hava goriinmeyen sivi kaybinin temel mekanizmasidir. Bu
metodun meslek hastaliklarinin = ve akciger hastaliklarinin  arastirilmasinm
kolaylagtirdigina dair uluslararas1 yayinlanmis ¢ok sayida makale vardir. Bu ilgi
YSH’nin, akcigerin biyokimyasal kompanentlerini ve inflamatuvar {irlinlerini
noninvazif olarak degerlendirilmesini saglamaktan kaynaklanmaktadir.

Toplama i¢in gerekli siire 10 dakika veya daha uzundur, ¢iinkii 6rnek
toplayici duvarina yeterli siv1 birikene kadar tutulur (15).

Bu islem i¢in kullanilan iki standart metod vardir:

I.  ECoScreen (Hoechberg, Almanya):

Soguk hava degisiminden modifiye edilen bir elektrikli buzdolab1 sistemidir.
Solunum fonksiyon laboratuvarlari i¢in tasarlanmistir. Uzun kolunun olmasi hastanin
karsisina bir sandalyeye oturup, sogutulmus bir ¢embere iiflemesine izin verir.
Toplama zamani sirasinda cihaz (-10 C°) soguk bir sicaklik saglar. Kolay tasinabilir

degildir.



Il.  RTiip (Charlottesville, VA, USA):

Bu cihazda o6rnek toplama zamani daha kisadir ve cihaz tasinabilirdir.
Kullanildiktan sonra atilabilir bir polipropilen toplama c¢emberinin etrafinda
aliminyum sogutucu bir boru vardir. Alet, tiikriik kontaminasyonunu engeller. Filtre
kullanilmasi enfeksiyoz partikullerin taginmasini engeller (16).

YSH ile voliim, pH, hidrojen peroksit (H20,), sodyum (Na), potasyum (K),
kalsiyum (Ca), Kloriir (CI'), nitrit (NO), nitrat (NO3’), elektrolitler, eser elementler,
sistenil-lokotrienler, 16kotrien B4 (LTB4), 16kotrien E4 (LTE4), Prostaglandin E;
(PGE2), Prostaglandin D, (PGD2)-methoxime, thromboxane B2, 8-izoprostan (8-1P),
Interlokin-6 (IL-6), aldehidler (malondialdehid (MDA), hekzanal, heptanal, nonanal),
3-nitrotirozin, nitrozotioller, glutatyon (GSH), vitronektin, endotelin-1 ve

fosfolipidler ¢alisilmistir (17).

Tablo 1. YSH’de bakilan farkli pulmoner hastaliklarda inflamatuvar mediatorler (16)

Pulmoner hastalik Mediator
Kronik obstruktif pulmoner hastalik H,0,, 8-1P, serotonin, sitokinler
IL-1, TNF-a

H,O,, 8-IP, Tiobarbiitirikasit Reaktif

Astim maddeler (TBARS), Nitrotrosin,

Lokotrienler, pH

Kronik bronsit Lokotrienler
Bronsektazi H20;
Kistik Fibrozis H,0,, 8-IP, IL-8, NOy

Akut Respiratuvar Distress Sendrom (ARDS) H,0,, 8-IP, PGE;




2.2. OBEZITE
2.2.1 Obezitenin Tanim

Obezite, genel olarak fazla kiloluluk olarak bilinmekle birlikte DSO
tarafindan obezitenin tanimi: “Saglig1 bozacak 6l¢iide yag dokularinda anormal veya
asirt miktarda yag birikimidir.” seklinde yapilmistir. Diger bir deyisle obezite, viicut
yag oraninin artmast ve buna bagl olarak davranis, endokrin, metabolik
degisikliklerle karakterize kompleks, multifaktoryel bir hastaliktir. Obezite,
besinlerle alinan enerji miktarinin, metabolizma ve fiziksel aktivite ile tiiketilen
enerji miktarini astig1 boylece viicuttaki yag kitlesinin yagsiz viicut Kitlesine oranla
arttig1 durumlarda ortaya cikar. Obez bireylerdeki fazla yaglanma, kardiyovaskiiler
sistem, solunum sistemi, hormonal sistem, sindirim sistemi gibi sistemleri etkileyen
birgok 6nemli hastaliga zemin hazirlar. Obezitenin HT, tip 2 DM, dislipidemi, kalp
damar hastaliklart ve belirli tipteki (kolon, meme, safra kesesi) kanserlere yakalanma
risklerini artirdig1 gosterilmistir (2).

Epidemiyolojik veriler iilkemizde 1998’de yapilan TURDEP-I (Tiirkiye
Diyabet Epidemiyolojisi Arastirmasi) ¢aligsmasinin sonuglarina gore kadinlarda %30,
erkeklerde %13, genelde ise %22.3 diizeylerinde obezite prevalansi tespit edilmistir
(18). 2010’da tamamlanan TURDEP-II ¢alismasinin sonuglarina goére ise Tiirkiye’de
obezite siklig1 %32’°dir ve 1998°’de yapilan TURDEP-I’e gore, 12 yilda obezite
sikligi %44 artmistir. Daha once erkeklerin %17, kadmlarin %30’u obez iken,
erkeklerdeki obezite oranlarinin kadinlara yakin oldugu goriilmiistiir. Genel olarak
erigskin yaslardaki Tiirk toplumunun 2/3°1 fazla kilolu veya obezdir. TURDEP-I"de
sismanlik oran1 %22 iken simdi %32 olarak bulunmustur. Yani %44’lik bir artis
gerceklesmistir. Obezitenin en 6nemli risk faktorlerini, fiziksel aktivitede azalma,
beslenme aligkanliklari, yas, cinsiyet (kadin), egitim diizeyi, evlilik, dogum sayis1 ve

genetik olusturmaktadir (2).



2.2.2. Obezitenin Siniflandirilmasi

Obezitenin gelisiminden sadece asirt yag alimi sorumlu degildir, protein ve
karbonhidratlarla alinan fazla kalorilerin yag dokusu olarak depolanmasi da
onemlidir. Giiniimiizde obezitenin artmasinda asir1 yagli, fazla kalorili yiyecek ve
iceceklerin olusturdugu sagliksiz beslenme ilk neden olarak yer almaktadir. Diger
onemli faktor ise teknolojik gelismelerin sagladigi kolayliklar nedeniyle giinliik
aktivitelerde harcanan enerji miktarinin azalmasidir.

Body Mass Index (BMI), “Quetelet Index” obezitenin degerlendirilmesi igin
kullanilan en pratik ve en kabul goren metodtur. 1835 yilinda, Qutelet tarafindan
tanimlanan bu indeks, dlgiilen agirligin (kg) boyun (m) karesine oranidir. (BMI=
agirhik (kg) / boy*(m?) ). DSO, obeziteyi BMI'nin 30 ve iizerinde olmasi olarak
tanimlanmaktadir. DSO'iin, BMI'ne gore obezite siniflandirmast Tablo 2’de

verilmistir (19).

Tablo 2- DSO’niin BMI’ne Gére Obezite Siniflandirmasi

Grup BMI

Zayif <18.5
Normal 18.5- 24.99
Kilolu 25-29.99
[limli Obez(smnif 1) 30- 34.99
Asirt Obez (sinif 2) 35- 39.99
Morbit Obez (sinif 3) 40<

Obezitenin ikincil nedenleri daha nadir goriilse de leptin yetersizligi,
hipotiroidi, Cushing Sendromu, biiylime hormonu eksikligi ve hipotalamik hasar goz
ontinde bulundurulmalidir. Obeziteye neden olabilen ilaglar arasinda antipsikotikler,
antidepresanlar, lityum, antiepileptikler, insiilin, siilfoniliireler, oral kontraseptifler ve

kortikosteroidler sayilabilir (20).



2.2.3.0bezite Tipleri

Obezite komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasi ile viicutta yag dagilimi arasinda
bir iligki vardir. Yapilan ¢alismalarda viicuttaki yag birikiminin viicudun farkl iki
bolgesinde oldugu gosterilmistir. ilk kez 1940’larda Jean Vaque obezitede viicudun
iist kisminda yag toplanmasinin daha zararli etkileri oldugunu ve “erkek tipi”
yaglanmanin, yani gobek c¢evresinde yag toplanmasinin DM, ateroskleroz, gut ve tirat
taglarina yol actigina dikkat ¢ekmistir (21). Viicuttaki yag birikimine goére iki tip
obezite tanimlanmustir:
1-Jinoid tip obezite: Gluteal ve femur tizerinde yag toplanmasi jinoid tip, kadin tipi,
periferik tip, armut tipi veya femoral obezite denilmektedir (22). Bu obezite tipi
hiperplastik yani yag hiicre sayis1 artisi ile birlikte olan obezitedir. Jinoid obezite ile
vendz dolasim bozukluklart arasinda anlamli bir iliski varken, obeziteden
kaynaklanan diger komplikasyonlar ile arasinda herhangi bir anlamlilik yoktur (23).
2-Android tip obezite: Gobeklenme batin bolgesinde yag toplanmasidir. Android tip,
erkek tipi, santral, abdominal, sentripedal, elma tipi veya viseral obezite olarak
adlandirilir. Android obezitede yag hiicreleri biiylimiistiir. Yani hipertrofik bir
obezite tipidir (22).

Subkutan depolardan daha ¢ok, Ozellikle viseral depolar olmak ({izere,
abdominal yag ile obezitenin metabolik komplikasyonlar1 arasinda giiglii bir iliski
vardir. Viseral yag dokusu depolarindaki adipozitin hassas lipolitik bir etkisi vardir.
Lipolitik hassas adipozit ile genislemis yag depolari sonucunda portal ve sistemik
dolasimdaki plazma serbest yag asitleri konsantrasyonu yiikselmis olabilir. Bu durum
periferde insiilin duyarsizligin1 dogurabilir. Yapilan ¢alismalar, portal dolasimdaki
yiiksek konsantrasyonlu yag asitlerinin hepatik insiilin alimini inhibe ettigi ve
periferik hiperinsiilinemiyi doguracagini gostermektedir. Bu donilisiim insiilinin

reseptor diizeyindeki periferik duyarliligini azaltmaktadir (24).



2.3. SERBEST RADIKALLER

Oksijen biitiin canlilar i¢in vazgegilmez bir element olup, organik
molekiilerin temel yapisal atomlarindan birisidir. Aerobik canlilarin enerji
metabolizmasindaki rolii nedeniyle oksijen, hayati bir 6neme sahiptir. Yasamlari i¢in
oksijene ihtiya¢ duyan canlilarda da oksijenin yer aldig1 biyokimyasal tepkimelerde
bazi toksik iirlinler ortaya ¢ikmaktadir. Oksijenin canlilardaki toksik etkileri baglica
iki tiir mekanizma ile ger¢eklesmektedir ( 25-27).

1. Oksijen bazi enzimleri inhibe ederek toksisite olusturabilir. Bu
mekanizmaya 6rnek olarak oksijenin, glutamat dekarboksilaz enzimini inhibe ederek
beyinde y- Amino Biitirik Asit (GABA) diizeyini diisiirmesi gosterilmektedir (26).

2. Oksijenin asil toksik etkisi “oksijen radikalleri” olarak adlandirilan ve
oksijenin viicuttaki metabolizmasi sirasinda olusan reaktif tiirlerden kaynaklandigi
bildirilmektedir. En dis yoriingede eslenmemis elektron bulunan molekiil ya da
molekiil gruplarina “radikal” adi verilmektedir. Radikaller stabil olmayan kararsiz
bilesiklerdir (26). Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir veya birden fazla
paylagilmamis  (eslesmemis) elektron tasiyan atom veya molekiillerdir.
Paylagilmamis elektrondan dolay1 stabil olmayan, oldukca reaktif, ¢ok kisa yari
Oomiirlii maddelerdir. Hiicrenin tiim bilesenleri ile kolayca etkilesebilme 6zelligine
sahiptirler (28).

Serbest radikallerin biyolojik ortamlardaki tiirleri Reaktif Oksijen Tiirleri
(Reactive Oxygene species - ROS) ve Reaktif Nitrojen Tiirleri (Reactive Nitrogene
Species - RNS)’dir. ROS oksijen radikallerini ve radikal olmayan reaktif oksijen
tiirevlerini kapsayan genel bir terimdir. Ayni sekilde RNS’ler de, fizyolojik 6nemi
olan serbest radikal tiirleridir (29, 30). Yiiksek konsantrasyonlarda serbest radikaller
ve radikal tiirevi, radikal olmayan reaktif tiirler canli organizmalar i¢in tehlikelidir ve
tiim hiicre yapilarina hasar verir. Bununla birlikte, diisiik konsantrasyonlarda nitrik
oksit (-NO), siiperoksit anyonu (*O") ve ROS sinyal iletiminde diizenleyici mediator
olarak 6nemli rol oynarlar. ROS’larin aracilik yaptig1 bir¢ok cevap, aslinda hiicreleri

OS’e kars1 korur, redoks homeostazini yeniden olustururlar (31).



2.3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Oksijen, insan hayati i¢in hem temel hem de toksik bir elementtir. Serbest
radikallerin temel kaynagt molekiiler oksijendir. Oksijen molekiilii reaktif
olmamasina ragmen diger radikallerle reaksiyona girme 6zelligine sahiptir. Baska
molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverisine giren bu molekiillere “oksidan
molekiiller” veya ROS denir.

ROS endojen olarak viicutta sentezlenen metabolik yan iriinlerdir. Viicutta
normal veya patolojik olarak serbest radikaller iiretilir. Bu iirlinler hemen sentez
edildikleri yerde detoksifiye edilmezler ise zararl etkilerini olustururlar (32).

ROS birgok kompleks hastaligin (HT, DM, ateroskleroz, metabolik sendrom
gibi) patogenezinde yer almaktadir (32, 33). Serbest radikaller membran enzimlerine
ve reseptorlerine kovalent baglanarak onlarin antijenik 6zelligini ve tasima
fonksiyonunu bozar, poliansatiire yag asidi/protein oranini degistirirler. Serbest
radikal olusumu lipid peroksidasyonu ile baglar ve zar yapisinda yer alan doymamis
yag asitlerinin oksidasyonuna neden olur. Lipid peroksidasyonuna bagli olarak
organellerde fonksiyon bozuklugu olusur, lizozomal fragilite artis1 ile mikrozomal
enzimlerde degisiklikler olusur ve sonugta hiicre Sliimii gerceklesir. ROS 6zellikle
hiicre zarinda hasara yol agarak lipid gecirgenligini arttirir ve lipoproteinlerin kana
gecisine neden olur. Bu durum monosit ve makrofajlarin damar duvarina gegisini
arttirarak aterogenezi hizlandirir. ROS damar diiz kas hiicrelerinin biiylime ve
cogalmasimi uyarir, kovalent baglart etkileyerek protein, niikleik asit ve lipidlerin
yap1 ve fonksiyonlarini1 bozar (34, 35). Organizmada pek ¢ok tiirde ROS olusabilir.
ROS'larin diizeyi, yaslanma siireci ile paralel bir artis gdsterir. Glukoz gibi maddeler
ROS'lar olusturacak sekilde proteinlerle reaksiyona girerler (36).

ROS, normal hiicre metabolizmasinda oksijen iceren pek ¢ok biyokimyasal
indirgenme reaksiyonlar1 sonucunda olusabilmektedir (37- 39). Bu islemde oksijen,
elektron transport zincirinde basamaklar halinde suya indirgenmektedir. indirgenme
sonucunda her bir basamakta serbest oksijen radikalleri agiga ¢ikmaktadir(37, 39,
41).

Viicutta olusturulan radikaller her zaman tehlikeli kimyasal tiirler olarak

degerlendirilmemelidir. Oksijenin biyokimyasal tepkimelerde kullanilmasi igin



reaktif formlarma g¢evrilmesi zorunludur. Ornegin, steroid yapidaki ¢ok sayida
bilesiklerin ve biyolojik aktif molekiillerin sentezi ve oksidaz ve hidroksilaz
enzimlerinin ve sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlar1 i¢in radikal yapimi

olmazsa olmaz bir kosuldur (40). En 6nemli oksijen radikalleri sunlardir (39, 40).

. *O7" (Siiperoksit )

. H,O, (Hidrojen peroksit)
. *HO" (Hidroksil radikali)
. 0] 1 (Singlet oksijen)

A ow N R

2.3.2. Nitrik Oksit Radikali (*"NO)

1979 yilinda endotel kaynakli gevsetici faktér (EDRF) olarak isimlendirilen
ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde relaksasyon yaptigi gosterilen molekiiliin, 1987
yilinda yapilan ¢aligmalarda NO ile ayn1 madde oldugu anlagilmistir. Molekiiler
yapisinin kii¢iik olmasi, lipofilik 6zellikte olmasi ve etkisinin kisa siireli olmasi
nedeniyle NO ideal bir intraseliiler ve transseliller mesajci molekiil oldugu
anlasilmistir (10). *NO, Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzimi araciligiyla L-argininden
sentezlenmektedir (Sekil 1). NO dayaniksiz bir molekiildiir ve kisa siirede daha stabil
ve inaktif yapidaki NO,™ (nitrit) ve NO3a (nitrat) doniismektedir. Bunlar NO gibi
gaz fazinda olmayip sivi fazda oldugundan biyolojik sivilarda NO yapiminin
gostergesi olarak kullanilabilmektedirler.

Biyokimyasal olaylar sonucu kalsiyum kanallarinin agilarak, kalsiyumun
hiicre igerisine girmesi saglanmakta, kalsiyum kalmoduline, bu kompleks de NOS’a
baglanarak enzimi aktive etmektedir. Kalsiyum-kalmodulin kompleksi, NOS’in
yapisinda bulunan flavoproteinlere NADPH’dan ve heme flavinlerden elektron
transferini kolaylastirmaktadir. Reaksiyon sonrasinda L-argininden «NO ve sitrullin
sentezlenmekte olup, bu reaksiyonda oksijen ve NADPH kosubstrat,
tetrahidrobiopterin (BH,), flavin adenindiniikleotid (FAD) ve flavin mononiikleotid
(FMN) ise koenzim olarak rol oynamaktadirlar (11, 12).



10

NO Sentaz(NOS)

L-Arginin >N itrik Oksit

Cat [;Z{}

BH4

NADPH
Molekiiler Oksijen L-Sitriilin

Sekil 1- Nitrik oksit sentezi (41)

NO’in iist solunum yollarinda antiviral ve bakteriyostatik aktivitesi nedeniyle,
mikroorganizmalara karsi birincil savunmay1 olusturdugu vurgulanmustir (42, 43).
Yine NO’in ist solunum yollar1 mukozasinda silya aktivitesini hizlandirdig

belirtilmistir (44).

2.3.2.1. Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS)

*NO diger 6nemli bir radikaldir. Paylagilmamis elektronu, nitrojen ve oksijen
atomu arasinda delokalizedir. *NO, bir radikal olmakla birlikte reaktivitesi nispeten
diisiiktiir, verdigi hasar, girdigi reaksiyonlar sonucunda iiretilen N,O3, NO,", NO3’,
HONO ve *OONO (peroksinitrit) gibi maddelerin etkisiyle olusur. *®NO’in biyolojik
ortamda oksijen, oksihnemoglobin, oksimyoglobin, <O, sitokrom c, guanilatsiklaz ile
SH- ve NH,- igeren bilesenlerle reaksiyona girer. *NO’nun kas gevsetici etkisi,
¢Oziinebilir guanilatsiklazin aktive olarak siklik Guanozin Monofosfat (CGMP)

olusturmasiyla meydana gelir (45).
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Ayrica *NO, peroksinitrite de (ONOO-) dontismektedir, ONOO- doku
harabiyetine yol agan kuvvetli bir oksidandir (11, 13). ONOO, <O, ve *NO
radikallerinin birlesmesiyle meydana gelir.

*O; +NO —> ONOO

ONOQ/, *NO fizyolojik ve toksik rollerini diizenler ve protein fonksiyonlarini
degistirir (46). NOS enziminin inhibisyonu ile NO sentezi engellenebilmektedir. Bu
enzimin hiicrelerde bazal diizeyde bulunan ‘yapisal-constitutif NOS’(cNOS) ve
biokimyasal uyarilardan sonra yapilip aktivasyon kazanan °‘‘induklenebilir NOS
”’(iNOS) olmak tizere iki izotipi bulunmaktadir.

cNOS’un “endotelial NOS” (eNOS) ve ‘neuronal NOS’’(nNOS) olmak
tizere iki izotipi bulunmaktadir. ¢cNOS, vaskiiler endotel tarafindan siirekli olarak
fizyolojik diizeyde salgilanmaktadir. cNOS’un Ca™* ve kalmoduline bagiml1 olarak
calistigi gosterilmistir (14). Asetilkolin (ACh), Adenozin difosfat (ADP) gibi
uyaranlar Ca*? mobilizasyonuna sebep olmakta ve hiicre membranina bagli bulunan
enzimi aktive etmektedirler (11, 14). cNOS aktivitesinin artmasiyla pek ¢cok dokuda;
endotel, serebellum, akcigerlerde yer alan makrofajlar, notrofiller, mast hiicreleri,
nonadrenerjik ve nonkolinerjik inhibitér néronlar, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri,
endotel ve epitel hiicreleri NO iiretmekte ve Ozellikle endotele bagimli bir
vasorelaksasyon ve bronkodilatasyona yol agmaktadir (15-17). NO pulmoner
vaskiiler direnci ve pulmoner arter basincini ve oksijenasyonu artirmaktadir (47-49).

NO’in inflamatuvar ve otoimmun hastaliklarda doku hasarina katildigina dair
kanitlar vardir (49, 50). NO lokal olarak sentezlenen siiperoksit reaksiyona girerek
reaktif stiperoksit olugmasina yol agmakta, bu da doku hasarina neden olmaktadir
(14). iNOS inflame dokuda ekprese olmaktadir ve hastalik aktivitesi ile iNOS
ekspresyonu arasinda korelasyon bulunmaktadir (51)

Aktive makrofajlardan ve endotel hiicrelerinden salinan NO’in hedef hiicrede
yaptig1 hasar invitro olarak gosterilmis, ayn1 zamanda NO’in yiiksek dozlar1 hiicre
Oliimiiniin nekrotik ve apoptoik yollart tetikledigi gosterilmistir (47, 52). Ayrica
hayvan modellerinde inflamasyon iNOS inhibitorleri ile suprese edilebilmektedir
(12, 53, 54). Ancak NO’in roliiniin bu kadar basit olmadigi, inflamatuar ve
otoimmiin hastaliklarda Th1/Th2 dengesinde ©Onemli regiilator goérevlere sahip

oldugu disiiniilmektedir (52-55). Ayrica, gliniimiizde selektif iNOS inhibitorlerinin
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Klinik kullanim i¢in gelistirilmesine ¢alisilmaktadir (10-13). NO immun defansta
potent sitotoksik efektor bir molekiil olarak davranmaktadir. Makrofajlar, timor
hiicreleri ve mikroorganizmalara karsi sitotoksik ve sitostatik etkilerini NO
araciligiyla yapmaktadirlar (56, 57). Ayrica NO serbest oksijen radikallerinin
indiikledigi hasar1 da modiile etmektedir (53, 57, 58). Sentezlenen NO hedef hiicreye
diffiize olmakta, burada ‘‘mitokondrial solunum zinciri’’ enzimleri ve ‘‘niikleer
DNA sentezi’” enzimleri gibi, mitokondride fonksiyon gbéren ve hiicre
proliferasyonunda gorev alan pek ¢ok enzimin yapisinda bulunan metaller ile
reaksiyona girerek fonksiyonlarini inhibe etmekte bdylece krebs siklusunu ve
mitokondriyal fonksiyonlar1 bozmaktadir.

Ozetle; NO’in hiicre nekrozu ve apoptozisi i¢in hedefleri hiicre niikleusu ve
mitokondriyal DNA’dir (12, 14, 52, 54). NO akut ve kronik inflamasyonda 6nemli
rol oynamaktadir (59). NOS inhibitérleri ile tedavinin farelerde akut inflamasyonun
siddetini azalttig1 gosterilmistir (60, 61). Ote yandan L-arginin inflamasyonu
artirmaktadir (48, 52). Sepsiste ¢ok yiiksek miktarda NO fiiretilmekte, bu nedenle
septik olgularda plazma NOj diizeyi yiikselmektedir (52, 62). NO lokositlerin
endotele adherensini artirmakta, makrofajlarin yani sira lenfositerin ve polimorf
niiveli l6kositlerin tiimiinde NOS aktivitesi oldugundan 16kosit fonksiyonlar: i¢in
efektor ve regiilator rol oynamaktadir. NO’in interlokin-2 (IL-2) ve interferon-y
(IFN-y) gen ekspresyonunu suprese ettigi, interlokin-4 (IL-4) iretimini artirdig
bilinmektedir (63). Biitiin bunlar NO’in yalnizca bir efektor molekiil olmadigini, ayni
zamanda biyolojik sivilardaki diger efektdr molekiillerin aktivitelerinide diizenleyen

¢ok yonlii bir molekiil oldugunuda gostermektedir (55).

2.4. OKSIDATIF STRES (OS)

OS, prooksidan bilesiklerin olusumuyla birlikte, yetersiz antioksidan
savunma mekanizmalar1 arasindaki dengenin oksidan bilesiklerin lehine artmasi
sonucu ortaya ¢ikan doku hasari olarak tanimlanmaktadir (64). Prooksidanlar reaktif

tirtinler olup, RNS ve ROS olarak iki gruba ayrilirlar (65).
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Oksidatif bilesiklerin olusumu, fizyolojik sartlarda inflamasyon ve doku
tamiri siirecinde 6nemli bir basamaktir. Bu olusum doku iyilesmesi ve yeniden
olusumuna katkis1 yaninda malign hiicrelere ve viicuda giren mikroorganizmalara
kars1 savunma mekanizmasinin énemli bir kismini olusturmaktadir. OS; ateroskleroz,
HT, norodejeneratif degisiklikler, yaslanma ve malignite gelismesi ile iligkisi
bulunmustur. Diger taraftan, uygunsuz veya uyumsuz bir sekilde oksidatif siire¢
baslamasina, hiicre ve doku hasarina neden olan {iremi gibi bir takim kronik patolojik

durumlar da s6z konusu olabilir (66).

2.4.1. Oksidatif Stres Kaynaklari

H,0O, veya hipoklorik asit (HOCI) gibi ROS ve +O;’, *OH" ve *NO gibi serbest
radikallerin in vivo olarak olustugu kabul edilmektedir (67). Ancak OS varligin
yalnizca ROS ile agiklamak yeterli degildir. OS, antioksidan savunma
mekanizmasinin zayiflamasi ile birlikte, ROS un olusumu ile antioksidan savunma
sistemi arasindaki dengesizlik sonucunda ortaya c¢ikar. ROS’nin olusumu ile
antioksidan savunma mekanizmalari arasindaki denge; siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (KAT), NOS ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi baz1 enzimlere bagl
olarak gergeklesir. Bu denge, kirilgan oldugu gibi ayn1 zamanda ¢evresel olaylarla da
sik1 bir iligki i¢erisindedir (68).

Mitokondriyal solunum zinciri, viicuttaki en giiglii hiicresel oksidan kaynagi
olarak gorlinmekte ve oksidatif siire¢ belirgin  olarak  mitokondrilerde
gerceklesmektedir. Mitokondiriyal SOD enzimi, insan oksijen metabolizmasinin
%90’1indan sorumludur. Bu enzim oksijen ile reaksiyona girerek, dort adet elektron
transferini saglayip, sonug olarak iki molekiil su olusumuna neden olur. Bu karmagik
enzim, herbiri bir elektron igeren dort redoks merkezine sahiptir. Dort redoks
merkezinin tamami indirgendigi zaman, daha sonraki dort elektronun oksijen
molekiiliine transferi bir takim ara basamaklar sonucunda gergeklesir. Boylece,
aradaki reaktif oksijenlerin olusumu sinirlanir. Bununla birlikte, %1-2 oraninda
kiigiik bir kisim serbest radikallerin olusumuna neden olan ara basamaklardan geger.

Bu problemin ¢oziimiine yonelik olarak; olusan ara ROS’nin, hiicrelerin hayati yap1
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taglarina ve hiicre fonksiyonuna yonelik oksidatif hasarin1 ortadan kaldirmak
amaciyla yagda ve suda ¢oOziinebilen serbest radikal temizleyicileri ve enzim
sistemleri gibi ¢ok sayida hiicre i¢i antioksidan sistemler vardir (69). Fagositler
viicudun savunmasini saglamak amaciyla yiiksek diizeylerde oksijen tiiketimi
gerceklestirirler. Fagosit oksidan iiretim sistemi, ROS’nin olusumu Yyoluyla ortaya
cikan tek degerlikli molekiiler oksijenin indirgenmesine baglidir. Tek degerlikli
molekiiler oksijen olusumunu izleyerek, hem polimorfoniikleer notrofillerin hem de
monosit-makrofajlarin aktivasyonu gerceklesir ve oksijen tiikketimi artar. Buna
“solunumsal yanma” (respiratory burst) denir. Fagositlerin gerceklestirdigi bu
solunumsal yanmada, NADPH oksidaz, SOD, NOS ve myeloperoksidaz kullanilarak
yabanci mikroorganizmalari ortadan kaldirmak amaciyla, sirastyla «O,’, H,O,, NO ve
HOCI olusturulur. NADPH oksidaz enzim sistemi, hiicresel membranlara baglanarak
oksijeni *O," indirger. *Oy, ileri derecede kararsiz bir anyondur. Bir kez <O,
olustugunda SOD aktivasyonu ile H,O;’e gevrilir. H,0,, yeterli KAT varliginda H,O
ve O, gibi zararsiz bilesiklere cevrilir. H,O, olusur olusmaz H,O’ya doniigiir. Hem
*O, hem de H,0; daha giiglii oksidanlarin a¢iga ¢ikmasinda 6nemli rol oynarlar. Oy,
daha etkili ROS’ni olusturmak i¢in NO ile etkilesime girer (nitrozatif stres). Bu
sirada, H,O, hiicre i¢i demir ile tepkimeye girerek *OH™ olusturur. *OH’, hiicre
membranindaki lipitlerin indirgenmesine, proteinlerin toplanmasina ve DNA hasara
ugramasina neden olur. H,O,, klorlanmis oksidanlarin tiretiminde, myeloperoksidaz
substrati olarak rol alir. Myeloperoksidaz H,0,’yi HOCl’e ¢evirir. Bu lipitleri,
proteoglikanlar1 ve diger membrandz veya hiicre ici igerikleri, kismen de tiol grubu
iceren membran proteinlerini oksid etme yeteneginde olan gii¢lii bir bilesiktir. Ek
olarak, endojen aminlerle, kloraminleri olusturmak amaciyla tepkimeye girebilir.
ROS, proinflamatuvar sitokinlerle, oksidan olusumunu artirmak amaci ile birlikte
salmirlar (70, 71).
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Sekil 2- ROS’nin olusumu ve antioksidan etkilesim (71)

2.4.2. Oksidatif Stres Belirtegleri

Oksidanlar, yar1 6miirleri saniyeler olan ve yiiksek derecede tepkime veren
reaktif bilesiklerdir. Bu nedenle, in vivo olarak degerlendirilmeleri uygun degildir.
Aksine, oksiradikaller tarafindan modifiye edilen lipitler, proteinler, karbonhidratlar
ve niikleik asitlerin yar1 Omiirleri saatlerden haftalara kadar degisen bir uzama
gosterir. Bu durum, OS’in degerlendirilmesinde, bunlarin degerli belirtecler olmasina
olanak saglamaktadir (72). OS ve antioksidan belirtecleri tablo 3’de gosterilmistir.

Lipit peroksidasyonunda; doymamis yag acil kisimlarinin peroksil radikal
bagimli zincirleme reaksiyonlariyla, kararsiz hidroperoksitler olusur. Akrolein,
malonildialdehid gibi aldehidler, 4-hidroksinonenal veya TBARS, F2-izoprostanlar

gibi kiiclik ve kararl1 bilesiklere doniisiirler.
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Tablo 3- OS ve antioksidan belirtegleri (73)

OKSIDATIF STRES BELIRTECLERI ANTIOKSIDAN BELIRTECLERI
Lipit peroksidasyonu Enzimatik
Akrolein Siiperoksit dismutaz
Malondialdehit Katalaz
4-hidroksinenal Glutatyon peroksidaz
TBARS Enzimatik olmayan
F,-izoprostanlar Glutatyon
Ileri lipit oksidasyon iiriinleri Vitamin E
Protein oksidasyonu Vitamin C
fleri protein oksidasyon iiriinleri Ferritin
Karbonhidrat oksidasyonu Transferrin
Ileri glikasyon son iiriinleri Albumin

Niikleik asit oksidasyonu

8-hidroksi-2-deoksiguanozin

F2-izoprostanlar, arasidonik asit oksidasyonunun birincil tirtinleridir. In vivo
olarak, hiicre membran fosfolipidlerinin serbest radikallerce etkilenmesinin dengeli
bir belirteci olarak ortaya ¢ikabilirler (74). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda;
F2-izoprostanlarin, ayni yas ve cinsiyette olan normal bireylerle kiyaslandiginda,
hemodiyoliz (HD) hastalarinda 2-4 kat daha yiiksek diizeylerde oldugu goézlenmistir.
Ayn1 zamanda C-reaktif proteinle de (CRP) siki bir iligkisinin oldugu ortaya
konmustur (75). Bu ailenin ug reaktif elektrofillerinden bir digeri ise arasidonik asitin
serbest radikaler tarafindan oksidasyonu sonucunda olusan izolevoglandinlerdir.
Bunlar F2-izoprostanlar gibi plazmada bulunmazlar. ileri derecede reaktif
olduklarindan proteinlere bagli olarak tasmirlar (69). Ayrica, ileri lipit oksidasyon
son {irlinlerindeki artis, okside diisiik yogunluklu lipoproteine (ok-LDL) kars1 gelisen
Ozgiin antikorlarin varligi, artmig OS’in goOsterilmesi icin yararh belirtecler olarak

gosterilebilir (74).
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2.5. HUCRELERDE SERBEST OKSIJEN RADIKALLERININ ETKIiLERI

Serbest radikal reaksiyonlari, normal kosullarda bagisiklik sistemi
hiicrelerinden notrofil, makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi igin gerekli
olsa da, serbest radikallerin fazla tiretimi doku hasar1 ve hiicre olumi ile
sonuglanmaktadir. Serbest radikaller hiicre i¢cinde antioksidan kapasiteyi asan yliksek
konsantrasyonlarda olustuklar1 zaman; basta lipitler olmak tizere, protein, DNA,
karbonhidratlar ve enzimler olmak {izere bir¢ok molekiille reaksiyona girerler (76).
Bu reaksiyonlar sonucunda enzimlerin normal fonksiyonlarini, aerobik solunumu,
kapiller permeabiliteyi bozup hiicrenin potasyum kaybini artirirlar. Hiicre i¢indeki
bircok litik enzimi aktif hale getirirler, baz1 savunma sistemlerini inaktive ederler
(Sekil 3). Trombosit agregasyonunu artirirlar, dokularda fagosit toplanmasini
kolaylastirirlar (77). Son yillarda yapilan ¢aligsmalar, serbest oksijen radikallerinin ve
lipit peroksidasyonunun artmasinin bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynadigini

gostermektedir.
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Sekil 3- Serbest radikallerin hiicre i¢i yapilara etkileri (77)
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Serbest radikaller damar endotel hiicrelerinde hasar yaparak vaskiiler
hastaliklara neden olur (78). Esansiyel HT’nun patofizyolojisinde bazi OS
parametrelerinin yiiksek oldugu ve kan basinci yiiksekligi ile kuvvetli bir iligkisi
oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (79, 80). Miyokard enfarktiisii, bazi
norolojik hastaliklar, asim, DM, romatoid artrit, kanser ve obezite dahil birgok
hastaligin OS ile iligkisi gosterilmistir (81). Ayrica, hiperglisemi nedeniyle meydana
gelen OS retinopatiye neden olabilir (82). Serbest radikallerin ayrica yaslanmada da
rolii vardir (83).

Serbest oksijen radikallerinin sinyal transdiiksiyonu ile apopitosis,
proliferasyon, transformasyon ve farklilagma gibi ¢esitli hiicresel olaylar
etkilemektedir (84) (Sekil 4).

Agirt Apopitozis
A Malin Hiicre
Yuksek /
ROS'a Displastik Lezyon
maruz Orta
kalma ProliferasM/
Apopitozis
Baglama:
Duiguk DNA !
Hasan
DNA
Onarimi
Normal Hiicre

Zaman

Sekil 4- Serbest oksijen radikallerinin sinyal transdiiksiyonuna etkileri (85)

2.5.1. Serbest Radikallerin Lipit Yapilara Etkileri

Biyolojik molekiillerin tiimii, serbest radikaller tarafindan etkilenirken, en
fazla zarar1 lipidler gormektedir. Lipid peroksidasyonu, g¢oklu doymamis yag
asitlerinin (poliansature yag asitleri-PUFA) radikaller ile oksidasyonu sonucu baslar

ve kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonlar1 seklinde devam eder. Yani tim
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biyomolekiiller i¢inde serbest radikallerden en fazla etkilenen yapi, lipitlerdir.
Membranlarda bulunan kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest
radikallerle ¢ok ¢abuk reaksiyona girerler. Zincirleme reaksiyonlar sonucunda
hidroperoksitler olugsmaktadir. Hidroperoksitler de daha zararli radikal 6zelligi olan
tiirlere, Ozellikle aldehitlere ¢evrilirler. Bu bilesikler, olustuklar1 yerden diffiize olup
hiicrenin diger kisimlarinda hasar olusturabilmektedirler. Lipid peroksidasyonu ile

meydana gelen membran hasari geri doniistimsiizdiir (38, 86, 87).

2.5.1.1. Malondialdehit (MDA) Olusumu

Linolenik ve arasidonik asit gibi ikiden daha fazla ¢ift bag iceren PUFA
peroksidasyonu sirasinda, tiobarbutirik asit (TBA) ile o6lgiilebilen MDA
olusmaktadir. MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik veya kantitatif bir
belirleyicisi degildir. Fakat lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon
gostermektedir.  Yag asitlerinin peroksidasyonundan olusan MDA, membran
komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olur. Bu da iyon
gecirgenliginin, enzim aktivitesinin ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi
intrinsik membran 6zelliklerinin degisimiyle sonuglanir. MDA bu 6zelligi nedeniyle
DNA’nin nitrojen bazlari ile reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre
kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir (86, 87).

Inﬂamasyonda olusan *OH’, H,O; gibi ROS hiicre zarindaki PUFA’ni hasara
ugratir (67). Hasarli hiicre zar1 lipidleri ve lipid peroksidasyonunun son iiriinleri,
hiicrelerin hatta dokularin canlilifi i¢in risk olusturur. Biyolojik sistemlerde
oksidanlarca lipid hidroperoksidasyonu ile hiicre zar1 yiizeyindeki okside yag asidleri
ve poliunsatiire lipidlerin yikilmasi sonucunda aldehidler olusur. MDA’da bu sirada
olusan bir ¢esit aldehittir ve dokular, bronkoalveolar lavaj sivis1 ve serum gibi viicut
stvilarinda reaktif oksijen maddelerinin olusturdugu lipid peroksidasyonunun dolaylh
bir gostergesidir. Biyolojik ortamlarda MDA serbest, proteinler, niikleik asitle gibi
makromolekiillerin SH- ve NH,- gruplarina baghh olarak bulunur. Biyolojik
orneklerde ¢ok kiigiik miktarlarda serbest MDA bulunur. Bundan dolayi, genellikle
total (serbest ve bagli)) MDA degerlendirilir. DNA ve proteinlerle etkilesimi
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potansiyel olarak mutajenik ve kanserojenik oldugunu gosterilmistir. Biyolojik
orneklerde MDA’nin esas kaynagi iki veya daha fazla metilenle cift bag1 kesilen
poliansature yag asitleri peroksidasyonudur (57).

2.5.1.2. 8-Izoprostan (8-1P) Olusumu

Izoprostan hiicre membrani1 fosfolipidlerinden fosfolipaz A2 tarafindan
iiretilen arasidonik asit iizerindeki OS’in etkisi ile olusan formudur (Sekil-6). In vivo
olarak lipit peroksidasyonunun OS iiriiniidiir. 8-1P seviyesi sabah saatlerinde, aksam
saatlerine gore belirgin yiiksek tespit edilir. 8-IP OS hava yolu mukozasinda artmis
OS’in kantitatif Ol¢imiinde kullanilabilir  (49). Yapilan c¢alismalarda 8-IP
konsantrasyonu YSH ile plazma da benzer olarak bulunmustur. Plazmada sistemik
OS’e cevap olarak, YSH’de lokal havayollarinda lipit peroksidasyon sonucu daha
belirgin olarak ol¢iilmiistir.

OS hiicre membraninda lipid peroksidasyonuna ve izoprostanlar olarak
adlandirilan yeni bir grup prostanoidlerin olusumuna yol agar (47). 8-1P PGF2a’ nin
en iyi bilinen izomerdir, serbest radikallerin katalizasyonu sonucu aragidonik asit
peroksidasyonundan, siklooksijenazdan bagimsiz olarak olusur (49). Izoprostan
kimyasal olarak stabildir, in-vivo olusur, lipid peroksidasyonu ig¢in spesifiktir,
antioksidanlarin klinik farmakolojisini tanimlamak i¢in kullanilir (57). 8-IP baskin
olarak non-enzimatik reaksiyon ile arasidonik asitten oksidatif metabolizma
tarafindan tdretilir. 8-IP’1n kii¢iik bir miktar1 ise siklooksijenaz yolaginda meydana
gelir. 8-1P ol¢timii OS’in giivenilir bir belirteci olabilir (59).
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Sekil 5- 8-Izoprostan olusumu (84)

YSH kullanilarak bir¢ok havayolu OS belirteci arastirilmistir, yiiksek 8-1P
diizeyleri kronik obstriiktif pulmoner hastalikta, Kistik fibroziste ve astimda
bildirilmistir. 8-1P astmatik eriskinlerde YSH'de yiiksek ve konsantrasyonunun astim

ciddiyeti ile iliskili oldugu 6ne siirtilmistiir (50-52, 54).

2.5.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallerin etkilerine karsi, lipidlerden daha az hassastirlar
ve etkilenme dereceleri aminoasit igeriklerine baglidir. Serbest radikal atagi sonucu
proteinlerde aminoasitlerin modifikasyonu, proteinlerin  fragmantasyonu ve

agregasyonu veya capraz baglanmalar1 gibi yapisal degisiklikler meydana
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gelmektedir. Ayrica bu yapisal degisiklikler, proteinin proteolize daha duyarli hale
gelmesine neden olmaktadir. Serbest radikaller, membran proteinleri ile de
reaksiyona girerek enzim, norotransmitter ve reseptor proteinlerinin fonksiyonlarini
bozabilirler (87, 88).

Proteinler; oksidan veya diger serbest radikallerin 6zellikle daha hassas olan
aminoasitlerle etkilesime girmesi sonucunda dogrudan zarar gorebilirler. Protein
fonksiyonu i¢in kritik olan yapisal bazi aminoasitler, radikal hasarina kars1 oldukca
duyarlidir. Peroksil radikalleri ve hidroksil radikalleri gibi serbest radikal tiirleri veya
hipoklorit ve H,O, gibi aktif oksijen tiirlerinin yol agtigi protein hasari; aminoasit
oksidasyonu, deaminasyon ve dekarboksilasyon gibi mekanizmalarla meydana gelir.
Bazi aminoasit rezidiileri oksidatif saldiriya karsi daha hassastir, proteinlerin serbest
radikal tireten sistemlere maruz kaldiginda, aminoasit yan zincirlerinin degisiklige

ugramasi sonucunda tersiyer yapisal degisiklikler meydana gelir (89).

2.5.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere Etkileri

ROS, DNA cift sarmalinin ayrilmasia veya niikleik asit-baz degisimlerine
neden olabilir. Bu da kromozomal mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuglanir. *HO",
deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek degisikliklere yol agar. H,O;
membranlar1 kolayca gegerek hiicre cekirdeginde DNA hasarina, sonucta hiicre
disfonksiyonu ve hiicre Oliimiine neden olur (106). *HO™ DNA’nin yakininda
meydana gelirse piirin ve pirimidin bazlarinda mutasyonlara neden olur. O;’in
niikleik asitlerle tepkimeye girme yetenegi daha smirhidir. <O, ise gii¢li bir
oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu bdlgeler iceren

molekiillerle daha kolay reaksiyona girer (88, 90).

2.5.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

ROS’un karbonhidratlar tizerine de etkileri vardir. Glukoz, mannoz ve deoksi

sekerler otooksidasyona ugrayarak, <O, ve H,0.’i meydana getirirler.
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Monosakkaritlerin otooksidasyonu, c¢esitli hastaliklarin patogenezinde onemli rol
oynamaktadir. Diyabet ve komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi, HT,
g0z hastaliklari, kanser gibi pek c¢ok sistemik durumda ve yaglilik siirecinde serbest
radikal T{retiminin arttigi ve antioksidan mekanizmalarin yetersiz oldugu
gosterilmistir (38, 88).

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H,O, ve okzoaldehitler meydana
gelmektedir. Enflamatuar eklem hastaliklarinda sinovial siviya gegen l6kositlerden
ekstraselliiler siviya salinan H,O; ve O,, buradaki mukopalisakkarit olan hyaliironik
asidi parcalamaktadir. Goziin vitroz sivisinda bol miktarda hyaliironik asit
bulundugundan, bunun oksidatif hasar1 katarakt olusumuna katkida bulunmaktadir
(40).

2.6. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

Viicutta ROS’nin diizeylerini kontrol altinda tutmak ve olusturabilecekleri
hasarlar1 engellemek i¢in birgok savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir (101, 102).

Serbest radikalleri metabolize eden, serbest radikal olusumunu onleyen veya
serbest radikallerin temizlenmesini arttiran bu maddelere “antioksidan” maddeler
denilmektedir. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ya da
ROS’ni toplayarak OS iiriinlerini inhibe etmektedirler. ROS’nin zararh etkilerinden
korunmak amaciyla, hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidan sistemler
mevcuttur ve serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesinde rol oynarlar.

Enzimatik yolla antioksidan savunmada anahtar gorevi istlenen enzimler
SOD, KAT, GSH-Px’dir. SOD, *O;’nin H;O;’ye doniisiimiinii hizlandirarak ilk
basamak antioksidan savunmasint meydana getirir. KAT, H;O;’yi suya indirger.
Selenyum igeren GSH-PX tiim organik lipit peroksitleri indirger. Bunu yaparken hem
H20,’ye hem de 6nemli bir hiicre i¢i hidrojen vericisi olan glutatyona (GSH) ihtiyag
duyar (74, 91).

Antioksidanlar ayrica primer, sekonder ve tersiyer olarak da
siniflandirilmaktadir. Yeni serbest radikal formasyonunu oOnleyen antioksidanlar

primer antioksidanlar olarak adlandirilmaktadir. Ornek olarak SOD, GSH-Px, metal
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baglayan proteinler, ferritin, seruloplazmin, demir, hemopeksin, haptoglobulin
gosterilebilir. Bazilar1 ise metal iyonlar: ile reaksiyona girebilecek olan peroksitleri
yok ederek serbest radikallerin olusumunu 6nlemektedirler (92).

Sekonder antioksidanlar, =zincir kirict reaksiyon ile serbest radikalleri
uzaklastirmaktadirlar. Bilirubin, E vitamini, C vitamini, B-karoten, irik asit, a-
tokoferol ve albumin gibi maddeler bu sinifta yer almaktadirlar. Askorbik asit suda
erimekte, radikal toplayici olarak rol almakta ve E vitamininin etkisini arttirmaktadir.
Urik asit ksantin oksidazi inhibe ederek serbest radikal olusumunu azaltmaktadir
(92). Tersiyer antioksidanlar, serbest radikaller tarafindan hasar goéren
biyomolekiilleri onarirlar. DNA’y1 onaran enzimler bu grupta yer almaktadirlar (92,
93).

Enzim olmayanlar ise, bilirubin, aloumin, iirik asit, a-tokoferol, askorbik asit,
seruloplazmin, transferrin, ferritin ve glutatyon gibi maddelerdir. Bunlar oksijen
radikallerine karsi ilk savunma sistemini olusturmaktadirlar (38, 94, 95, 96).
Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda en onemlisi glutatyondur. Glutatyon,
H,O,, *OH" ve CI igeren oksidanlar1 temizlemekle gorevli bir bilesiktir. Indirgenmis
glutatyonun, oksidize glutatyona oran1 OS’in bir belirtecidir. Diger enzimatik
olmayan antioksidanlar ise, Vitamin E ve C’dir. Vitamin E yagda ¢oziinebilir ve
diisiik diizeyde tepkime veren radikal tokoferoksil olusturarak hiicre zarim lipit
peroksidasyonuna karsi koruyan ilk savunma hattidir. Diger O6nemli gorevi ise,
LDL’yi oksidasyondan korumaktir. E vitamini viicuttan selenyum kaybini da o6nler.
Vitamin C, dogrudan O, ve «OH" radikallerini yakalayarak ortadan kaldirir. Ayni
zamanda, vitamin E’nin radikal formunun diizelmesini de saglar. Flavenoidler de
(birincil vitamin A ve oOnciil bilesigi olan beta karoten) yagda ¢6ziinebilen
antioksidanlardir ve vitamin E gibi lipit membranlarin1 oksidatif hasara karsi
korurlar. Selenyumda GSH-Px’in bir yapitagi oldugundan antioksidan olarak
degerlendirilebilir. Ferritin, transferin ve albiimin gibi inflamatuvar proteinler
enzimatik olmayan antioksidan etkilerle iletide rol alan metal iyonlarini biriktirirler.
Eritrositlerde intakt hemoglobin, SOD, KAT, GSH-Px igerdiklerinden antioksidan
deposu olarak degerlendirilebilirler (74, 91).
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2.6.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD, vyapisinda bakir, ¢inko ve manganez bulunan bir metalloenzimdir.
Oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunan SOD ve GSH-PX enzimleri
serbest oksijen radikal toksisitesine karst1 Onemli defans mekanizmalarini
olustururlar. SOD, GSH-Px ve KAT gibi enzimler serbest radikallerin olugmasini ve
lipid peroksidasyonunun baslamasini Onleyen enzimlerdir. Viicutta iretilen bir
serbest radikal olan O, anyonu SOD tarafindan H,0;’e ¢evrilir. H,O;’in kendisi
serbest radikal olmadigi halde -OH radikali iiretimine yol agtigindan toksik etki
gosterir. H,O,, KAT ve GSH-Px tarafindan temizlenir. Bu enzimler, enzimatik
antioksidan savunma sistemini olustururlar (97, 98).

SOD, substrat olarak serbest oksijen radikallerini kullanan ve <O;’i H,0’¢
¢eviren bir metalloenzimdir. Bu reaksiyon “OS’e kars1 ilk savunma hatt1” olarak da
adlandirilmaktadir. Ciinkii <O, zincirleme radikal reaksiyonlarmin giiclii bir
baslaticisidir. Bu sistem sayesinde hiicresel kompartmanlardaki <O, diizeyleri
kontrol altinda tutulmaktadir. Losemi, iskemi, hepatit, miiskiiler distrofi, respiratuar
distres sendromu, bobrek yetersizligi, Fankoni anemisi, akciger enfeksiyonlari ve
motor ndron hastaliklar1 gibi serbest radikal aciga ¢ikaran olaylarda ve hastaliklarda
koruyucu rol oynadig: diisiiniilmektedir (38, 40, 94, 99)

Ayn1 zamanda SOD, lipit peroksidasyonunu da inhibe etmektedir. SOD
aktivitesi, yiiksek oksijen kullanan dokularda fazladir. SOD’m ekstraselliiler
aktivitesi ¢ok diistiktiir (38).

2.6.2. Katalaz (KAT)

KAT enzimi peroksizomlarda lokalizedir. SOD’in olusturdugu H,0,’i KAT
peroksidazlarla beraber oksijen ve suya pargalar. GSH-PX’in H,0O,’e karsi Km’i
KAT’a gore daha distiktir. Yani disiik konsantrasyonlarda H,O,’i GSH-PX

parcalar, yiiksek konsantrasyonlarda ise KAT aktivite kazanir.
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KAT yapisinda protoporfirin-1X, Fe (Hem) grubu igerir. Kan, kemik iligi,
karaciger, bobrek ve miikéz membranda yiiksek miktarda bulunmaktadir. KAT

hiicreyi kendi respiratuar patlamasina karsi koruyarak hizmet etmektedir (40, 93)

2.6.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px, dogal bir antioksidandir. GSH-Px organik peroksitleri GSH ile
elimine eder. GSH-PX, pek ¢ok hiicrede sitozollerde bulunan bir enzimdir. Sitozol ve
mitokondrilerde SOD tarafindan olusturulan H,O, ve yag asidi hidroperoksitlerini
ortadan kaldirmaktadir. Ancak kapasitesi sinirhidir. Diisiik H,O, konsantrasyonunda
caligmaktadir. Kofaktoér olarak selenyum elementini kullanir (38, 40, 99) GSH
yiikseltgerken H,0;’i de suya ¢evirir ve boylece membran lipidlerini ve hemoglobini
oksidan strese karsi korur. GSH-Px, E vitamini yetersiz olursa membrani
peroksidasyona karst korur. Eritrositlerde en kuvvetli antioksidandir. H,O, ve
organik peroksitlerin indirgenmesiyle oksitlenen glutatyon, glutatyon rediiktaz
enzimi ve baglica pentoz fosfat yolundan saglanan NADPH yardimiyla indirgenerek
reaksiyonlarin devamini saglar (38).

GSH-Px fagositik hiicrelerde ©6nemli fonksiyonlara sahiptir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu, fagositik hiicrelerin zarar gérmesini engeller. Eritrositlerde
de GSH-Px oksidan strese karsi en etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki
azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol acar. Yapilan
calismalarda kord kaninda GSH-Px ve total antioksidan diistikliigii olan bebeklerde
DNA hasarmin yiiksek oldugu gosterilmis ve dogumda oksijen radikallerinin
olusumunun arttig1 ifade edilmistir (38, 98, 100).

2.6.4. Glutatyon Rediiktaz

Yiikseltgenmis (okside) glutatyonu indirgenmis hale ¢evirir. GSH indirgenme
reaksiyonu sirasinda siklikla elektronlar NADPH’dan FAD’e transfer edilir. Daha
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sonra GSH’m iki sisteini arasinda bulunan disiilfid kopriisiine transfer edilmek
stiretiyle GSSG aktarilmis olur (31). GSH-Px tarafindan H,O, ve diger lipid
peroksitlerin yiikseltgenmesi sirasinda glutatyon, okside glutatyona doniismektedir.
Oksidasyona ugramis bu yapiyr tekrar kullanmak i¢in GSH’a doniistiiren enzim
glutatyon rediiktazdir (38).

2.6.5.Glutatyon-S-Transferazlar (GST)

Organizmaya giren ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda gorev
almaktadirlar. Basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak iizere lipid
hidroperoksidlere kars1 GST’ler “Selenyum”dan bagimsiz aktivite gostermektedirler.
Antioksidan aktivitelerine ek olarak baska biyokimyasal fonksiyonlara da sahip olup
bilirubin, hem ve baz1 kortikosteroidler gibi endojen maddelere geri doniisiimsiiz

olarak baglanarak bunlarin hiicre i¢i transportunda da gérev almaktadirlar (38).

2.6.6.Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz <O, suya gevirerek etki
gostermektedir.

4+0, + 4H™+ 4e” — 2H,0

Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon
olup bu yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji
tiretimi saglanir. Ancak, «O," iiretimi ¢ogu zaman bu enzimin kapasitesini asar. Bu
durumda diger antioksidan enzimler devreye girerek <O, zararli etkilerine engel
olurlar (38).
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2.7. OBEZITE VE OKSIDATIF STRES

Obeziteyle birlikte organizmada OS artmaktadir. Artan OS yine bu hastalarda
ortaya ¢ikan doku ve fonksiyon bozukluklarinin (endotel disfonksiyonu, artmis
platelet agregasyonu, aterogenez vb.) baslica sebebi olarak One siiriilmiistiir (101).
Obezitede OS’i arttiran etkenler arasinda hiperglisemi, hiperleptinemi, doku lipit
diizeylerinin artmasi, yetersiz antioksidan defans, reaktif oksijen tiirevi olusumunun
artmasi ve kronik inflamasyon olarak bildirilmistir (102).

Framingham Calismasinda, sigara igme, diyabet ve BMI degerinin bir OS
belirteci olan idrarda 8-epi-PGF2a odl¢iimleriyle iliskili oldugu bulunmustur (103).
Metabolik sendrom (MS), Tip 2 diyabet, HT ve dislipidemiye neden oldugu bilinen
obeziteyle ilgili ¢alismalarin birinde OS parametrelerinden olarak bilinen ve
obezitede detayli olarak arastirilmamis olan “nitrotirozin” diizeylerinin obez
hastalarda arttig1 gosterilmistir (104). OS’in diger gostergeleri arasinda yer alan
MDA, NO, antioksidan enzim, antioksidan vitamin (C, E) diizeylerinin hem obez
deney hayvanlarinda hem de obez hastalarda degistigi c¢esitli c¢alismalarda
gosterilmistir (105).

Obez olgularin plazma lipoproteinlerinde, eritrosit membran lipidlerinde ve
cesitli dokularinda lipid peroksidasyonunun arttigi, yapilan ¢alismalar sonucu
goriilmiistiir. Bu artisin daha fazla enzimatik (arasidonik asit yolu) ya da
nonenzimatik lipid peroksidasyonundan mi kaynaklandigi bilinmemektedir. Lipid
peroksidasyonu, hem yaygin vaskiiler inflamasyon sonucu aktiflesen lipooksijenaz
yolu ile prostoglandinlerden, hem de serbest radikaller ve ge¢is metallerinin etkisi ile
endotelyal ve fagositik hiicrelerin membranlarinda bulunan lipidlerden, nonenzimatik
yolla olusmaktadir. Daha sonra her iki yola ait iriinlerin, karsilikli olarak birbirlerini

aktive ederek, lipid peroksidasyonunu artirdiklar: bildirilmistir (106-108).

2.8. INFLAMASYONA iMMUN YANIT

Inflamasyon canli dokunun travmaya verdigi yamittir. Hasarli bolgede kan

akimi artar. Bunun sonucunda 1s1 artis1 ve kizariklik olusur. Doku i¢ine sivi s1izmasi
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ve hiicre s1izmasi sonucu sisme goriiliir. Enflamasyonun amaci etkenleri yok etmek,
etkenleri sinirlamak ve hasarli dokular1 ortadan kaldirmaktir. Sitokinler inflamatuar
cevabin en gii¢lii mediatorleri olarak goriilmektedir. Travmaya ve enfeksyona karsi
gelisen cevabi yoneten ve yara iyilesmesini saglayan efektor molekiillerdir. Etkilerini
0zgiil hiicrelerdeki reseptorlerine baglanarak ve gen transkripsiyonunda diizenleme
yaparak ac¢iga c¢ikarirlar. Bununla birlikte travma cevabi sirasinda sitokinlerin agiri
tiretimi hemodinamik dengenin bozulmasina veya metabolik diizensizliklere neden

olabilir (109).

2.8.1. Sitokinler

1970’11 yillarda, immun sistemde hiicreler arasi iletisimi saglayan immun
globulinler disinda bagka aktif molekiillerin de oldugu saptanmistir. Enfeksiyon ve
cerrahi travmaya maruz kalan hastalar, biiyiik oranda sitokin denilen endojen
mediatorler tarafindan kontrol edilen hemodinamik, metabolik ve immun yanit
degisiklikleri gosterirler. Ozellesmis dokular tarafindan yapilan ve etkilerini esas
olarak endokrin sistem {izerinden gosteren klasik hormonal mediatorlerin aksine
sitokinler, hasarlanan bolgedeki degisik hiicre tipleri ve sistemik immun hiicreler
tarafindan yapilan, glikoprotein ve polipeptit yapida ajanlardir. Daha 6nceden yapilip
depo edilmemeleri ve asil olarak parakrin ve otokrin mekanizmalarla etki
gostermeleri ile hormonlardan ayrilirlar (110,111). Sitokinler gen transkripsiyonunu
diizenleyen intraseliiler sinyal yollarinin aktivasyonuna yol agan spesifik hiicresel
reseptorlere baglanirlar. Bu mekanizma ile sitokinler immun hiicre aktivitesi,
farklilagsma, g¢ogalma ve hiicrenin yasam siiresini etkilerler (112, 113). Esasen
sitokinler enfeksiyon ve hasar alanina inflamatuar yaniti yonlendiren ve yara
iyilesmesini indukleyen mediatorlerdir. Ancak, agir bir travma veya sepsis sonrasi
devamli, asir1 proinflamatuar sitokin yaniti, organ hasarina katkida bulunarak ¢oklu
organ yetmezligine yol agabilir (111).

Sitokinler, IL’ler, tiimor nekroz faktor (TNF), hemopoetik biiytime faktorleri,

IFN’lar ve kimokin ailesi olarak bes grup altinda incelenebilirler. Bunlar birgok
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hiicreden salgilanirlar. Bu hiicreler monosit-makrofaj, mezenkimal hiicreler, diiz kas

hiicreleri, fibroblastlar, astrositler ve mikroglial hiicrelerdir (110, 114).

2.8.1.1.TNF-a

TNF-a proinflamatuar sitokin olup disfonksiyonel endotel gelisimi gibi
kardiyovaskiiler patolojinin baslamasi ve ilerlemesinde katki saglar (115).
Inflamatuar 16kositler ve adipositler basta olmak iizere bircok hiicreden salinir. TNF-
a endotel hiicresinde OS’i indiikler, endotelyal adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu regiile eder ve Niikleer faktor kappa—B (NF-kB) ve Aktive protein-1
(AP-1) bagimli bagimsiz yollarin iirettigi sitokinlerin tiretimini stimiile eder. TNF-
a’nin aract oldugu vaskiiler OS’in artist ve NO biyoyararlanimin azalmasi,
trombozis, vaskiiler remodeling ve endotel hiicre 6liimii gibi durumlar endotelyal
disfonksiyonuna yol agar. Diger inflamatuar medyatorler olan IL-6 ve IL-8, E
selektin, doku faktorii ve kaspaz TNF-o tarafindan indiiklenir (116). Artmis ROS
tiretimi TNF-a aracili ya da diger indiikleyen faktorler (hipoksi gibi) NF-kB yollu
sitokin kaskatini stimiile eder. Bu l6kositlerdeki ROS iiretim stimiilasyonu, adezyon
molekiilleri ekspresyonu ve ek olarak inflamatuar sitokinlerin ilavesi fasit bir daire
olusturur.

TNF-o seviyelerinin kas yorgunlugu ile beraberligi olan inflamatuar
hastaliklarda yiikseldigini hayvan deneylerinde gostermislerdir (117). Ornegin
farelere verilen TNF-a sonrasi diyaframatik kontraktilite belirgin olarak azalmistir.
Fare diyafram ve bacak kaslarinin, TNF-a ile tetanik giiclinde %20 oraninda azalma
gosterilmistir (47). Bu durum obstruktif uyku apne sendromu (OSAS) hastalarinda
yiikselen TNF-a seviyesinin farenks inspiratuar kas disfonksiyonuna bdylece uyku
esnasinda apneik episodlara neden olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Bastard ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada; 1L-6, TNF-a, Leptin, CRP ve
diger inflamatuar belirteglerin dolagimdaki konsantrasyonlarini, diyabeti olan ve
olmayan obez kadinlarda, saglikli zayif kadinlara kiyasla daha yiiksek bulmuslardir.

IL-6, TNF-a ve leptin serum konsantrasyonlarinin bu kisilerin BMI degerleri ile
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belirgin korelasyon i¢inde olmalari, bu sitokinlerin dolasimdaki kosantrasyonlarinin

kismen de olsa yag dokusu iiretimini yansittigini géstermektedir (118).

2.8.1.2. Interlokinler

Obezite ile iligkili insiilin direncinin bir agiklamasi, bazi kisileri digerlerine
gore daha c¢ok insiilin direncli hale getiren faktorlerin yag dokusunca salinmasidir.
Bu adipozit trinleri TNF-a, CRP, IL-6, IL-2, leptin, grelin, resistin ve
adiponektin’dir. Yag kitlesi arttik¢a insiilin direncininin ortaya ¢ikmasi ile iliskin en
olas1 aday faktorler arasinda, serbest yag asitleri, TNF-a ve leptin yer almaktadir
(119). Insiilin direnci ile iliskili olan viseral obeziteli hastalarda, sialik asit, CRP gibi
akut faz proteinleri, IL-2 ve IL-6 gibi sitokinlerde artis olur (120).

Instilin direncinde rol oynayabilecek yag dokusu sekresyon tiriinlerinden biri
de IL-6’dir. IL-6 adipozitler, yag dokusu destek hiicrelerinide igeren bir ¢ok hiicre
tarafindan salgilanir (121, 122). IL-6’nin, yag dokusu lipoprotein lipaz (LPL) aktivite
azalmasina neden oldugu gosterilmistir (123, 124). Obez kisilerin adipozitlerinde IL-
6 sekresyonu artmistir (125) ve dolagimdaki bir hormon veya lokal bir ayarlayict gibi
instilin tizerinde etkisi olabilir. Sitokin yapimi ile obeziteyle iliskili insiilin direnci
arasindaki en tutarli agiklama, yag dokusu tarafindan artmig TNF-a ve IL-6
sekresyonudur. CRP, akut faz inflamatuar proteinidir ve insanlarda IL-6, IL-1 ve
TNF-o dengesi sonucu iiretilir. CRP serum konsantrasyonunun bazal durumda yag
dokusu IL-6 sekresyonu tarafindan diizenlendigi ileri stirilmistiir.

Obezlerde IL-6 diizeylerinin artmis olmasini agiklayabilecek muhtemel
mekanizma yag dokusunun IL-6 iiretip salgilayabilme ozelligine baglanabilir.
Gergekten de IL-6 yapimi obez bireylerde daha yiiksektir (125). Ancak obez
bireylerdeki adipozitlerden IL-6 tiretiminin mekanizmasi tam anlagilamamistir. Aglik
serum IL-6 konsantrasyonlar1 Bastard ve arkadaslarininnin yaptigi ¢alismada insiilin
direnci gostergesi olarak Olgiilen tiim parametrelerle (aglik plazma insiilini, aglik
plazma glukozu, a¢lik insiilin direng indeksi) iligkilidir. IL-6 diizeylerinin TNF-ao ve
leptine gore obeziteye bagh insiilin direnciyle daha siki iliskili oldugu diisiiniilmiistiir
(118).
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Yudkin ve ¢alisma arkadaglarinin subkutan yag dokusu tarafindan IL-6
tretiminin arttigint  bildirmislerdir. Obez kentli ve koylii Hintlilerde yaptiklari
calismada BMI, TNF-a, IL-6 ve leptin diizeylerini Olgmiisler, calismada bu
sitokinlerin BMI ile pozitif yonde anlamli iliskili oldugunu gormiislerdir. Bugtinkii
bilgiler IL-6’nin insiilin direnci ile iliskili olan major dolasim komponenti oldugu

yoniindedir (126).

2.8.1.3. C-Reaktif Protein (CRP)

CRP akut faz proteinlerinin onciisiidiir. Pndmokoklarin “capsule’’antijenine
baglandigi i¢in CRP admi almistir. CRP hepatositlerde iiretilen ve pek ¢ok
stimulustan sorumlu olan akut faz proteinidir. Karaciger fonksiyonu normal olan
kisilerde CRP nin serum diizeyi inflamatuar aktivasyonu gosteren iyi bir
parametredir ve serumdaki konsantrasyonu, IL-6 ve TNF- a seviyeleri ile iliskilidir
(179). CRP yapimi insanda IL-1, IL-6 ve TNF-a dengesi sonucu etkilenir. Son
zamanlarda serum konsantrasyonunun yag dokusu IL-6 salgisi ile diizenlendigi
disiiniilmektedir. Serum IL-6 ve CRP konsantrasyonlar1 arasinadaki iligki bu
hipoteze gore dogrusaldir. Saglikli kisilerde serum CRP diizeyi 0.5 mg/dl gibi ¢cok
diisiik konsantrasyonlarda bulunur (127). Inflamasyon, infeksiyon ve travmalara
yanit olarak serum diizeyi artmaktadir (128, 129). Ayrica sigara i¢imi, ileri yas,
obezite, plazma trigliserid diizeyi yiikselmesi ve ¢esitli kardiyovaskiiler belirteglerin
artig1 ile de yiikselir (130). Akut hastaliklarin seyri sirasinda ve tedaviye yanitin
degerlendirilmesinde de klinikte CRP kullanilmaktadir. Daha giincel olarak CRP
saglikli donemdeyken olusabilecek hastalik riskini gostermek amaci ile
kullanilmaktadir (129). CRP dogal immiin sistem {izerinde rol sahibidir, kompleman1
aktive eder, Fc reseptorlerine baglanir ve pek ¢ok patojen igin opsonin davranisi
sergiler. CRP’nin Fc reseptorlerine baglanmasi proinflamatuar sitokinlerin salinimina
neden olur (127). Pek ¢ok calisma sonucu CRP konsantrasyonunun yiikselmesi
ileride kardiyovaskiiler hastaliklarda yiiksek bir risk olusturdugu (129) ve bu
calismalarin bir kisminda CRP ile BMI arasinda belirgin bir korelasyon oldugu

gosterilmistir (131-133). Artmis CRP konsantrasyonlari, yag dokusunda artmig 1L-6
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yapimina ve bunun salinimina baglanabilir. IL-6 karacigerde CRP yapimini uyaran
bir proiflamatuar sitokindir. Obez bireylerde artmis IL-6 konsantrasyonu, artmis
serum CRP diizeyleri ile birlikte bulunur (134). Bu iliski transgenik farelerde CRP
yapimi i¢in, IL-6’nin mutlak gerekliligi ile kuvvetlendirilmistir (128). Bu da IL-6’ya
bagli CRP’nin inflamatuar olaylar1 etkiledigini gosterir. CRP plazma diizeyinin
artmasmin kardiyovaskiiler hastaliklara sebep oldugu bilinmektedir. Bu bulgular
kilolu olgularda kardiyovaskiiler hastalik artisinin sebebini agiklayabilir (131, 133).
BMI artis1 ile CRP diizeyi artisinin nedeni tam olarak bilinmemekle beraber ¢esitli
aciklamalar yapilabilir. Ilki; obezlerde kronik hastalik riskinde artis fazladir ve buna
bagl plazma CRP diizeyi yiiksek tespit edilebilmektedir. Obezite, inflamatuar bir
komponent olarak tarif edilebilir ve burada gelisen inflamasyona bagli olarak CRP
yiikselmektedir (129).

Visser ve arkadaglarmin 17-39 yas arasi geng eriskinlerde artmis BMI
degerlerinin artmigs CRP konsantrasyonlari ile birlikte oldugunu gostermistir (135).
Bu da kilolu ve obez kisilerde diisiik dereceli bir sistemik inflamasyonun varliginin
gostergesidir. Obezite ile yiikselmis CRP diizeyi arasinda belirgin bir iliski
saptanmistir. Bunun da artmis yag dokusu tarafindan sentez edilen IL-6 diizeyi ile
iligkili oldugu 6ne stiriilmiistiir. IL-6’nin serum konsantrasyonun yiiksek olmasi CRP
seviyesini arttirabilir. BMI’nin artigina paralel olarak artan CRP diizeyinin indirekt
olarak IL-6 ve TNF-a gibi sitokinlerin serum konsantrasyonlarinin artmasi ile iligkili
olabilecegi belirtilmistir (131). Kilolularda CRP diizeyinin artmasi morbiditeyi ve
mortaliteyi arttiran bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir (133).

2.9. OKSIDATIF STRES VE INFLAMASYON

Inflamatuvar hiicreler *O,", H,0,, HOCI ve OH:" gibi toksik ROS ile NO gibi
RNS olusturmaktadirlar (66, 69). O, bakteriyel 6liim; NO ise diiz kas gevsemesi ile
vazodilatasyon ve bronkodilatasyon icin gereklidir. Bu iiriinlere normal fizyolojik
islevler igin gereksinim vardir. Ozellikle inflamasyon doku harabiyetine neden
olmaya basladiktan sonra ROS, lipid peroksidasyonu, havayolu reaktivitesi ve

sekresyonlarin artmasi, kemoatraktanlarin {iretilmesi ve vaskiiler gecirgenligin
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artmasi gibi astimda goriilen patofizyolojik degisikliklerin olusmasina da katkida
bulunurlar (70).

ROS olusturdugu toksisiteye karst viicudun antioksidan savunma
mekanizmalar1 vardir. Oksidan mediatorleri detoksifiye edebilen GSH-Px, SOD,
KAT, GSH, vitamin E ve vitamin C’yi igeren antioksidanlar havayolu epitelinden ve
vaskiiler endotelden salinmaktadir. Bu antioksidanlar, oksidatif maddeleri detoksifiye
ederek organizmayr korur (71, 72, 74). Bu iriinler yeterince detoksifiye
edilmediklerinde gerek oksidasyona bagli harabiyet, gerekse oksidasyon tarafindan
indiiklenen inflamasyon artar. Epitelyal gegirgenlik, aeroallerjen ve havadaki zararl
maddelerin emilimi artar, zedelenen epitel hiicrelerden sitokinlerin salinmasiyla
immiin efektdr hiicreler ortama toplanir. Toplanan immiin efektor hiicreler
araciligiyla ROS iiretimi daha da ¢ogalir ve kisir dongii olusur (sekil 5) (75).

Allerjen sensitizasyonu Hava kirliligi yeterli detoksifikasyon

Epitelyal hiiere

N 1 - inflamasyon cevabi il
ormal ———» ¢ ——n - ,
Atoni (reaktfi oksijen madde —» | 1ytlesme

firetimi)

Yetersiz detoksifikasyon

Immiin efektdr
hiicre toplanmasi

flerleme (devam eden
mflamasyon)

Hava kirliliginin/aeroallerjen

b

absorbsiyonunun artmas:

F
W Mediyatdr salmimi
sitokinler

Gecirgenligin - |4 Epitelyal hiicre
i — = %

L

artmast zedelenmesi

Sekil 6- Hava yolunda inflamasyon sonrast ROS’nin detoksifikasyonunun
varsayilan etki semasi (75)

OS’te artis ve inflamasyon, obez olgularda birlikte gézlenen olaylardir. Her
iki durum arasinda bir iligki oldugu yoniinde goriisler oldugu gibi bu olaylarin
endotelyal bozuklukla da iliskili olduklari yoniinde fikirler bulunmaktadir (136).
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Inflamasyon, obez hastalarda sikca karsilasilan bir durumdur. Obez olgularda kronik
imflamasyona bagli olarak akut faz proteinlerinde (CRP gibi) ve sitokinlerde (I1L-6
gibi) yiikseklik tespit edilmistir (121, 137). Tek bir CRP o6lglimlerini baz almis tiim
calismalar, bu Ol¢iimlerin Kkarotis arterinin intimasinda kalinlasma gibi

arterosklerozun ve mortalitenin gostergesi oldugunu ileri siirmistiir (138).
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MATERYAL ve METOD

3.1. CALISMA GRUBU

Calismamizda, Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi Beslenme ve Diyetetik
Poliklinigine 2013 Subat ve Mart aylar1 igerisinde kilo artis1 sikayeti ile basvuran ve
BMI 25’den biiyiik olan obez bireyler dahil edildi.

-Hasta grubu ¢alismaya dahil edilme kriterleri:

BMI 25 ve uistii olmasi

Yas sinir1 18°den biiyiik 60°dan kiiciik olan kisiler calismaya dahil edildi.
-Diglama kriterleri:

e Sigara icenler,

e Diyabet tanis1 almas,

e Astim tanisi almis olanlar ¢alisma dis1 birakildi.
-Kontrol grubunda ¢alismaya dahil edilme Kriterleri:

e Doktor tanili astim ve diyabeti olmayan,

e Sigara igmeyen,

e Herhangi bir sistemik hastalig1 ve siirekli kullandigi bir ilag olmayan,

e Son 4 hafta i¢inde ist/alt solunum yolu enfeksiyonu gegirmemis saglikli
yetiskin bireylerden olusturuldu.

e Calismaya katilanlar 4 gruba ayrildi. (Normal, Asiri kilolu, Obez, Morbit

Obez)
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Tablo 4- Calisma gruplarindaki birey sayilari

Grup BMI KIiSi
Normal 18.5- 24.99 32
Asiri Kilolu 25-29.99 21
Iliml1 Obez(smif 1) 30- 34.99 13
Asir1 Obez (sinif 2) 35- 39.99 10
Morbit Obez (sinif 3) 40< 6

-Calismaya katilan bireylerde yapilan dlgiimler:

e Solunum fonksiyon testi yapilmadan, anamnezlerine gore astimli olmayanlar
calismaya alindu.

e Kontrol ve hasta gruplarimin tamamindan antekubital bolgesinden diiz
biyokimya ve EDTA’l1 iki tip igine vendz kan ornekleri alindi. Alinan
kandan plazma ve serum kisimlart ayrildi.

e Rutin biyokimya testleri ayni giin i¢inde ¢alisildi. Diger parametreler igin
serum ornekleri -80 °C’de calisilincaya kadar saklandi.

e 50 obez hastadan ve 32 saglikli kontrolden 10 dakika siireyle YSH 6rnekleri
(Parma, Turbo Almanya) ile toplandi. Toplanan havanin biriken sivi kismi 2
ml'lik ependorflara konularak analiz edilene kadar -80° C'de saklandi.
Calismaya baslamadan once Fatih Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul

Komisyonundan etik onay alindi. Sonra tiim katilimcilara ¢alisma ile ilgili bilgi

verilerek hasta onam formu dolduruldu.

3.2. YOGUNLASTIRILMIS NEFES HAVASININ TOPLANMASI

Calismaya dahil edilen asir1 kilolu ve obez 50 hastadan ve 32 saglikli
kontrolden Rtiip cihazi ile 10 dakika, burun masasi kullanilmadan yogunlastirilmig
nefes hava kondensatina normal nefes alip verme seklinde iiflemeleri ile nefesin sivi

voliimii toplandi.
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3.3. BIYOKIMYASAL OLCUMLER
3.3.1. SOD Aktivitesinin Ol¢iimii

YSH ve serumda SOD aktivitesi Sun ve arkadaslarinin tarifledigi metoda gore
calisildi. Metod Ksantin Oksidaz (KO) enzimi araciligiyla ksantinden olusturulan
stiperoksitin numune SOD enzimi ile ortadan kaldirilmasi, ortamda kalan

stiperoksitin ise NBT ile boyanarak renklenmesi esasina dayanir (122).

XOD )
Ksantin ———— Uik asit + Oy
INT + Oy — > Formazon boyasi
SOD

C)g'- + ()3- + 2H7 - Og + Hg()g

Reaktifler:

-Reaktif karisimi: 3 mM stok ksantin, 0.6 mM etilen daimin tetraaasetikasit (EDTA,
Sigma Chemical, USA, Katalog N0:18H2622), 150 uM nitro blue tetrazolium (NBT,
Sigma-Aldrich, USA, Katalog No:18596KH), 400 mM sodyum karbonat (Na,CO3,
Merck KGaA, Germany, Katalog No:A683092609), 1 gr/l BSA.

-KO (Roche, USA, 92411748): 2 M amonyum siilfat ((NH4).SO4, Merck, Germany,
Katalog N0:A479816) ile diliie edilerek taze hazirlanir.

-0.8 mM CuCl,

Deneyin yapilist:

50 pl serum ve YSH + 2.9 ml reaktif karigimi + 50 pl KO 20 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. 1 ml CuCl, eklenerek reaksiyon sonlandirildi.
Spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda kore karsi absorbans degisimi izlendi.
SOD aktivitesi U/l seklinde verildi.
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3.3.2.MDA Diizeyi Ol¢iimii

Lipid peroksidasyon son lriinii MDA diizeyi Uchiyama ve arkadaslarinin
1,1,3,3 - tetraetoksipropan’in standart olarak kullanildigi TBA testi ile belirlendi.
Test MDA’ nin TBA ile girdigi reaksiyon sonucunda olusan pembe renkli maddenin
konsantrasyonunun kolorimetrik olarak 6l¢iilmesi prensibine dayanir (101).

Deneyin prensibi: Yag asidi peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA, TBA
ile reaksiyona girerek, 532 nm’de maksimum absorbans veren renkli bir kompleks
olusturur.

Reaktifler:

-KCI (Merck, Germany, Katalog N0:K34333136526): %1.15

-TBA: %0.6

-Fosforik asit (Merck, Germany, Katalog No:K13400363): %1

- n-biitanol (Sigma-Aldrich, USA, Katalog N0:2007516)

-Standart: 1,1,3,3 - tetraetoksipropan (TEP, Sigma-Aldrich, USA, Katalog No:
046K1404)

Deneyin yapilist: 0.5 ml serum ve solunum 6rnekleri tizerine 2.5 ml % 10’luk
TCA eklenerek kanstirildi. 15 dk kaynatilip sogutuldu. 5000 devir/dk’da 10 dk
santrifuj edildi. 2 ml siipernatan alinip, tizerine 1 ml % 0.67’lik TBA eklendi. Tiipler
vortekslendikten sonra 15 dk kaynatildi ve hemen sogutuldu. 532 nm’de
absorbanslar1i, humune yerine n- biitanol konularak hazirlanan kére karsi okundu.
1,1,3,3-TEP kullanilarak 8360 umol/l konsantrasyonda stok soliisyonu hazirlandi. Bu
soliisyondan uygun konsantrasyonlarda standartlar hazirlanarak, konsantrasyon-
absorbans grafiginden numunelerin MDA konsantrasyonlart hesaplandi. MDA

diizeyi nmol/ml olarak verildi.

3.3.3. TNF-a Diizeyi Ol¢iimii

Prensip: Serum ve YSH orneklerinde Boster Immunoleader firmasinin
trettigi insan TNF-a ELISA Kit’i (Katolog No:EK0525) kullanilarak ¢alisildi.
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Reaktifler:

- Insan TNF-a standardi1 (Boster Biological, Katalog no:EK0525), 20 ng

- Anti-human TNF-a antikor kapli 96 kuyucuklu plate

- Ornek sulandiric1 tampon: 30ml

- Biotinillenmis anti-human TNF-a antikoru: 130 ul, 6rnek: 1:100

- Antikor sulandirici tampon: 12 ml

- ABC kompleksi: 130 pl, 6rnek: 1:100

- ABC sulandirici tampon: 12 ml

- TMB renk gelistirici ajan: 10 ml

- TMB durdurucu soliisyonu: 10 ml

- 0.01 M TBS: 1.2 gr Tris+ 8.5 gr NaCl+ 450 pl Asetik Asit veya 700 ul HCl+

1000 ml H20

- 0.01 M PBS: 8.5 gr NaCl+ 1.4 gr Na;HPO,4+ 0.2 g NaH,PO4+ 1000 ml H,O
Deneyin yapilist:

Ornekler -80°C den cikartilarak c¢alismaya baglamadan once oda 1sisina
gelmesi beklendi. Calisma igin gerekli soliisyonlarin hazirlanmasi islemi insan TNF-
a ELISA kit prospektiisiinde belirtildigi gibi yapildi.

ELISA plate’nin ilk 7 kuyucugu sirasiyla 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.3,
15.6 pg/ml TNF-a standardi, 8. kuyucuk kor olacak sekilde, diger kuyucuklar
ornekleri pipetlemek icin tasarlandi.

Standartlar ilk yedi kuyucuga 0.1 ml ve 8. kuyucuga 6rnek dilisyon buffer
dan eklendi. Ornekler igin tasarlanmis olan kuyucuklara 0.1 ml eklendi ve paletin
istii kapatilarak 37°C’de 90 dakika etlivde inkiibe edildi. Etiivden alinan plate’in igi
tamamen dokiildii ve kuyucuklardaki sivinin tamamen bosaltilmasi i¢in plate ters
cevrilerek kagit havlu iizerinde emilmesi saglandi. Kuyucuklarin tamamen
kurutulmamasina dikkat edildi. Hazirlanmis olan biotinli anti-human TNF- o
soliisyonu her kuyucuga 0.1 ml olacak sekilde eklendi ve {izeri kapatilarak 37 °C’de
60 dakika etiivde inkiibasyona birakildi. Etiivden c¢ikarilan plate daha once
hazirlanmig olan 0.01M PBS ile 3 kez her kuyucuk 0.3 ml yikama soliisyonu alacak
sekilde ELISA yikama cihazi (BioTek, USA 0211-3030 ELX50/8) ile yikandi. Plate
yikama sonunda ters ¢evrilerek kagit havlu lizerinde i¢indeki sivini tamamen

bosaltilmasi i¢in emdirildi. Plate kurumadan daha 6nceden hazirlanmis ABC ¢alisma
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soliisyonu her bir kuyucuga 0.1 ml olacak sekilde eklendi ve 37°C 30 dakika etiivde

inkiibasyona birakildi. Dordiincii basamaktaki yikama islemi bu defa 5 kez olacak

sekilde yikama yapildi. Hazirlanmis olan renk gelistiricc TBM soliisyonu her

kuyucuga 90 ul eklendi, tizeri kapatilarak 1siktan korumus bir sekilde 37°C 20-25

dakika etiivde inkiibasyona birakildi. Renklenmenin sonunda TBM stop soliisyonu
0.1 ml her kuyucuga eklendi. Renk degisimi ELISA reader (BioTek 0211-3030
ELX808, USA) cihazinda 450 nm’de 6l¢iim yapildi. Birimi pg/ml olarak verildi.

3.3.4. NO Diizeyi Olciimii
Prensip: Serum ve YSH orneklerinde NO; ve NOjz’a diizeyi Griess

reaksyonu temeline dayanan diazotizasyon metodu ile dl¢iiliir.

Nitrit ve Nitrat Tayininde Kullanilan Reaktifler ve Cihazlar:

Vanadyum 11l Chloride (VaCl 3): 80 mg VaCls (Merck KGaA, Germany,
Katalog N0:S5385393010) + 0,8 ml HCI (Merck, Germany, Katalog No:
K33384014424) ve 100 ml deiyonize su ile tamamlandi (%8,1 M HCI de)
Griess Soliisyonu: 0,5 birim siilfanilamide + 0,5 birim N-(1-Naphythyl)
ethylenediamine dihidrocloride (NEDD, Merck, Germany, Katalog No:
K31845337409)

Stlfanilamid: 1 gr siilfanilamid+ %5°lik 50 mL HCI

NEDD: %0,1 olacak sekilde, 50 mg NEDD+ 50 ml deiyonize suda
Standartlar:

NaNOj3: 85 mg NaNOs, 10 ml deiyonize suda=100 mM’lik stok NaNOj3
NaNO;: 69 mg NaNO,. 10 ml deiyonize suda=100 mM’lik stok NaNO;
96 kuyucuklu ELISA plagi

ELISA reader

Etiiv

Mikropipet

8’li mikropipet

Standart Hazirlanisi: NO Ol¢limii i¢in standart sulandirict tampon ile

standardin seri diliisyonlar1 yapilarak 8 standart tiip hazirlandi. (10mM, 1mM,
100uM, 50uM, 25 uM, 10uM, 5uM, 1 uM’lik nitrat ve nitrit standartlar1 hazirlandr)
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Deneyin Yapilisi: Serum ve YSH o6rneklerini deproteinize etmek i¢in 1 birim
plazma + 2 birim etil alkol eklendi ve +4 °C de 30 dk beklendi. VVortexlenir ve 14000
rpm de 5 dk santrifuj edildi. Plazma orneklerinin deproteinizasyon ve ¢oktiirme
islemlerinden sonra elde edilen iist fazlardan nitrit tayini i¢in 100 pul alinarak her bir
ornekten cift tekrar olacak bigimde 96 ¢ukurlu ELISA plagina, ayni hacimde nitrit
standart soliisyonlar1 da ayr1 cukurlara yerlestirildi. Standart soliisyonlar ve
numunelerin tizerine 100 pl Griess soliisyonu (0,5 birim siilfanilamid + 0,5 birim
NEDD karisimi) ilave edildi. 37°C etiivde 30 dk bekletildi. 540-550 nm dalga
boyunda okunur.

Nitrat Ol¢timii i¢in diger bir ELISA plagina standart soliisyonlar1 ve
numuneler her birinden ¢ift tekrar olacak bicimde 96 ¢ukurlu ELISA plagina 100 pl
kondu. Uzerine VaCls yine 100 ul konur. Daha sonra 100 pl Griess soliisyonu (0,5
birim siilfanilamid + 0,5 birim NEDD karisimi) eklendi. 37 °C etiivde 30 dk
bekletildi. 540-550 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda okundu. ELISA
okuyucusu tarafindan standart soliisyonlara karsilik gelen absorbanslarin olusturdugu
dogrusal regresyon grafiklerine gére numunelerimiz degerlendirildi. Her iki deger
nitrit ve nitrat i¢in hazirlanmis standartlara gére hesaplanir. NOy (nitrat standartiyla
okunan) degerinden nitrit degeri ¢ikarilarak nitrat degeri bulunur. Elde edilen
absorbans degerleri standart grafikleri yardimi ile konsantrasyonlar1 hesaplandi ve

sonuglar 1/3 diliisyondan dolay1 3 ile ¢arpildi. Birimi : umol/l olarak verildi.

3.3.5. 8-izoprostan Diizeyi Ol¢iimii

YSH ve serumda OS’in gostergesi olarak lipid peroksidasyon iiriinlerinden
nonenzimatik yolla tretilen, stabil kalabilen 8-1P ol¢iildi. YSH’de 8-1P (Cayman
Chemical, Milan, Italy, Kit N0:516351) ELISA ile 50 ul numune kullanilarak
olgtildii (84).

Reaktifler:

- EIA Buffer: 1 sise konsantre EIA buffer preparat+ 90 ml distile su
- Wash Buffer: 5 ml soliisyon distile su ile 2 1 tamamlanir + 1 ml polysorbate

20 ilave edilir.
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- 8-IP AChe Tracer: 1 sise konsantre 8-IP AChe Tracer + 6 ml EIA Buffer

- 8-IP EIA Antiserum: 1 sise konsantre 8-1P EIA Antiserum + 6 ml EIA Buffer

- Ellman’s Reagent: 1 sise konsantre Ellman’s Reagent 20 ml distile su ile

¢Ozulir.
Standartlar:

100 pl standart pipetlenir ve iizeri 900 pl distile su ile tamamlanir. Elde edilen
standardin konsantrasyonu S5ng/ml’dir. Standartlarin konsantrasyonlart 500 pg/ml,
200 pg/ml, 80 pg/ml, 32 pg/ml, 12.8 pg/ml, 5.1 pg/ml, 2 pg/ml, 0.8 pg/ml.

Deneyin Yapilisi: Prosedure gore test plaginda reaktifler belirtilen miktarlarda
pipetlendi. Pipetlemeden sonra test plaginin tizeri kapatildi ve 4°C’de 18 saat
inkiibasyona birakildi, 18 saat sonunda plak 5 defa hazirlanan yikama soliisyonu ile
yikandi. Tiim kuyucuklara 200 pl Ellman’ss reagent cozeltisi pipetlendi. TA
kuyucuguna ilaveten 5 ul Tracer pipetlendi. Test plaginin {izeri kapatildi ve oda
sicakliginda orbital shaker tiizerinde 120 dakika inkiibasyona birakildi. Siire

bitiminde test plagi 405-420 nm dalga boyunda okundu. Birimi: pg/ml olarak verildi.

3.3.6. Istatistiksel Hesaplamalar

Tiim veriler ortalamatstandart sapma olarak verildi. Istatistiksel
hesaplamalar ve grafiklerin ¢iziminde SPSS 15 ve Mikrosoft Excel programlari
kullanildi. Bulgularin degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis testi ile Mann-Whitney U
testi kullanildu.

p > 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamsiz,
p < 0.05 degeri istatistiksel olarak az anlamli,
p < 0.01 istatistiksel olarak anlamli,

p < 0.001 istatistiksel olarak ¢ok anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Tablo 5’te kontrol ve obezite gruplarinin ortalama YSH 8-IP degerleri
verilmistir.

Tablo 5- Kontrol ve obezite gruplarinin YSH 8-IP degerleri

Kontrol Asir kilolu Obez Morbit obez

YSH 8-IP
(pg/ml) | 10.49+4.74 | 12.1049.15* |16.12+12.04° | 17.17+10.13°

(a: p < 0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda )

Bu c¢alismamizda 8-IP’in YSH’de yapilan olgiimlerde kontrol grubu ile
obezite gruplar1 kasilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sonuglar bulundu.
a:Kontrol grubu ile asir1 kilolu grup karsilastirildiginda p<0.05
b:Kontrol grubu ile obez grup karsilastirildiginda p<0.01
c:Kontrol grubu ile morbit obez grup karsilastirildiginda p<0.05

Tablo 6’da kontrol ve obezite gruplarinin ortalama serum ve YSH NO;
degerleri verilmistir.

Tablo 6- Kontrol ve obezite gruplarinin serum ve YSH NO, degerleri

Kontrol Asir kilolu Obez Morbit obez
SERUM NO2
(umol/l) 2.84+1.18 | 3.06+1.10* |[3.21x0.72N | 2.85+1.08 "°
YSH NO?2
(nmol/l) 1.82+0.71 | 2.78+0.82° | 3.51+1.38" | 3.33+1.46°

a:Kontrol grubu ile asirili kilolu grup karsilastirildiginda p < 0.05
b:Kontrol grubu ile asir1 kilolu, obez, morbit obez gruplar karsilastirildiginda
p<0.001

NS: Istatistiksel olarak anlam igermemektedir.
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NO o6lgiimii i¢in serum ve YSH’de NO, ve NOj3; miktarlar1 6l¢iildi. YSH
NO; ol¢iimiinde kontrol grubu ile obezite gruplart karsilastirildiginda istatistiksel
olarak ¢ok anlamli artig tespit edildi (p<0.001). Serum NO; diizeylerinde ise artis
gozlendi fakat sadece istatistiksel olarak kontrol ve asir1 kilolu grup arasinda az
anlamli fark bulundu (p< 0.05) .
Tablo 7°da kontrol ve obezite gruplarinin ortalama serum ve YSH TNF-a
degerleri verilmistir.

Tablo 7- Kontrol ve obezite gruplarinin serum ve YSH TNF-o degerleri

Kontrol Asiri kilolu Obez Morbit obez
SERUM TNF-a s \s .
27.93+4591| 39.91+35.11 29.69+27.02 15.62+10.93
pg/mi
YSH TNF-a,
21.88+20.22 NS 20.59+14.90 NS | 21.66+11.36 NS
pg/ml 17.43+8.84

(NS: Istatistiksel olarak anlam icermemektedir)

Yaptigimiz ¢alismada serum TNF-a diizeylerinde anlamli bir sonug
bulunmamustir.

Tablo 8’da kontrol ve obezite gruplarinin ortalama serum ve YSH MDA
degerleri verilmistir

Tablo 8 - Kontrol ve obezite gruplarinin serum ve YSH MDA degerleri

Kontrol Asiri kilolu Obez Morbit obez
SERUM MDA NS NS NS
8.66+2.53 9.18+3.34 11.374+4.01 11.36+2.57
(nmol/ml)
YSH MDA
1.00+£0.46 | 1.25+0.69™° | 1.30+1.40™ | 0.86+0.56 "°
(nmol/ml)

(NS: Istatistiksel olarak anlam icermemektedir)
Yaptigimiz ¢alismada serum MDA diizeylerinde anlamhi bir sonug

bulumamustir.




46

Tablo 9°da kontrol ve obezite gruplarinin ortalama serum ve YSH SOD

degerleri verilmistir.

Tablo 9- Kontrol ve obezite gruplarinin serum ve YSH SOD degerleri

Kontrol Asir Kilolu Obez Morbit obez
SERUM SOD NS b
) 69.42+30.74 116.8+33.69 138.38+58.59 101.74+45.33 2
YSH SOD NS NS .
i 161.78+23.28 | 159.11+21.05 148.34+12.97 144.86+11.39

a:Kontrol grubu ile morbit obez grup karsilastirildiginda p < 0.05

b:Kontrol grubu ile obez grup karsilastirildiginda p<0.001

NS: Istatistiksel olarak anlam i¢cermemektedir

SOD aktivitesi Ol¢timlerimizde gruplar arasinda artis oldugu bulundu.

Serumda bakilan SOD aktiviteleri arasinda kontrol ve obezite arasinda (p<0.001)

istatistiksel olarak ¢ok anlamli fark, kontrol ve morbit obezite gruplari arasinda

(p<0.01) istatistiksel olarak az anlamli fark, YSH orneklerinde ise sadece kontrol ve

morbit obezite gruplari arasinda anlamli fark bulundu (p<0.01).
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TARTISMA

Bu ¢aligmada 8-IP, hasta gruplarinda artmis sekilde bulundu. Bu sonuglar da
obezite hastalarinda OS seviyesini belirlemede YSH’da 8-IP olgiimlerinin
kullanilabilecegini gostermektedir. Sonuglarimiz Dut ve arkadaglarinin bulgular ile
paralel dogrultudadir (139). Astimli ¢ocuklarin yogunlastirilmig nefes havasinda 8-1P
degerlerinin 6lgiildiigli ¢cok sayida ¢alisma yayinlanmis ve hemen hepsinde kontrol
grubuna oranla anlamli diizeyde artmig 8-1P diizeyleri gosterilmistir (140-142).
Latzin ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada nazal yolla toplanan nefes
havasinda 6lgiilen 8-IP diizeylerinin kistik fibrozis (KF) hastalarinda ¢esitli nedenlere
bagli akut solunum yolu enfeksiyonu tanisi ile izlenen ¢ocuklarin ayirici tanisinda
kullanilamayacagi ve KF hastalarinda solunum fonksiyonlari ile korelasyon
gostermedigi sonucuna varilmistir (143). Karamanli’ya gore 8-IP seviyelerinin
OSAS hastalarinda tedavi dncesi ve sonrast serumda ve YSH’da diizelme istatistiksel
olarak anlamli saptand1 (p<0.05). Bizim bulgularimiza gore ise 8-1P obez hastalarda
iyi bir OS gostergesidir (144).

Calismamizda NO diizeyinin belirlenmesi igin NO, ve NOjz miktarlar
Olglilmistiir. Gruplarimizda serum ve YSH NO; miktarlar1 arasinda bir artis
bulunamamistir. NO,  miktarlar1 arasinda ise artis tespit edilmistir. YSH NO;
degerleri, kontrol ve obezite gruplarinda karsilastirildiginda obezite gruplarinda
anlamli sekilde artmis olarak bulunmustur. Silkoff, Karlidag ve arkadaslarinin
sonuglari ile paralel olan sonuglarimiz inflamasyonun bir gostergesi olan -NO BMI
artis1 ile korelasyon iginde oldugunu ve YSH’de Odlgiilebildigini gostermistir.
Karlidag ve arkadaslari nazal polipli olgularda NO diizeyini ¢alismiglar ve
kontrollere gore nazal polipli olgularda NO diizeyinin anlamli olarak yiiksek
oldugunu tespit etmislerdir (145, 146). Silkoff ve arkadaglarinin *NO o6l¢iim
teknikleri ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, nazal *NO diizeylerinin oral dl¢iilen *NO
diizeylerinden belirgin derecede yiiksek oldugunu, plato degerleri alindiginda 6l¢iilen

*NO diizeylerinin burun mandali kullanmadan, hatta nazal solunum yapilsa dahi
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etkilenmedigini, *NO konsantrasyonlarindan da ayni sekilde etkilenmedigini
gostermislerdir. Fakat bu ¢aligmalarinda ekspiratuar akim hizinin plato degerlerini
etkileyebilecegini belirtmislerdir (146). Linnane ve arkadaglari ile HO ve arkadaslari
yaptiklari ¢calismalarda akut alevlenme gosteren KF'li hastalar ile yapilan ¢alismalarda,
bu hastalara ait balgam, YSH ve bronkoalveolar lavaj sivisi 6rneklerinde NO’nun
biyolojik sivilardaki stabil Grinleri olan NO, ve NOs dizeylerinin artmis olarak
bulundugunu belirtmislerdir (147,148).

Calismamizda OS gostregesi olan MDA literatiirdeki diger caligsmalar ile
paralel olarak obezite ile anlamli sekilde arttigi, BMI artis1 ile MDA olusumunda
artts oldugu gorilmistiir. Kontrol grubu ile obezite gruplari karsilastirildiginda
serum MDA diizeyleri i¢in kontrol ve obezite gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli sekilde artis bulunmustur. Ozaras ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada 14
hafif astimli hastanin MDA diizeyleri kontrol grubundaki 24 saglikli kisiyle
karsilastirilmis ve astim hastalarinin serum ve bronkoalveolar lavaj sivilarinda MDA
diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir (149). Bu ¢alismada hasta ve kontrol grubu vaka
sayis1 azdir ve OS’i belirleyen faktorler ortaya konmamustir. Alatas ve arkadaslarinin
brons kanserli ve malign plevral mezotelyomali hastalarda plazma lipid peroksit
diizeylerini kontrol olgularina gére anlamli olarak yiiksek bulmuslardir (150). Ozkan
ve arkadaslar1 akciger kanserli hastalarin MDA diizeylerini kontrol gruplarina gore
anlamli olarak yiiksek tespit etmislerdir (151). Petruzzelli ve arkadaslarinin 37
akciger kanserli, 13 kontrol grubunu igeren ¢alismalarinda, son bir aya kadar sigara
icen hastalarda akciger dokusunda MDA diizeylerini kontrol grubuna gore anlaml
olarak yiiksek bulmuslardir (152). Ulkemizde Kaynak tarafindan 21 akciger kanserli
11 kontrol grubundan olusan arastirmalarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksek tespit etmistirler. Ancak her iki grup arasinda doku ve serum SOD ve
glutatyon reduktaz enzim diizeyleri arsinda anlamli bir fark tespit edilmemistir (99)
Bu caligmada serum ve YSH Orneklerinde yaptigimiz SOD aktivitesi Ol¢iimiinde
obezite gruplarinda, kontrol grubuna gore artis oldugu tesbit edilmistir. Serumda
bakilan SOD aktiviteleri arasinda kontrol ve obezite ile kontrol ve morbit obezite
hasta gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli artig, YSH &rneklerinde ise sadece
kontrol ve morbit obezite gruplari arasinda anlamli bir artis bulunmustur. Yani

calismamizda diger yapilan bir¢ok ¢alismanin aksine obez olgularda SOD
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aktivitesinde bir artis tespit edilmistir. Bu da OS’¢ maruz kalma sonucu antioksidan
savunma sisteminin SOD’u reaktif olarak aktive ettigini, OS’i baskilamak i¢cin SOD
miktarinda artis oldugunu bizlere gostermistir. Peskin ve arkadaslarinin akciger
karsinomuna yonelik yaptiklar1 bir ¢alismada sitozolik SOD aktivitesinin normal
homolog dokuya oranla 0.1 - 1.2 oraninda azaldigini tespit etmislerdir (139). Oberley
ve arkadaslarinin hepatomali dokuda Cu-Zn SOD diizeyinin normal karaciger
dokusuna oranla azaldigin1 gostermislerdir. Lankin ve arkadaslarmin Ehrlich's
karsinomada SOD aktivitesinin olduk¢a anlamli olarak diistiigiinii gostermislerdir
(153). Jaruga ve arkadaslarinin insan akciger kanseri dokusunda SOD ve KAT
aktivitesinde diisiis ve DNA lezyon diizeyinde artis tespit ederek muhtemel kanser
sebebinin serbest radikaller oldugunu yaymlamislardir (154). Joseph ve arkadaslari
astimli hastalarda SOD aktivitesini diisiik bulduklarint bildirmislerdir (155). Tekin ve
arkadaglar1 astimli hastalarda antioksidan maddelerin diizeyini aragtirmiglar, SOD
aktivitesini kontrol grubuna gore diisiik bulurken, KAT ve GSH-Px diizeylerinde
anlamli bir fark saptayamamislardir. Bu sonuglari, astimli hastalarda, azalmis
antioksidan  diizeylerinin astim  patogenezinde katkisi  olabilir  seklinde
yorumlamislardir (156).

Calismamizda serum ve YSH TNF-a degerleri arasinda kontrol ve obezite
hasta gruplar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir.
Bastard ve arkadaslarinin yaptiklari ¢calismada IL-6, TNF-a, Leptin, CRP ve diger
inflamatuar belirteclerin dolagimdaki konsantrasyonlarini, diyabeti olan ve olmayan
obez kadinlarda, saglikli zayif kadinlara kiyasla daha yiliksek bulmuglardir. 1L-6
TNF-a ve leptin serum konsantrasyonlarinin bu kisilerin BMI degerleri ile belirgin
korelasyon i¢inde olmalari, bu sitokinlerin dolasimdaki kosantrasyonlarinin
kismende olsa yag dokusu iiretimini yansittigini gostermektedir (118). Caty ve
arkadaglarinin barsak mukozal bariyerinin bozulmasi sonucunda sistemik dolasima
gecen endotoksinin karaciger Kupffer hiicrelerinden TNF-o iiretim ve salimimini
artirarak akciger hasarimi olusturdugunu gostermislerdir (157). Karamanli’ya gore
TNF-a seviyelerinin OSAS hastalarinda tedavi dncesi ve sonrast serumda ve YSH’da
diizelme olmustur. Diizelme YSH‘da istatiksel olarak anlamli saptanmistir (p<0.001)

(144).
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Yaptigimiz calismada solunumla aciga c¢ikan 8-IP sonuglar1 arasinda
koralasyon saptanmigtir. Bu Sonuglar da bizlere obez hastalarin solunum
orneklerinde inceledigimiz 8-IP’nin YSH’da OS’in iyi bir gostergesi oldugunu
gostermistir.  Yine sonuglarimiz NO;”’in  YSH uygulamalarinda inflamasyonu

belirlemede kullanilabilir bir parametre oldugunu ortaya koymustur.
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