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OZET
Yogun Bakimda Mekanik Ventilasyon Uygulanan Hastalarda Oksidatif Stres

Parametreleri ile Prolidaz Enzim Diizeyi Degisiminin Arastirilmasi
Dr.Erdogan DURAN

Anesteziyoloji ve Reaminasyon Anabilim Dali Uzmanhk Tezi

Mekanik ventilasyon (MV) tedavisi, akcigerlerin o anki durumu ve ventilatordeki kalig
siiresi ile korele olarak akcigerlerde oksidatif stresi artirabilir. Ortaya ¢ikan oksidatif stres,
akcigerlerde ekstraseliiler matriksin 6nemli komponenti olan kollajeni etkileyerek kollajen
hasarina neden olabilir. Bu calismada, MV uygulanan hastalarda, serum ve bronkoalveolar
lavaj (BAL)‘da total oksidatif ve antioksidatif durumu tesbit ederek, oksidatif hasarin MV’ye
bagl olarak akciger dokusunda bir kollajen hasar1 yapip yapmadigi, akcigerlerde bir kollajen
hasar1 varsa bunun biyokimyasal gostergelerinden biri olan prolidaz enzim diizeyini nasil
etkiledigi aragtirildi.

Calismaya yogun bakimda yatmakta olup 30 — 70 yas aras1 primer akciger patolojisi
diisiiniilmeyen, serebrovaskiiler olay - iskemi (SVO — I) ve serebrovaskiiler olay - kanama
(SVO — K)’ya bagli solunum yetmezIligi tanis1 alip MV tedavisi goren 26 eriskin hasta dahil
edildi. Hastalardan 1- 3- 5- 7. gilinlerde alinan kan ve BAL oOrneklerinde, oksidatif stres
seviyelerinin belirlenmesi i¢in total oksidan seviye (TOS), antioksidan kapasitenin
belirlenmesi i¢in total antioksidan seviye (TAS) tam otomatik kolorimetrik yontemle sonug
veren REL® Assay ticari kitleriyle ve prolidaz enzim aktivitesi fotometrik bir metod olan
Modifiye Chinard Yontemi ile ¢alisildi. TOS/TAS orani hesaplanarak oksidatif stres indeksi
(OSI) bulundu.

Hastalarin yogun bakimda kalis siireleri ve MV’ye bagl kaldiklar1 siire uzadik¢a
serum TAS degerlerinin anlamli olarak (p <0,001) diistiigii (1. giin degeri: 1,02+0,31 mmol
Troloks Eqv./L, 7. giin degeri: 0,7240,16 mmol Troloks Eqv./L), serum TOS ve OSI
degerlerinin anlamli sekilde (p <0,01) arttig1 (1. glin TOS degeri: 17,2643,87 pmol H,O,
Eqv./L, 7. giin TOS degeri: 26,91+7,01 pmol H,O, Eqv./L, 1. giin OSI degeri: 1,81£0,60 AU,
7. giin OSI degeri: 3,87+1,22 AU), serum prolidaz seviyesin anlamli olarak (p <0,001) artt1i1
(1. glin degeri: 682,31+11,73 U/L, 7. giin degeri: 699,95+10,48 U/L), BAL TAS degerlerinin
anlaml olarak (p <0,001) azaldig1 (1. giin degeri: 1,14+0,34 mmol Troloks Eqv./L, 7. giin
degeri: 0,86+0,19 mmol Troloks Eqv./L), BAL TOS ve OSI degerlerinin anlamli olarak (p

xi



<0,001) arttigr (1. giin TOS degeri: 45,84+15,79 umol H,O, Eqv./L, 7. giin TOS degeri:
60,62+14,93 pmol H,O, Eqv./L, 1. giin OSI degeri: 4,25+1,60 AU, 7. giin OSI degeri:
7,17£1,55 AU), BAL prolidaz seviyesin anlamli olarak (p <0,001) azaldig1 (1. giin degeri:
2560+434 U/L, 7. giin degeri: 21224260 U/L) tesbit edildi.

Sonug olarak, yogun bakim hastalarinda MV’ye bagli oksidatif hasarlanma sonucu,
MV siiresi ile dogru orantili olarak hem serum hem de BAL’da TOS ve OSI degerlerinin
yiikselmesi, TAS degerlerinin diismesi MV uygulamasimin siddetli oksitatif stres
olusturdugunu ve ayrica prolidaz enzim aktivitesinin anlamli 6l¢iide degisiklige ugramasida
bu uygulamanin kollajen metabolizmasini da degistirdigini gdstermis oldu. Fakat daha yogun
ve detayli ileri caligmalarda hem doku hem de kanda oksidatif stresin azaltilmasi ve
antioksidan savunma mekanizmalarinin giiclendirilmesi ile MV’ye bagli patolojilerin
azaltilmasin1 hedefleyen daha kapsamli ve yogun caligmalarla bu hipotezimizin

giiclendirilmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mekanik ventilasyon, yogun bakim, reaktif oksijen tiirevleri, oksidatif

stres, antioksidanlar, prolidaz.
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ABSTRACT

Investigation of Oxidative Stress Parameters and Prolidase Enzyme Activity Changes in

Mechanically Ventilated Intensive Care Patients
Dr. Erdogan DURAN

Anesthesiology and Reamination Expertise Thesis

Mechanical ventilation may increase oxidative stress of the lung as correlated with the
lung’s present state and mechanical ventilated period. The occured oxidative stress may cause
collagen damage, that protein is a significant constituent of extracellulary matrix in the lung.
In this study, we aimed to show total oxidative and anti-oxidative status, and prolidase
enzyme activity which represents the alterations of collagen metabolism caused by the
oxidative stress in blood and bronchoalveolar lavage (BAL) of mechanically ventilated
intensive care patients.

26 adult patient with (mean age 64,3 + 14,1) respiratory failure who was followed in
intensive care unit with the diagnosis of cerebrovascular event- ischemia, cerebrovascular-
event hemorrhage without primary lung pathology were included in the study. Total
oksidative status (TOS) and total antioksidative status (TAS) with a full automatic
colorometric method (REL® Assay Diagnostics) and prolidase enzyme activity with a
photometric Chinard method manually were studied in blood and bronchoalveolar lavage
samples taking in 1.- 3. 5.- 7. days of intensive care. Taking the ratio of TOS to TAS
oksidative stres index (OSI) were found.

Serum TAS results were significantly (p <0,001) decreased (1. day: 1,02+0,31 mmol
Troloks Eqv./L, 7. day: 0,72+0,16 mmol Troloks Eqv./L), TOS and OSI and prolidase
enzyme activity were significantly (p <0,01- p <0,001) increased (1. day TOS: 17,26+3,87
umol H,O, Eqv./L, 7.day TOS: 26,91+7 umol H,O, Eqv./L,01, 1. day OSI: 1,81+0,60 AU, 7.
day OSI: 3,87+1,22 AU, 1. day prolidase: 682,31+11,73 U/L, 7. day prolidase: 699,95+10,48
U/L) ,.BAL TAS results were significantly (p <0,001) decreased (1. day: 1,14+0,34 mmol
Troloks Eqv./L, 7. day: 0,86+0,19 mmol Troloks Eqv./L), BAL TOS and OSI levels were
significantly (p <0,001) increased (1. day TOS: 45,84+15,79 umol H,O, Eqv./L, 7. day TOS:
60,62+14,93 umol H,O, Eqv./L, 1. day OSI: 4,25+1,60 AU, 7. day OSI: 7,17+1,55 AU), and
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BAL prolidase activity results were significantly (p <0,001) decreased (1. day: 2560+434
U/L, 7. day: 21224260 U/L) with intensive care and mechanical ventilation duration.

As a result, in intensive care unit patient oxidative damage due to mechanical
ventilation occurs and serum and bronchoalveolar lavage results for TAS, TOS, OSI and
prolidase activity changed significantly as correlated with mechanical ventilation duration
which shows that this application also causes alterations in collagen metabolism. However,
our hypothesis should be modified with the investigation of this issue in detailed and more
comprehensive future studies targetting to decrease mechanical ventilation-associated
pathologies by reducing oxidative stres in both blood and tissue and enhancing antioxidant

defense mechanisms.

Key Words: Mechanical ventilation, intensive care, reactive oxygen species, oxidative stress,

antioxidants, prolidase.

X1V



1.GIRIS VE AMAC

Mekanik ventilasyon (MV), yasamsal bir fonksiyon olan solunum isleminin yapay
olarak ventilatdr ad1 verilen cihaz yardimu ile siirdiiriilmesidir. MV nin temel hedefi hastaya
zarar vermeden dokulara oksijen sunumunun ve dokularin oksijen kullaniminin en iyi diizeye
getirilmesidir (1, 2). Gerekli durumlarda uygulanmasi kaginilmaz olan MV tedavisi, hastanin

akcigerlerinin o anki durumu ve ventilatordeki kalis siiresi ile korele olarak akcigerlerde barotavma ve

oksijen toksisitesine neden olabilmektedir.

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller, normal metabolik olaylarin seyri sirasinda
meydana gelebildigi gibi, bazi yabanci maddelerin metabolize edilmesi, organizmanin
radyasyon gibi dis etkenlere maruz kalmasiyla da olusabilmektedir. Serbest radikaller insan
viicudunda proteinler, polisakkaritler, niikleik asitler ve doymamis yag asitleri gibi tiim
biyolojik molekiillerle reaksiyona girebilirler. Serbest radikallerin akut inflamatuar
durumlarda, ciddi sepsis, akut akciger yaralanmasi, amfizem, bronkopulmoner displazi,
pnomokonyozis, erigskinin sikintili solunum sendromu ve multi organ yetmezliginin

patofizyolojilerinde rol oynadigi bilinmektedir (3).

Viicudumuzda onemli bir¢ok dokunun yapisinda yer alan kollajenin metabolik
dongiisiinde, prolidaz spesifik bir enzim oldugu i¢in 6nemi biiyliktiir. Prolidaz, kollajenin
yikiminda ve prolinin kollajen yapimi dongiisiine yeniden katiliminda aktif gérev almaktadir
(4). Kollajen sadece pek cok organ ve dokunun degil ayni zamanda ekstraselliiler matriksin de

yapisal bir bileseni oldugundan, bu yapilarin patolojisinden etkilenmektedir (5).

Bu calismada MV uygulanan yogun bakim hastalarinda, serum ve bronkoalveolar
lavaj (BAL)‘da oksidatif stres parametreleri ile prolidaz enzim diizeyi degisiminin

arastirilmasi amaglandi (6).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Yogun Bakimin Tanim, Tarihgesi ve Ozellikleri

2.1. 1.Tamm

Yogun Bakim Uniteleri kritik hastalara hizmet vermek {izere diizenlenen &zel
tinitelerdir. Yerlesim bi¢imi, calisanlar1 ve teknik donanim agisindan son derece Ozellikli
multidisipliner {initelerdir. ileri teknolojiye sahip cihazlarla donatilmis olup kritik hasta
bakimi {izerine egitimli hekim ve hemsire gruplan tarafindan idare edilirler. Yogun

bakimlarda tibbi bakim yaninda egitim ve arastirma alanlarinda ¢alismalar yapilir.

2.1. 2. Tarihge

Danimarka’da 1950’11 yillarda ortaya ¢ikan Polio salgini sirasinda Bjorg Ibsen, Bulber
polio nedeni ile tank respirator ile ventile edilen bir hastaya solunumsal asidoz tanis1 koyup
tank respiratoriin yetersiz kaldigini syler. Hastay1 entiibe eder ve ambu tipi bir alet ile ventile
eder. Hasta diizelir. Bu salgindaki mortalite oran1 % 87 den % 25 ‘e iner. Bu donemde Ibsen
1953 yilinda Kopenhagen Kummere Hastanesinde ilk “Intensive Therapy Unit” i agar. Bu
calismalar1 nedeni ile Ibsen diinyada ilk yogun bakim uzmani olarak kabul edilebilir. Bu
gelismeler siliratle Avrupa'ya yayilir. Paris'te 1954 yilinda Pierre Mollare Claude Bernard
Hast.’de ve Nedey Foch Hast.’de ilk Reanimasyon {initeleri agilir. Avrupa'da 1953—-60 lardan
sonta Yogun Bakim Servisleri kurulmaya baglanmistir. Yapay solunum ydntemleri,

Hemodinamik destek yontemleri, CPR (Kardiyo Pulmoner Resiisitasyon) tedaviye girmistir
(7).
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde ilk yogun bakim {initeleri 60’lardan sonra

Oxford Baltimor ve Toronto Universitelerinde kurulmustur. Bundan sonra yogun bakim

diinyada Avrupa modeli ve ABD modeli olarak iki yonde gelisir (7).

Tiirkiye’de reanimasyon bilim dalmin temeli Dr. Cemalettin Oner ve Sadi Sun‘un

onderligindeki ¢alismalarla baglamis olup, yogun bakim bilimsel ¢alismalar1 1978’de Prof.



Dr. Cemalettin Oner tarafindan anestezi kokenli uzmanlarin disinda, konu ile ilgili uzmanlik
dallarimin 6nde gelen temsilcilerinin de katilimi ile multidisipliner bir anlayigla giintimiize

kadar siirdiiriilmistiir (7).

2.1. 3. Yogun Bakim Unitelerinin Ozellikleri

Giliniimiizde yogun bakim hastas1 olarak tarif edilen kritik hasta grubu son derece
genis hastalik grubunu igermekle birlikte bu patolojilerin ¢ogunda vital fonksiyonlarin
diizenlenmesi ile iyilesme saglanabilmektedir. Vital fonksiyonlarin diizenlenmesinin uygun
monitdrizasyon, standart tedavi ve dikkatli veri organizasyonu ile miimkiin olabilecegi de
kaginilmaz bir gergektir. Bu agidan yogun bakim {initeleri tibbi aktivite ve hasta bakimi
acisindan hastane hizmetlerinde ayricalik tasiyan kliniklerdir ve yerlesim bigimleri, teknik
donanimlari, insan giicli ve profesyonel beceriler agisindan son derece 6zellik tasimaktadirlar.
Gilinlimiizde ideal bir yogun bakim {initesinde medikal ve paramedikal personel 6zellikleri ile

teknik donanim ve ile hasta bakim kriterlerinin kesinlikle tanimlanmasi gerekmektedir (8).

Giliniimiizde yogun/kritik hasta tanimlamasinda tek bir kriter yetersiz kalmakta olup
hastalar1 mevcut patololoji, monitorizasyon ve tedavi gereksinimlerine gore siniflandirma

yolu tercih edilmektedir.

2.2. Mekanik Ventilasyon (MV)

2.2.1. Tamim

Mekanik ventilasyon yasamsal bir fonksiyon olan solunum islevinin yapay olarak
ventilator adi verilen cihaz yardimi ile siirdiiriilmesidir. Giiniimiizde 6zellikle yogun bakim
hekimligindeki hizli gelismeler mekanik ventilasyon uygulamasini tedavinin ayrilmaz bir

parcas1 yapmustir (9, 10).
2.2.2. Tarihce

Yasam i¢in gerekli iki fonksiyondan biri olan solunum ile ilgili ilk bilgiler Misir, Cin

ve Yunan kaynaklarinda dikkat ¢cekmektedir.



Milattan 6nce (MO) 380 yillarinda Aristo hayvanlarmn havasiz odalarda 6ldiigiinii
gozlemlemis ve yasamin siirdiiriilmesi i¢in taze havanin sart oldugunu belirlemis, ilk kez
Hipokrat MO. 460 yilinda havayi bilimsel olarak degerlendirmis ve suda bogulma vakalarinda
nefes borusuna yerlestirilecek bir kaniil vasitasiyla hastaya hava gonderilmesi gerektigini

bildirmistir (10 - 12).

Paracelcus 1493'de yangin koriigii kullanarak bir hastada asiste ventilasyonu
denemistir. MV uygulamasinin ilk 6rnegi ise 1541'de Vesalius tarafindan gergeklestirilmistir.
Vesalius 6lmek {izere olan bir kdpegi trakeasina yerlestirdigi kaniille havalandirmis ve kalp
atislarindaki diizelmeyi saptamis, Hook 1635°de toraks hareketi olmasa da akcigerlere temiz
hava ulagtirilmasi1 halinde yasamin devam ettigini ortaya koymustur. 1763’de Smellie bir
hastada trakeaya yerlestirdigi metal bir tiiple solunum havasim1 akcigerlere yollamay1

basarmistir (11, 12).

Courtois 1790’da ilk kez koriik yerine piston silindir kullanarak yapay ventilasyonu
gergeklestirmistir. 1864'de Alfred Jones "spirophore" adi verilen ve viicudu igine alan ilk tank
ventilatorii yani negatif basingli ventilatorii tanitmistir. 1880'de Mac Evven'in endotrakeal
tiipii gelistirmesi mekanik ventilasyon uygulamasinda bir doniim noktasidir. 1886’daTuffer ve
Hallion kafli endotrakeal tiip ve geri solumasiz valf ile ilk parsiyel akciger rezeksiyonunu
gergeklestirmislerdir. 1893°de Fell ve O’Dwyer, operasyon sirasinda hastanin ventilasyonunu
bir laringeal kaniil ve ayakla idare edilen koriik yardimiyla saglamaya baslamislardir.
1896°da Matas bu sisteme kompresorii de eklemistir. 1909'da Janeway ve Green cerrahi
kullanim i¢in ilk intermittent (aralikli) zorunlu pozitif basingli ventilatorii gelistirmislerdir

(11, 12).

Modern anlamda pozitif basigli MV ilk olarak, 1952 Danimarka ve 1953'de isvec'te
ortaya ¢ikan polio epidemilerinde Engstrom tarafindan uygulanmistir. “Erigkinin sikintili
solunum sendromu (Adult Respiratory Distress = ARDS)” tedavisinde siirekli pozitif
havayolu basinci uygulanmast 1971 yilinda giindeme gelmistir. Ayn1 y1l Oberg ve Sjdstrand
yiiksek frekanslt pozitif basingli ventilasyonu takdim etmislerdir. 1973 yilinda MV’nin
sonlandirilmasinda ““aralikli zorunlu ventilasyon uygulamas1™ ileri bir teknik olarak giindeme
gelmigtir. 1980°den itibaren mikroislemci ventilatorler hizla yayginlasirken “basing
kontrolli” ve “basing destekli” ventilasyon gibi yeni modlarla giiniimiize kadar gelinmistir

(12, 13).



2.2.3. Mekanik Ventilasyon Tedavisi Gereken Durumlar

Akut solunum yetmezligi veya akut respiratuar yetmezlik (ARY), solunum
fonksiyonunun veya akcigerde oksijen/ karbondioksit gaz degisiminin yetersiz olmasi olarak
tanimlanir (14). Bir diger anlamda akut solunum yetmezligi, arteriyel kanda parsiyel oksijen
basinct (Pa0O;) ve parsiyel karbondioksit basinc1 (PaCO,) degerlerinin fizyolojik sinirlarda

siirdiiriilememesidir. Bu durum basitge;

Hipoksi: Arteriyel kanda ¢evre havasi ve hastanin yasina goére olmasi gerekenden

daha diisiik bir PaO, degerinin saptanmasi (PaO, < 70 mmHg, Fi0,:0.21 iken),

Hiperkarbi: Arter kaninda PaCO, degerinin fizyolojik sinirlarinin iizerinde olmasi

(PaCO, > 45 mmHg) ve yiikselmeye devam etmesi,

Respiratuar asidoz: Arteriyel kanda pH degerinin 7.25 veya daha diisiik degere

inmesi olarak ifade edilebilir.
Akut solunum yetmezligine neden olan patolojiler;

Ventilasyonda yetersizlik: Akciger dis1 nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikan solunum

yetmezlikleri,

Respirasyonda yetersizlik: Akcigere ait patolojilerle ortaya c¢ikan solunum

yetmezlikleri; olarak iki ana baslik altinda toplanabilir.
Ventilasyonu etkileyerek solunum yetmezligine sebep olan patolojiler:

Burada temel patoloji solunum mekaniginin bozulmasidir. Nitekim primer olarak akcigere ait
patoloji olmasa da  ventilasyon fonksiyonunun yetersizligi ile akcigerlerde
oksijen/karbondioksit gaz degisimi bozulmakta ve akut solunum yetmezligi ortaya

cikmaktadir. Buna gore ventilasyonu etkileyen patolojiler;
1. Santral sinir sistemine ait patolojiler,
2. Noromuskiiler fonksiyon bozukluklari olarak iki baslik altinda ele alinabilir.

Akut solunum yetmezligine sebep olan santral sinir sistemi patolojileri arasinda,
santral sinir sistemi {izerine depressan ilaclarin kullanimi (barbitiiratlar, trankilizanlar,
narkotikler, inhalasyon anestezikleri), beyin ve beyin sap1 lezyonlar1 (’Stroke”, kafa ve boyun

travmalari, serebral hemoraji / infarkt, beyin tlimorleri, spinal kord tiimorleri ve travmasi,



santral nedenlere bagli Pickwick veya Uyku -Apne Sendromu, uygunsuz oksijen tedavisi)

yer alir (15).

Akut solunum yetmezligine sebep olan ndromuskiiler patolojiler; genellikle motor
sinir hasari, néromuskiiler kavsakta impuls iletim bozuklugu veya kas disfonksiyonu sonucu
yetersiz ventilasyon ile solunum yetmezligine sebep olurlar. Bunlar o6zellikle sinir kas
kavsagina etkili ilaglar, viriisler, bakteriler, toksinler veya otoimmiihastaliklar sonucu ortaya
¢ikan patolojiler olup, Myastenia Gravis, tetanus, Gullian-Barre Sendromu, Polio, botilismus,
muskiiler distrofi, ilaglar (kiirar, siiksinil kolin, organofosfatlar basta olmak {izere insektisitler

ve sinir gazi ) 6rnek verilebilir.

Solunum yetmezligine sebep olan akciger patolojileri arasinda, plevral effiizyon,
pulmoner kontiizyon, hemotoraks/pndmotoraks, yelken gogiis, kifoskolyoz, gogiis duvari
deformitesi, obezite, interstisyel pulmoner fibrotik hastaliklar, havayolu rezistansinda artig
(astim, amfizem, kronik bronsitis, krup, epiglottitis, akut bronsit), aspirasyon pndmonisi,
havayolunda yabanci cisim, ARDS, kardiyojenik pulmoner &dem, pulmoner

emboli, postoperatif pulmoner komplikasyonlar yer alir.

Akut solunum yetmezligi diisiiniilen bir hastada, MV endikasyonu koyabilmek icin

birtakim fizyolojik 6l¢iimler kullanilir (16).
Bunlar 3 kategoride incelenir:
e Solunum mekanigine ait parametreler
e Ventilasyona ait parametreler
e Oksijenasyona ait parametreler

Bu parametreler Tablo 1 de 6zetlenmistir.



Tablo 1. MV endikasyonu koyabilmek i¢in kullanilan dl¢timler (16)

Akut solunum yetmezIligi Normal Siirlar Kritik degerler
1. Solunum mekanigine ait
Maksimum inspiratuar Basing
-50, - 100 <-20
(MIP: cmH,0)
Pik ekspiratuar Basing (PEP:
+100 <+40
cmH,0)
VC (ml/kg) 65 —175 <15
VT (ml/kg) 5-8 <5
Solunum  Frekansi  (solunum
12-20 >35
sayis1/dak)
FEV, (ml/kg) 50-60 <10
2. Ventilasyona ait
PH 7,35 - 17,45 <725
PaCO, (mmHg) 35-45 > 55
VD/VT 0,3-04 >0,6
3. Oksijenasyona ait
PaO, (mmHg) (Fi0,:0.21 iken) 80— 100 <70
P(A-a) O, (mmHg) 25-65 >450 (Fi0,:1,0)
PO; (Arteriel/Alveolar) 0,75 <0,15




2.2.4. Ventilator Se¢imi ve Kullanim

Uygun tip ventilatér se¢ciminde oncelikle hastaya uygulayacagimiz ventilasyonun

tiirlinlin belirlenmesi gerekir (17 - 19).

2.2.4. 1 Negatif Basin¢h Ventilatorler

Bu amagla kullanilan negatif basingli ventilatorler respiratuar kaslarin fonksiyonlarini
taklit etmekte ve hastanin fizyolojik mekanizmalara gore solunumuna izin vermektedirler

(20).

Avantajlari: Bu ventilatorler saglamlik, kullanim kolaylig1 ve giivenlik agisindan
avantajlara sahiptir. Bu yontemde hastayr ventile etmek i¢in yapay solunum yollarina da

ihtiya¢ duyulmaz. Hastalar konusabilir, rahatlikla beslenebilir.

Dezavantajlari: Tank ventilatorlerin biiylik ve hantal olusu, bronsial drenaj ve
intravendz tedavindeki zorluklar dezavantajlardir. Bazi hastalarda toraksla birlikte abdominal
bolgeye de negatif basing uygulanmasi, karin i¢i organlarin kanlanmasinda azalmayla
sonuclanir. Bu durumda kalbe ven6z doniis azalir ve kardiak out-put (CO) diiser. Bir de asir1
sekresyon veya epiglottik refleksin depresyonu durumunda havayolu agikliginin korunmasi

zorlasacaktir (19).

2.2.4. 2 Pozitif Basin¢h Ventilatorler

Ust solunum yolunda pozitif basing olusturarak inspirasyonu saglayan ventilatorlerdir.

Bunlar ventilator se¢ciminde biiyiik cogunlugu olustururlar ve temelde 2 tiptirler:
1. Voliim ayarh ventilatorler.
2. Basin¢ ayarh ventilatorler.

Volim ayarli ventilatdrler akim jeneratorleri tarafindan olusturulan sabit veya
degisken akim modelleri ile hasta akcigerindeki degisikliklerden bagimsiz olarak sabit tidal
voliim saglayabilme gibi bir avantaja sahiptirler. Bu tip ventilatorler genellikle voliim ya da
zaman siklusludurlar. Volim kontrollii ventilatorlerle ventilasyon, oksijenasyon ve

kompliyans, basing sikluslu ventilatorlerle karsilastirildiginda ¢cok daha iyi saglanmaktadir.



Akim jeneratorlii ventilatorler genelde elektrik enerjisi ile calisirlar, son derece kompleks

yapidadirlar ve kapsamli alarm sistemlerine sahiptirler (21).

Basing jeneratdrler tarafindan olusturulan basing sikluslu ventilasyonda her solunumda
hastaya ulagan voliim miktar1 akciger 6zelliklerine ve inspiratuar efora baglidir. Bu nedenle
hastaya verilen volim her solukta degismektedir. Uzun siireli kullanimlarda bu 6zelligin

unutulmamasi gerekir (22).

Basing sikluslu ventilasyon saglayan basing jeneratorlerin avantajlart kiiciik ve
taginabilir olmalari, elektrik enerjisi gerektirmemeleri olarak siralanabilir. Bu ventilatorler
ozellikle ventilasyon destegine ihtiya¢ gosteren hastalarin transportunda, acil durumlarda,
anesteziden uyanmanin ge¢ oldugu postoperatif hastalarin kisa siireli ventilasyonunda uygun

ventilatorlerdir (19, 23).
2.2.5 Mod Secimi ve Ventilasyon Modlan

2.2.5.1 Kontrollii Mekanik Ventilasyon (KMV): Kontrollii ventilasyon kullanimi
hastanin solunum eforunun olmadig1 durumlarda en uygun se¢imdir. Burada hastaya kullanici

tarafindan belirlenen solunum hiz1 ve tidal voliimde pozitif basingli solunum uygulanir (Sekil

1).
Havayolu basines

Inspiryum Ekspiryum
-

Zaman Tetilﬂme{;nl-[

Sekil 1. Kontrollii mekanik ventilasyon

Ilaglara bagli (6rn.anestezi altinda), serebral fonksiyon bozuklugu, spinal kord veya
periferik sinir hasarlanmasi, veya motor sinir paralizi nedeniyle ventilasyon yapamayan

hastalarda KMV endikedir. Tetanus, status epileptikus gibi 6nlenemeyen nobetlerin veya



devamli kontraksiyonlarin meydana geldigi durumlarda da sedasyon ve paralizi saglanarak
KMYV uygulamasi, uygun olabilir. Kafa travmali veya ndro-cerrahi sonrasi intrakranial basinci
yiiksek hastalarda da kontrollii mekanik ventilasyonla hiperventilasyon saglanarak kafa ici
basing azaltilabilir. Spontan solunumu olan bir hastada paralizi ve sedasyon saglanmadikca
KMV uygulamas1 giictiir. Aksi takdirde karsimiza “hastanin ventilatérle uyumsuzlugu,
savasmas1’” gibi hi¢ istenmeyen bir durum ¢ikacak ve mekanik solutma yarardan ¢ok hastaya

zarar verecektir (19, 24).

2.2.5.2 Asiste Ventilasyon (ASV) veya Asiste Kontrollii Ventilasyon: Eger
hastanin solunum eforu var fakat yetersiz ise bu mod kullanilabilir. Hastanin soluk alma
gayreti sirasinda meydana gelen basing degisikligi ventilatdr tarafindan saptanir. Burada
tetikleme mekanizmasi s6z konusudur yani ventilator belli bir negatif basinca duyarh kilinir.
Ventilator basing degisikligini tespit edildiginde inspiratuar siklusu baslatir. Bu modda tidal

voliim ventilator tarafindan, solunum hiz1 hasta tarafindan belirlenir (19, 25).

2.2.5.3 Senkronize Aralikh Zorunlu Ventilasyon (Synchronized Intermittant
Mandatory Ventilation=SIMV): SIMV, spontan ve asiste ventilasyonun bir
kombinasyonudur. Bu modda da hasta pozitif basingli ventilasyonlar arasinda spontan solur.
Onceden belirlenen bir zaman aralig1 gegtikten sonra makina hastanmn inspiratuar eforuna
duyarli hale gelir (basing tetiklemeli). Bu intervalde olusan ve ventilatoriin duyarli oldugu
degerde olusan ilk inspiratuar efor zorunlu mekanik solunumunu (basing veya volim
kontrollii) tetikler. Eger makinanin duyarli oldugu zaman aralifinda inspiratuar efor
olusmazsa ventilatéor IMV moduna gecer. SIMV hastanin solunum isinin arttig1 durumlarda

endikedir, siklikla mekanik ventilasyonun sonlandirilmasi periyodunda kullanilir (19, 26).

2.2.5.4 Basing¢ Kontrollii Ventilasyon (PCV) : PCV’da inspiryum siiresince
havayollarina sabit bir basin¢ uygulanir ve genellikle, kullanici tarafindan 6nceden ayarlanan
hiz ve inspirasyon zamani nedeniyle zaman tetiklemeli bir kontrolli moddur (Sekil 2). Bu
mod hastanin spontan solunumuna izin verildiginde ve duyarhilik ayarlandiginda asist
ventilasyon da saglayabilir. PCV basing limitli oldugundan, belirlenen basing seviyesine gore
tidal voliimiin miktari, dagilimi hasta akcigerinin kompliyansi, rezistansi, basing limiti,
inspirasyon zamani ve oto PEEP seviyeleriyle degisir. Bu nedenle PCV sirasinda basing ve
ekshale edilen tidal voliimiin dikkatle monitdrize edilmesi gerekir. Klinik kullanimda

PCV’da yapilacak siklus ayar1 (I/E) normal veya ters orantili olabilir (19, 27, 28).
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Akim Akim siklus

Zaman Siklus
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(PC)
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PS) |

Sekil 2. Basin¢ kontrollii ventilasyon (19)

2.2.6 Mekanik Ventilasyon Komplikasyonlari

MV’nin kardiyovaskiiler sisteme etkileri:

Primer komplikasyon kalp debisinde azalmadir. Pozitif basingli ventilasyon ve PEEP
sirasinda kardiyak debiyi azaltan sebebler arasinda; vendz doniiste azalma, afterload’da artma,
kontraktilitede azalma, sag ventrikiil voliimiinde artis, pulmoner perflizyon azalmasi ve

vaskiiler resistans artmasi yer alir.
MV’nin intrakranial basing ve serebral perfiizyona etkisi

Kardiak output ve ortalama arter basinci diiseceginden kardiyopulmoner basingta
azalma beklenir. Santral venoz basing artarken serebral venoz doniis de azalmaktadir. Bu da
intrakranial basing artist ve kardiyopulmoner basingta azalmayla sonuglanacaktir.
Kardiyopulmoner basingtaki azalma ile serebral hipoksemi, intrakranial basing artist

sonucunda da serebral 6dem ortaya ¢ikabilir.
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MV’nin renal etkileri:

Azalan kardiak output nedeniyle idrar output’unda azalma beklenir. Renal kan akimi
ic korteks ve dis mediiller dokuda artarken, dis kortekste azalir. idrar ¢ikisi, kreatinin ve
sodyum atilimi azalir. Anti diiiretik hormon (ADH) saliniminda artma sonugta oligoaniiri

goriiliir. ANP (atrial natritiretik peptid) sekresyonu azalir.

MYV ’nin gastrointestinal sisteme etkileri:

Karaciger hastalifi olmasa bile serum bilurubininde yiikselme ve karaciger
fonksiyonlarinda bozukluk gozlenebilir. Portal vendz akimda azalma veya splanknik
rezistansta artma olabilir. Yukardaki sebeblerden gastrik mukozada iskemi, iilser ve
kanamalar ortaya ¢ikabilir. Akcigerden ‘plazminojen aktive eden faktdr’ salinimi artar.

Sonugta fibrinolitik aktivitede artis gozlenir.

MV’nin barotravma yapic etkisi:

Barotravmaya yol agan baslica nedenler; yiiksek pik hava yolu basinci, biilloz akciger
hastalig1, yiiksek PEEP seviyesi, gastrik asit aspirasyonu, nekrotizan pnomoniler ve ARDS
dir. MV hiicresel diizeyde akciger sivi retansiyonu odem, alveoler hemoraji, interstisiyel

amfizem ve kompliyansta azalma ile karakterize akciger hasar1 yapabilir.

MYV esnasindaki oksijen tedavisi komplikasyonlari:

Absorbsiyon atelektazisi: Yiiksek konsantrasyonda O, (Fi0,>0.70) hipoventile olan

bolgelerde bu duruma yol agar. Intrapulmoner sant artar (19).

Oksijen toksitesi: Fi0,>0.60 degerinde 48 saatten uzun uygulanirsa risk artar.
Yenidogan ve prematiire infantlarda PaO,>80 mmHg degerleri potansiyel tehlikedir.
Pulmoner doku ve goz komplikasyonlar1 riski artar. 6 saat siireyle FiO, = 1.0 diizeyinde O,

tedavisinin baslattig1 patolojiler arasinda:

Sekresyonlarda artma, makrofajlarda azalma, vital kapasitede azalma, akciger
stvisinda artma, siirfaktan {liretiminde azalma, kompliyansta azalma, PO,‘de artma, kapiller

hasarlanma, ARDS yer alir.
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MY esnasindaki enfeksiyon riski:

Nazokomiyal enfeksiyon ve pndmoni agisindan yiiksek risk vardir. Invaziv
yaklagimlar bu riski artirir. Nazokomiyal pndmoni insidanst %20, mortalite %50-70
arasindadir. En yaygin mikroorganizmalar; Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella, Escherichia

koli, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Bacteroides fragilis ve Candida’dir

(19).
MYV esnasindaki asit - baz dengesi bozukluklari:

Metabolik asidoz: Bikarbonat kaybina sebep olan diyare, bobrek yetmezligine veya

hiperventilasyona bagli gelisebilir.

Metabolik alkaloz: Normal pH’y1 saglamak i¢in kompansatris hipoventilasyona yol
acar. Sebepleri arasinda; ditiretik, voliim azlig1, laktat kullanimi, gastrik aspirasyon kusma ve

kronik CO; retansiyonuna kompansatuar yanit olarak sayilabilir. En sik rastlanan bozukluktur.

Respiratuar alkaloz: Spontan solunum dakika sayisinin yliksek oldugu hastalarda

ACMYV sirasinda sik gozlenir. Dakika ventilasyonunun azaltilmasi alkalozu diizeltebilir (19).

2.3. Serbest Radikaller

Bilindigi gibi atomlarin ¢ekirdekleri etrafinda donen elektronlar, belirli enerji
diizeylerinde, birbirine zit momentli c¢iftler seklinde bulunmaya egilimlidirler. En dis
yoriingede bulunan elektron ¢iftinin dengesi, yoriingeye bir elektron girmesi ya da ¢ikmasiyla
bozulursa, momenti dengelenmemis bu tek elektron; atoma (ya da molekiile) biiyiik bir
aktiflik kazandirir. En dis yoriingede eslenmemis bir elektronu bulunan molekiil ya da
molekiil gruplarina “radikal” adi verilmektedir ve molekiiliin kimyasal simgesinin sag iist

kosesine konan nokta veya ¢izgiyle gosterilir (R, R) (29, 30).

2.3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen, 8 atom numarali, dogada dioksijen (O,) olarak bulunan kararsiz bir
elementtir. Bu kararsiz konumu, enerji diizeylerinde bulunan elektronlarinin yapisiyla

iligkilidir. Oksijen molekiiliindeki, ayn1 yonde donen iki elektrona sahip 2P son orbitali
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onemlidir. Bu orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir orbitali birakip digerine
gectiginde veya farkli yonde dondiigiinde “singlet oksijen” olusur. Orbitallerden birine ters
dontislii iki elektron veya ikisine ters dontiislii iki elektron daha gelirse “oksijen radikali” elde

edilir (Tablo 2).

Tablo 2. Oksijen tiirevi bilesikler

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil (HO") Hidrojen Peroksit ( H,O,)
Alkoksil (RO) Singlet Oksijen (0,')
Peroksil (ROO) Ozon ( O3)

Superoksit ( O, ') Hipoklorid ( HOCI)

Nitrik oksit ( NO') Lipid hidroperoksit ( LOOH )
Azot dioksit (NO; ) Peroksinitrit ( ONOO )

Olusan radikal eslesmemis tek elektronu nedeniyle ¢cok dengesizdir ve hizla ortamdan
kaybolur. Bu yiizden bu radikaller tek elektronlarini bir bagska molekiile verebilir (rediiksiyon)
ya da bir baska molekiilden elektron alarak elektron ¢ifti olusturabilirler (oksidasyon).

Sonugta nonradikal yapiy1 radikal sekle doniistiirebilirler (29, 31).

2.3.1.1. Siiperoksit Radikalleri (O)

Stiperoksit radikalleri (Oy), hiicrelerde rediikte elektron tasryicilarinin otooksidasyonu
ile tretilmektedirler. Siiperoksit olusumu; a) elektron tasiyicisinin redoks durumuna ve b)
ortamdaki oksijen derisimine baglidir. Zayif bir oksidan olan siiperoksit radikalinin kendi
basimna Onemli hiicre hasarlarina yol agmasi miimkiin goriilmemektedir. Ancak siliperoksit
radikalleri oksidatif strese yol acabilen bir dizi reaksiyonlar1 baslatabilir (32). Bu
reaksiyonlarin en Onemlilerinden biri Haber-Weiss reaksiyonudur. Bu reaksiyonda O, ve

H,0, demir varliginda etkileserek oldukga reaktif olan HO" radikalleri olusmaktadir.

O, + ¢ —» Oy (stliperoksit radikali)
H,O, + Oy — HO + OH +0,
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Uretilen bu OH' radikalleri olduk¢a reaktif olup DNA gibi yapilarla reaksiyonlara
girerek onemli hasarlara yol agabilmektedir (33).

O, radikalleri, hiicre i¢i demir depolarindan demiri serbest hale getirir. Serbest hale
gecen demir iyonu Haber-Weiss gibi radikal iireten reaksiyonlarda veya diger serbest radikal
aracilikli hiicre hasarinda rol oynayabilir. Siiperoksit radikalleri ¢ok kisa bir yar1 démre sahip
olup dismutasyon reaksiyonu ile H,O, ve oksijen iiretirler. Dismutasyon reaksiyonu spontan
olarak meydana gelmekte ve reaksiyon siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile

katalizlenmektedir.

O, + 0, +2H" S0P H,0, + O,
—

2.3.1.2. Hidroksil Radikalleri (HO)

Hidroksil radikali (HO'), biyolojik sistemlerde bulunan en giiclii serbest radikaldir.
Dokular radyasyona maruz kaldiklarinda, enerjinin c¢ogu hiicre i¢indeki su tarafindan
absorblanir ve radyasyon oksijen-hidrojen arasinda kovalent baga neden olur. Sonugta sekilde
goriildiigii gibi iki radikal meydana gelir. Bu radikallerden biri hidrojen (H) ve digeri ise
hidroksil radikalidir (OH).

H-O-H — H + OH (Hidroksil radikali)

Hidrojen peroksitin (H,O,) Fe™ veya Cu™ ile reaksiyona girmesiyle de OH
olusmaktadir. H,O, toksisitesinin biiylik ¢ogunlugunun temelinde bu olusan OH' oldugu
diisiiniilmektedir. Bu reaksiyon ilk defa 1894 yilinda Fenton tarafindan gozlenmis ve

giiniimiizde de Fenton reaksiyonu olarak bilinmektedir.

Fe? + H,0, —» Fe” + OH + OH
Cu" + H,0, » Cu? + OH + OH

OH' radikalleri basta lipid, protein ve niikleik asitler (DNA ve RNA) olmak iizere

hemen hemen biitiin hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler. OH" DNA da

bulunan deoksiriboz molekiiliine etki ederek c¢esitli {iriinler olusturdugu ve bu olusan
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tirlinlerin bazilarinin mutajenik olduklar1 goriilmiistiir. Yine OH' aromatik halkaya katilma
ozelligi gosterdiklerinden DNA ve RNA’da bulunan piirin ve pirimidin bazlarina katilarak
radikal olusumuna neden olurlar. Ornegin: Timine katilarak timin-radikalini olusturur ve bu
radikal oksijenle reaksiyona girerek son derece reaktif olan timin peroksil-radikaline
doniismektedir. Bu gibi bir dizi reaksiyona katilabilen OH DNA’nin baz ve sekerlerinde ciddi
hasarlar olusturarak DNA iplik kirilmalarina neden olurlar. Hasar ¢ok kapsamli olursa
hiicresel koruyucu sistemler tarafindan tamir edilemeyebilir ve bunun sonucunda mutasyonlar
ve hiicre 6liimleri meydana gelir (32, 34).

DNA’nin piirin ve pirimidin bazlar1 ile etkilesmenin yanisira tiol grubu igeren

biyolojik molekiillerden H atomu da koparabilmektedir.
R-SH + OH — RS + H;O

Sonucta olusan siilfiir radikalleri ilging kimyasal Ozelliklere sahiptir. Siilfiir
radikalleri, O, ile kombine olabilir ve oksi-siilfiir radikallerini olusturur. RSO, ve RSO gibi
bunlarin bir ¢cogu da biyolojik molekiillerde hasara neden olurlar.

OH’in sebep oldugu en iyi karakterize edilmis olan biyolojik hasar lipid
peroksidasyon olayidir. OH membran fosfolipitlerinin doymamis yag asit yan zincirlerine
hiicum eder. Bu 0Ozellikle arasidonik asit gibi doymamis yag asit yan zincirlerinden -C

atomunun birinden H atomunun ¢ikartilmasi ve su olusumu seklinde gergeklesir.
-C-+0OH — -C-+ H

Bu reaksiyon sonunda membranda - C - radikali kalir. Bu - C - radikali oksijen ile

kombine olarak peroksil radikalini olusturur.

ry
I
C- o+ 0 — -C-

Peroksil radikaller reaktiftir ve yakinindaki doymamis yag asitlerinin yan zincirlerine saldirir;
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Boylece OH, yiizlerce yag asitlerinin yan zincirlerini lipit hidroperoksitlere
doniistiiriir. Membranda lipit hidroperoksitlerinin birikimi membran fonksiyonunu bozar.
Peroksil radikaller ve sitotoksik aldehitler, membran proteinlerinde ciddi bir hasara neden

olurlar ve membrana bagli bazi1 enzimleri ve reseptorleri inaktive ederler (31, 35, 36).

2.3.1.3. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit eslesmemis elektrona sahip olmadigindan aslinda bir radikal
degildir. Siiperoksit anyonunun (O’ hidrojenle yaptig1 reaksiyona dismutasyon reaksiyonu
ad1 verilir ve dismutasyon hizi asidik pH degerlerinde hizlanir (31, 37).

Reaksiyon su sekilde ifade edilir;

200 + 2H" - H0, + O,

Baz1 enzimler ya tekli (NADPH oksidaz) ya da ciftli (Glukoz oksidaz) elektron
eklenmesini katalize ederek O, veya H,O, olusmasini saglarlar.

NADPH + 20, — 2NADP + 20y

R—-CH,OH + O, — R-CHO-H;0,

2.3.1.4. Hipoklorik Asit (HOCI)

Hipoklor6éz asit de radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri (ROS) icinde yer
almaktadir. Fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldiiriilmesinde 6nemli rol oynarlar. Aktive olan
notrofiller, monositler makrofajlar ve eozinofiller siiperoksit radikallerini (O,) iiretirler.
Radikal tretimi fagositik hiicrelerin bakterileri dldiirmesinde biiylik 6nem arz etmektedir.
Ozellikle nétrofiller miyeloperoksidaz enzimleri araciligiyla énce O, ni olustururlar ve daha
sonra dismutasyonuyla hidrojen peroksiti kloriir iyonuyla birlestirerek giiclii bir antibakteriyel
ajan olan HOCI’i meydana getirirler.

H,0, + HCI — HOCI + H,O
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2.3.1.5. Singlet O, (0, ™)

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmadigindan serbest radikal degil ancak serbest
radikal reaksiyonlarini baglattiklarindan serbest radikal sinifina dahil edilmistir. Singlet O,
oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almast sonucu kendi doniis yOniiniin tersi
yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi olusabilecegi gibi siliperoksit
radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da
olusabilir. Viicutta deri ve retina gibi giin 1s1¢1na maruz kalan bolgelerde sik¢a olustugu tespit
edilmistir.

Serbest oksijen radikallerinin etkisiyle peroksil radikalleri (ROO"), alkoksil radikalleri
(RO) karbon merkezli radikaller (R") veya tiol radikalleri (RS’) olusur. Bu radikaller oksijenle

tekrar reaksiyona girerek yeni serbest radikaller iiretirler (38).

2.3.2. Reaktif Nitrojen Tiirleri (NO, NO,, NO ", NO")

Lipofilik o6zellikte olup, oksijensiz ortamda olduk¢a stabildir (39). Diisiik
konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen varliginda dahi stabilitesini koruyabilen NO,
bilinen en diisiik molekiil agirlikli, biyoaktif memeli hiicresi sekresyon iriiniidiir (40,41).
Diger radikallerden farkli olarak diisiik dozlarda toksik degildir ve ¢ok 6nemli fizyolojik
islevleri gergeklestirir (39). NO'; bir atom azot ile bir atom oksijenin ¢iftlesmemis elektron
vererek birlesmesinden meydana gelmistir ve bu ylizden radikal tanimina uymaktadir (42). Bu
lipofilik serbest radikal damar endotel hiicrelerinde Nitrik Oksid Sentaz (NOS) enzimi
aracilifiyla L-arjininden sentezlenir. NOS’1n bir¢ok izoformu tanimlanmistir. NO”in yar1
omrii 10-20 saniyedir. Kolayca diiz kasa gegerek Guanilat Siklaz (GC) enziminin “hem”
demirine baglanir ve cGMP sentezini uyarip damar gevsemesini uyarir. Sentezlenen NO, ayni
zamanda tiyol gruplarmi S-nitrozilasyona ugratarak protein ve reseptdr fonksiyonlarni da
degistirir. NO, Fe-S kiimelerine afinite gosterdigi i¢in bu gruplari i¢eren akonitaz enzimine de
baglanir. Bu enzim hiicre i¢i demir trafigini kontrol eder. NO, akonitaz enzimine mRNA
baglanmasini artirir ve enzimin aktivitesini diigtirtr.

NO' metabolize olurken molekiiler oksijen ile baglanip nitrojen dioksidi (NO,)
olusturur:

2NO + 0, = 2 NO,
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NO’in ROS’leri ile reaksiyon vererek giiclii bir oksidan olan peroksinitriti (ONOOH)
olusturdugu ve bunun da ileri dekompozisyonla OH' radikalinin olusumuna yol agtig1 ifade
edilmektedir:

NO + O, — ONOO

ONOO + H" - ONOOH

ONOOH — NO,+OH

OH' ise biyolojik olarak yikici bir molekiildiir. Ayrica, peroksinitrit de tirozin gibi
fenolik amino asitleri nitrolayarak toksik nitro- tiirevlerini (nitrotirozin) olusturmaktadir.
Sonug olarak NO, endotel hiicre disfonksiyonu ve buna bagli ateroskleroz, hipertansiyon ve

diabetes mellitus gibi baz1 6nemli hastaliklarda rol oynayabilmektedir.

2.3.3. Bashca Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlar1 sirasinda olustugu gibi cesitli dis kaynakli etkilerle de olusabilir.
Hiicre organellerinin her biri farkli miktarda radikal olusumuna sebep olurlar. Bunlarin
yanisira radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal
tretimini arttirirlar. Sitokrom P-450, sitokrom b5, ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz,
lipooksijenaz, prostoglandin sentetaz, hemoglobin, flavoproteinler, lipid peroksidasyonu,
oksidatif stress yapan iskemi, travma ve intoksikasyon gibi durumlar, mitokondrial elektron
transport sistemi (ETZ), molekiiler otooksidasyon yapan tiol, hidrokinon, katekolamin, flavin
ve antibiyotik gibi molekiillerin hepsi hiicresel serbest radikalleri olustururlar (39, 43).

Serbest radikal olusturan kaynaklar endojen ve ekzojen olmak tizere iki gruba ayrilabilir.

A. Endojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Normal olarak metabolizmada, bazi biyokimyasal olaylarin ¢esitli basamaklarinda
serbest radikaller olusmaktadir. Her ne kadar serbest radikal yapisina sahip maddelerin
organizmaya zarar verme potansiyelleri varsa da, bazi metabolik olaylarin ilerleyebilmesi i¢in
bunlarin olugmasi kaginilmazdir.

1. Mitokondriyal Elektron Transport Sistemi

Mitokondrideki enerji metabolizmas1 sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen

oksijenin %]1-5 kadar1 siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin nedeni
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NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron kagaginin
olmasidir. Fizyolojik olarak reaktif oksijen tilirlerinin temel kaynagi normal oksijen
metabolizmasidir. Dolayisiyla fizyolojik kosullar altinda mitokondriyal elektron transport
sistemi serbest radikal tiretiminin en 6nemli kismin1 olusturmaktadir (44).

2. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik retikulumda buluna sitokrum P—450 molekiiler oksijeni kullanarak
birgok substrat1 oksitler. Oksijen molekiiliiniin bir atomu substrata baglanir, diger atomu ise
su olusturur. Bu reaksiyon monooksijenaz veya karisik fonksiyonlu oksidaz reaksiyonu olarak
adlandirilir.

Kimyasal ajanlarin serbest radikal olusturmadaki en o©Onemli mekanizmalari,
mikrozomal sitokrom P—450 sistemi ile aktivasyonudur. Bu sistem, molekiilleri indirgeyerek
veya oksitleyerek serbest radikal olusturur. Son durumda bir elektron eksikligi vardir ve
elektrofilik bilesik olusur. Olusan bu elektofilik iirlin bir niikleofil ile reaksiyona girer. Bu
elektrofilik bilesigi ceken en 6nemli bilesik sistein kalintilar1 tizerindeki tiyol (-SH) grubudur.
Tiyol grubu ise pek ¢cok endojen makromolekiilde (DNA, RNA, enzimler gibi) bulundugu i¢in
reaktif ara iirlinler bu molekiillerle kovalent baglanarak toksisite gosterebilirler (45).

3. Redoks Dongiisii

Ksenobiyotiklerden serbest radikal olusumu sadece mikrozomal reaksiyonlarla
olmamaktadir. Menadion, parakuat, dikuat, nitrofurantoin, gibi bilesikler alternatif bir redoks
siklusuna girerler. Bu bilesikler, ilave bir ¢iftlenmemis elektron kazanma egilimindedirler. Bu
ajanlardan olusan radikaller, tekrar ana bilesige donlismek i¢in kolayca oksijenle oksitlenir
siiperoksit radikalini olustururlar (46). Olusan ksenobiyotik ve siiperoksit radikalleri
intraselliiler ferritin depolarindan demiri serbest hale getirirler. Sitozole salinan demir, serbest
radikaller arasinda en reaktif olan ve dolayisiyla daha yikici olan hidroksil radikali gibi ikincil
radikallerin olustugu Fenton reaksiyonunda katalitik rol oynar (32).

4. Arasidonik Asit Metabolizmasi

Hiicre membranlarinda prostaglandin i¢in en dnemli doymamis yag asidi prekiirsorii
aragidonik asittir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonu,
plazma membranlarinda arasidonik asidin salimimina yol acar. Arasidonik asidin
siklooksijenaz tarafindan katalizlenen oksidasyonu prostaglandinleri, lipooksijenaz tarafindan
katalizlenen oksidasyonu ise l6kotrienleri verir ve bu tepkimeler sirasinda serbest radikaller

olusur .
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Arasidonik asid oksidasyonu baslatilmis bir serbest radikal reaksiyonudur.
Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerinin her ikisi de aktiviteleri i¢in peroksitlere ihtiyag
duyarlar. Siklooksijenaz aktivitesi daha sonra prostaglandinlerin sentezi i¢in de gerekli olan
endoperoksitlerin olusumuyla sonuglanir. Ote yandan lipooksijenaz, lipit peroksitleri
tizerinden lokotrienlerin  olusumunu  katalize eder (47). Aym zamanda bazi
kisenobiyotiklerden bu esnada reaktif ara Uriinler olugsmaktadir. Bu ara iirtinler hedef yapilarla
etkileserek toksisite gosterirler.

5. Fagositoz

Radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal iiretimini
arttirirlar. Aktive fagositler intraselliiler radikal olusumuna neden olurlar (Tablo 3). Aktive

olmus fagositlerde iiretilen serbest radikaller patojenlerle savasta dnemli rol oynar.

Tablo 3. Fagositlerin iirettigi reaktif oksidan tiriinler

Hidrojen peroksit, sliperoksit,
Trombositler hidroksil

Hidrojen peroksit, siiperoksit,
Notrofiller hipoklorid

Hidrojen peroksit, siiperoksit,
Eozinofiller hidroksil, hipoklorid

Hidrojen peroksit, siiperoksit,
Makrofajlar hidroksil, hipoklorid, nitrik oksit

Monositler, makrofajlar (kupfer hiicreleri, alveolar makrofajlar) gibi fagositik
hiicreler, nétrofiller, eozinofiller, bazofiller gibi graniilositler, immunojenik veya 6zel bir
uyaranla uyarildiktan sonra lizozomlarini digar1 vermeye baslarlar. Reaktif oksijen olusumu
yanisira, mitokondri digindaki oksijen tiretiminde bir patlama (respiratory burst) olur. Fagosite
edilmis patojenler oksidan ajanlar tarafindan Oldiriiliir. Solunum yolu ile patlamanin
(respitory burst) amact oksidan ajanlar saglamaktir. Olusan oksidan ajanlar patojenleri
6ldiirmenin yanisira myeloperoksidaz sistemine de etki eder. Hidrojen peroksit ve hipoklorit

kombinasyonu myeloperoksidaz sistemine etkiyerek de giiclii bir antimikrobiyal aktivite
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gosterir. Bu radikaller memeli bakteri ve parazitlerine karsi sitotoksik etkiye sahip oksidan
ajanlardir. Membran peroksidasyonu, membran proteinlerinin dekarboksilasyonu ve/veya
oksidasyonuna yol a¢ip membran biitiinliiglinii bozabilir ve DNA’y1 okside ederek
pargalayabilir. Fagositik kaynakli oksidan ajanlar; oto-toksik, immunosupresif ve mutajenik
etki olusturabilirler (47).

6. Oto-oksidasyon

Doku bilesenlerinin ¢ogu molekiiler oksijenin varlifinda kimyasal olarak stabil
degildirler ve metabolik sartlar altinda az ya da ¢ok oto-okside olurlar. Kolayca oto-okside
olabilen bu bilesenler doku ve hiicrelerin son derece énemli komponentleridirler (48, 49).
Bunlar arasinda, hemoglobin, hormonlar, tiyoller, doymamis membran lipitleri sayilabilir.

Biitiin oto-oksidasyonlar sirasinda serbest radikal intermediyerleri kadar aktive oksijen
tiirleri de tiretilir. Boylece oto-oksidasyonlar viicudun radikal kaynaklarina katkida bulunurlar.

7. Oksidan Enzimlerin Reaksiyonlari

Aerobik organizmalarda oksijenin katildig1 bir¢ok reaksiyonda oksijenin tek degerlikli
indirgenmesiyle siiperoksid anyonu meydana gelebilir. Glikojen oksidaz, XOD, NADPH
oksidaz, NADH oksidaz, diamin oksidaz, {irat oksidaz gibi enzimler bunlardan bazilaridir.

Uzerinde en ¢ok calisilan ksantin oksidaz (XOD) aslinda ksantin dehidrogenaz (XDH)
olarak sentezlenmekte ve dokularda yaygin olarak bulunmaktadir. Bu enzim elektronlarini
molekiiler oksijene degil NAD’ye verir ve siiperoksit anyon radikali olusturmaz. Fakat XOD
stilfidril oksidasyonu ya da smirli proteolizis ile dehidrogenaz formunda oksidaz formuna
doniigebilir. XOD molekiiler oksijeni kullanarak H,O, ve Oy olusturmaktadir (50).

B. Ekzojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

1-Hava kirliligi: Havadaki azot dioksit ve kiikiirt dioksit gazlari

2-Sigara dumani: Sigara i¢enlerde veya dumanina maruz kalanlarda diisiik dansiteli
lipoprotein (LDL)’lerin oksidasyona duyarlilifinin arttigit buna mukabil antioksidan
kapasitenin azaldig1 goriilmiistiir.

3-Kimyasal maddeler: Coziiciiler, pestisitler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar,
asbest

4-Antineoplastik ilaglar: Nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin

5-Glutation tiiketen ilaglar: Asetaminofen, kokain

6-Radyasyon: Radyasyon su molekiiline etki ederek hidroksil radikali

olusturmaktadir.

22



7-Stres: Stres sonrast lipit peroksit diizeyleri artar, protein ve DNA hasar1 olusur.

8-Alkol: Alkol hepatotoksik etkisi nedeniyle karacigerde serbest radikal olusumunu
arttirarak lipid peroksidasyonuna neden olur.

9-Coklu doymamis yag asitleri (PUFA): Yapilarindaki c¢ift baglardan dolay:1 kolayca
otooksidasyona ugramaktadirlar. Bundan dolay1 ¢oklu doymamis yag asitlerini fazla tiikketen
canlilarda lipit peroksidasyonu artmakta ve antioksidan rezervleri azalmaktadir

10-Yiksek kalorili diyet: Yiiksek kalorili gidalarin biyolojik molekiillerde daha fazla
oksidatif hasar olusturdugu gozlenmistir.

11-Asirt demir ve bakir alinmasi: Metal iyonlar1 biyolojik sistemlerde serbest radikal
ve metal-oksijen kompleksleri iiretmek icin siiperoksit anyonlart ve hidrojen peroksit ile

reaksiyona girmektedir. Sonucta oksidatif DNA hasar1 olugsmaktadir (51).

2.3.4. Serbest Radikallerin Viicuttaki Etkileri
Serbest radikaller DNA, lipidler, proteinler ve enzimler gibi pek ¢ok biymolekiil
tizerinde etkilidirler (Sekil 3).

DNA’da yapisal degisiklikler

L7 7l

Lipit peroksidasyonu
DNA’da konformasyonel
degisiklikler
Hiicre proliferasyonun I
uyarilmasi < ROS/RNS Oksidatif protein hasarlar1 sonucu
DNA polimerazin etkisinde ve DNA

onarim enzimlerinde azalma

A

Stres indiike protein ve
genlerin modiilasyonu

v

y

Apoptotik ve nekrotik mekanizmalarla hiicre biiylimesi, farklilagmasi ve 6liimii

Sekil 3. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin (ROS ve RNS) viicuttaki etkileri (52)
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2.3.4.1. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri

Serbest radikallerin en onemli etkisi lipitler iizerine yaptigi etkidir ki bu lipit
peroksidasyonu olarak adlandirilir. Lipit peroksidasyonu doymamis yag asitlerinin serbest
radikallerle etkilesmesi sonucu doymamis yag asidindeki metilen grubundan bir hidrojen
atomunun uzaklastirilmasi ile baglamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu radikalin siiperoksit
anyon radikali ile hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir. Siiperoksit anyon radikali
hidroksil radikaline doniismektedir. Benzer sekilde hidrojen peroksidin de hidroksil radikaline
doniistiigli bilinmektedir. Bu nedenle lipit peroksidasyonunu baglica hidroksil radikali
baslatmaktadir. Hidrojen atomunun koparilmasiyla olusan serbest yag asidi radikali molekiiler
oksijen ile reaksiyona girerek peroksit radikalini olusturur. Olusan peroksit radikali yiiksek
reaksiyon yetenegine sahip olup baska bir yag asidi molekiilii ile yeni bir hidroperoksit ve
yeni bir yag asidi radikali olusturacak sekilde reaksiyona girer. Olusan bu yag asidi radikali
yeniden oksijen ile birlesir ve RH’dan yeniden bir hidrojen atomunun ayrilmasini saglar. Bu
baslayan zincir reaksiyonu olusan yeni radikallerin etkisiyle devamli olarak artan bir hizda
devam eder.

R +0, — ROO

ROO +RH— R + ROOH

ROOH — ROO" + OH

RO + RH — R + ROH

OH + RH — R + H;O

Bir ¢ok olayda bu sekilde olusan lipit peroksiti RO" ve OH' verecek sekilde pargalanir
ve bu olusan radikaller hemen substrat ile reaksiyona girerek yeni zincir reaksiyonlarini
baslatacak olan R radikallerini olustururlar. Boylece olusan bir radikal siirekli olarak yeni
radikallerin olusmasina neden olur (53 - 55).

Lipit peroksitleri hiicre zarlarinin 6nemli bir komponentidir ve Fe, Cu gibi gecis
metallerinin varliginda alkoksi ve peroksi radikallerini verirler. Bu nedenle Fe veya Cu tuzlari
lipit peroksidasyonunun hizin1 arttirirlar.  Sonugta hiicre zarmin akiskanligini  ve
permabilitesini azaltarak zar biitiinliigiiniin bozulmasina yol agarlar. Lizozomal membranlarin
tahribi hidrolitik enzimlerin salinmasimna ve intraselliiler sindirime neden olur. Biriken
hidroperoksitler direkt olarak toksik etki gostermenin yanisira duyarli aminoasit kalintilarini
(methionin, histin, stein, lizin) okside eder veya zincir polimerizasyon reaksiyonlariyla

enzimleri inaktive edebilirler (47, 54, 56).
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2.3.4.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Serbest radikallerin proteinlere etkisi proteinlerin aminoasit icerigine gore degisir.
Protein molekiilleri {izerindeki siilthidril veya amino gruplartyla serbest radikallerin
etkilesmesi sonucu proteinlerde olusan yapisal degisiklikler lige ayrilir:

1) Amino asitlerin modifikasyonu,

2) Proteinlerin fragmantasyonu,

3) Proteinlerin agregasyonu veya capraz baglanmalardir (57).

Aromatik aminoasitlerde (fenilalanin, tirozin, triptofan) doymamis yapilar oldugundan
oksidatif ataklara ¢ok hassastirlar. Silfiirlii amino asitler olan sistein ve sistin de serbest
radikal atagina hassas amino asitlerdir. Proteinin temel yapisindaki degisme, antijenitesindeki
degismeye ve proteolize hassasiyete yol acabilir. Radikaller, membran proteinleri ile
reaksiyona girebilirler ve enzim, ndrotransmitter ve reseptdr proteinlerinin fonksiyonlarinin

bozulmasina neden olabilirler (58).

2.3.4.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelirler. Bunlar diabet ve sigara i¢imi ile iliskili kronik hastaliklar
gibi patolojik proseslerde 6nemli rol oynarlar (58).

Enflamatuar eklem hastaliklarinda synovial siviya gegen PML’lerden extraselliiler
stviya salinan H,O, ve O, buradaki mukopalisakkarit olan hyaliiranoik asidi pargalarlar.
Goziin vitroz sivisinda bol miktarda hyaliironik asit bulunur. Bununda oksidatif hasari

katarakt olusumuna katkida bulunur (59).

2.3.4.4. Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Serbest radikallerin, DNA ataklar1t mutasyonlara ve hiicre 6liimlerine yol agmaktadir.
Hidroksil radikali bazlarla ve deoksiribozlarla kolayca reaksiyona girer. Hidrojen peroksit ise
membranlardan kolayca gegebileceginden hiicre c¢ekirdegindeki DNA’ya ulasir ve hiicre
disfonksiyonuna hatta Oliimiine yol acar. Bu nedenle DNA kolay zarar gorebilen bir
molekiildiir. ROS ve RNS ile DNA hasarlarinin ¢ok az bir kismi dogal olarak meydana
gelmektedir (46).

DNA hasarlariin olusumunda yer alan endojen reaksiyonlar oksidasyon, metilasyon,

depiirinasyon ve deaminasyon reaksiyonlaridir. Nitrik oksid veya nitrojen dioksid (NO),
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peroksinitrit (ONOQO"), dinitrojen trioksid (N,O3) ve nitrik asid (HNOs) gibi reaktif iirtinleri,
nitrozasyon ve deaminasyon reaksiyonlar1 ile mutajenik aktivite gosterirler. Farklt ROS farkl
yollardan DNA hasarlarina neden olurlar (47, 48). Omegin 0O, ve H,0; hi¢bir zaman bazlarla
reaksiyona girmezken OH DNA’daki dort bazdan herhangi birine baglanarak farkli reaktif
tirtinlerin olugsmasina yol agmaktadir (49). Singlet oksijen ise guanine spesifik baglanarak
hasar olusturur (29, 30).

Hidroksil radikali piirin bazlari ile C4, C5 ve C8 pozisyonlarindan reaksiyona girerek
sirastyla C4-OH-, C5-OH-, ve C8-OH- piirin radikalleri olugsmaktadir (31). C4-OH- ve C5-
OH-piirin radikalleri dehidrasyona ugrayarak okside piirin radikallerini olustururlar. C8-OH-
piirin radikallerinin bir elektronlarinin oksidasyonu ve bir elektronlarinin rediiksiyonu ile
strastyla 8-hidroksipiirinler (7,8-dihidroksi—8-oxo-piiriinler) ve formamidopirimidinler olusur
(30). Her ikisi de hem oksijenli hem de oksijensiz ortamlarda meydana gelebilmektedir.
Indirgeyici ajanlar formamido- pirimidinlerin olusumunu arttirirken 8-OH-pirimidinlerin
olusmasi i¢in oksijenli ortam uygun goriilmektedir. 8-OH-guanin ¢ok yaygin olarak meydana
gelen bir baz hasar iiriinli oldugundan oksidatif DNA hasarlarinin dl¢iilmesinde hasar indeksi
olarak Oolgiilmektedir. Cogu zaman 8-hidroksideoksiguanozin (8-OH-dGua) niikleoziti
seklinde dlgiilmektedir (32).

Timinin alil radikalinin oksidasyonu ile 5-hidroksimetilurasil ve S5-formilurasil
olugmaktadir. Dehidrasyon ve deaminasyon reaksiyonlarina yalnizca sitozin katilabilmektedir.
Boylece sitozin; glikol dehidrasyonla urasil, glikol deaminasyon ile 5-hidroksi urasil (5-OH-
Ura), dehidrasyon ve deaminasyon ile de 5-hidroksisitozini (5-OH-Cyt) vermektedir.

Hidroksil radikali fraksiyonunun DNA’daki seker grubu ile etkilesmesi, bes karbon
atomunun herhangi birinden bir H atomunun ¢ikarilmasiyla olmaktadir (29). Seker radikalleri
birgok farkli reaksiyonla meydana gelmektedir. Oksijensiz sistemlerde C4’ merkezli
radikaller pargalanmaya ugrarlar ve DNA zincirleri kirillarak saglam baz ve degisiklige
ugramis seker serbest kalir. Cl merkezli radikallerin oksidasyonu ile seker laktonu olusumu ve
saglam bazin salinimi gerceklesir. Oksijen yoklugunda, baz radikalleri kendilerine komsu
olan seker grubundan H atomu alarak seker radikallerini olustururlar ve sonucta zincir
kirilmalarina neden olurlar. Oksijenli sistemlerde karbon merkezli seker radikaline molekiiler
oksijenin eklenmesi sonucu peroksil radikalleri olusmaktadir. Seker peroksil radikallerinin en
karakteristik 6zelligi karbon-karbon bagini kirarak alkali bolge olusturmalaridir. C5’ merkezli

peroksil radikali oksil radikaline doniistiiriilerek parcalanma ile DNA zincirinin kirilmasina,
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saglam bazin ve degismis sekerin serbest kalmasmma yol a¢maktadir (33). DNA’daki
degisiklige ugramis seker gruplari DNA zincirinden salinabilir ya da fosfat baglariyla
DNA’ya baglh kalabilir.

Baz ve seker radikallerinin reaksiyonlari; degisik modifiye baz ve sekerler, kontrolsiiz
baz dizilimi, zincir kirilmalar1 ve DNA-protein ¢apraz baglarini meydana getirirler. Oksidatif
DNA hasarlar1 da denilen bu tip hasarlar mutagenezise, kanserogenezise ve yaslanmaya yol

agmaktadir (34).

2.3.5. Antioksidan Savunma Sistemleri
Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek

icin viicutta “antioksidan savunma sistemleri veya antioksidanlar” adi verilen bir¢ok
savunma mekanizmalar1 geligsmistir. Biitlin hiicreler, gii¢lii savunma sistemlerinin varligi ile
oksidatif strese karst savasmaktadirlar. Savunma sisteminde Oncelikle enzim sistemi ve
serbest radikal tutucular etkili olmaktadir. Eger serbest radikaller notralize edilmezlerse
viicutta ciddi hasarlara neden olabilirler. Bu hasarlar genel olarak sdyle siralanabilir;

1.Hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmasi,

2.Membran lipit ve proteinlerinin denatiirasyonu,

3.Niikleik asitlerin (DNA/RNA) mutasyonu

4 Immiin sistemin supresyonu.

Organizmada oksidan tiriinlere kars1 savunma ii¢ sekilde ger¢ceklesmektedir;

1.Serbest radikal reaksiyonlarinin sonlandirilmasi,

2.Serbest radikal reaksiyonlariin siirlandirilmasi,

3.0Olusan serbest radikallerin detoksifikasyonu.

Antioksidanlarin baglica etki mekanizmalar ise soyledir;

1.Toplayici etki: Serbest oksijen radikallerini tutma veya daha zayif bir molekiile
cevirme islemidir. Antioksidan enzimler bu tip etki gosterirler.

2.Bastirict etki: Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktif hale dontistiirme islemidir. A vitamini ve flavanoidler bu tip etki
gosterirler.

3.Zincir kiric1 etki: Serbest oksijen radikallerinin zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleme islemidir. Hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini ve mineraller bu tip etki

gosterirler.
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4.0naric1 etki: Serbest oksijen radikallerinin yapmis oldugu hasari tamir etme

islemidir (60).
I. Enzimatik Antioksidanlar

1. Siiperoksit Dismutaz (E.C.1.15.1.1)

SOD siiperoksit anyonunun hidrojen perokside dismutasyonunu katalizler.

Oy + Oy + 2H SOD_ H:0; + O,

SOD, glutatyon peroksidaz ve katalaz oksijen radikalleriyle olugan hasara kars1 baglica
enzimatik savunma mekanizmalaridir. SOD ile O2" ‘nin dismutasyonu ile H,O; ¢ikarilmasi
hiicre i¢in biyolojik avantaj saglar. Hiicreden H,O, ¢ikarilmasi i¢in SOD; katalaz ve glutatyon
peroksidaz enzimleri ile birlikte ¢alisir (61, 62).

2. Katalaz (E.C. 1.11.1.16 )

Katalaz yapisinda hem grubu icerdiginden bir hemoprotein olarak kabul edilmistir
(63). Kan, kemik iligi, karaciger, bobrek ve miikoz membranda yiiksek miktarda
bulunmaktadir. H,O; olusum hizinin diisiik oldugu durumlarda peroksidatif tepkimeyle
(tepkime 1) veya H,O, olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle

(tepkime II) hidrojen peroksiti suya doniistiirerek ortamdan uzaklagtirir.

H,O, + AH, — 2H,0 + A (Tepkime I)
H,0, + H,0, —» 2H, 0O+ O, (Tepkime II)

3. Glutatyon Peroksidaz ( E.C 1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hidrojen peroksidlerin indirgenmesinden sorumlu
enzimdir. Tetramerik ve 4 selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Birbirine
kenetli enzim sistemi GSH-Px ve GSH-Rd glutatyon harcayarak H,O; ‘nin rediiksiyonunu
katalizler (63).

H,Op, + 2G8H GSH-Px.  G853G + 2H0

ROOH + 2GsH 2822 g5 + ROH + HLO
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Fosfolipid hidroperoksid glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) da molekiil agirlig:
20.000 dalton olan, monomerik selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Membran

fosfolipid hidroperoksidlerini, alkollere indirger.

H,0, + 2GSH FLGSHPE. gssg + 2H0

ROOH + 2GsH PLGSH-Px.  G3sG + ROH + H;0

PLOOH + 2GSH FLGSHP. Gesc i pLoH +H,0

Membrana bagli en dnemli antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugu zaman PLGSH-
Px membranin peroksidasyona karsi korunmasini saglar.
Hidroperoksidlerin rediikte olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon rediiktazin

katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’a doniisiir.

Flutatyon

GESG + NADPH + @ _Fediktar _ oqep | qapp:

GSH-Px’in, fagositik hiicrelerde onemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla
birlikte GSH-Px, solunum patlamas sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik
hiicrelerin zarar gérmelerini engeller.

Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karsi en etkili antioksidandir. GSH-Px
aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol agar.

4. Glutation-S-Transferaz ( E.C.2.5.1.18)

Glutation-S-Transferaz (GST)’lar antioksidan aktivitelerine ilave olarak ¢cok Onemli
baska biyokimyasal fonksiyonlara da sahiptirler. Son zamanlara kadar GST’lar
katalizledikleri reaksiyona gore siniflandirilmaktaydilar. Daha sonra yapilan ¢alismalar bu
enzimlerin s6z konusu reaksiyonlarin herhangi birine 6zgiil olmadigini, i¢ i¢ce gegmis substrat
Ozgilliigline sahip oldugunu ortaya koymus ve bunlar ‘glutatyon-S-transferaz’ lar adir altinda
toplanmistir. Giiniimiizde ise tlire bagimsiz bir smiflama yapildiginda GST’lar geleneksel
olarak ii¢ sitozolik bir de mikrozomal olmak iizere dort ana gruba ayrilirlar. Basta arasidonik
asid ve lineolat hidroperoksidleri olmak tizere lipid peroksidlerine kars1 GST’lar Se-bagimsiz

GSH peroksidaz aktivitesi gostererek bir defans mekanizmasi olustururlar.
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i35 T
ECOH + 2G5H —— = G555 + ECH + Hy0

Homodimerik veya heterodimerik enzimler olan GST’larin, arastirilan tim canli
tiirlerinde bulunmas1 bunlarin hayati 6neminin gostergesidir. Bu enzimler katalitik ve katalitik
olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptirler. Hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre i¢i
baglayici ve tastyict rolleri vardir. Katalitik olarak; yabanci maddeleri glutatyon (GSH)’daki
sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik bolgelerini nétralize ederler ve
tiriiniin daha fazla suda ¢6ziiniir hale gelmesini saglarlar. Olusan bu GSH konjugatlar1 boylece
organizmadan atilabilir veya daha ileri metabolize olurlar. Bu yol, GST’larin kanserojen,
mutajen ve diger zararli kimyasallarin hiicre i¢i detoksifikasyonunda rolleri oldugunu gésterir.

Metabolize edilmeyen lipofilik-hidrofobik pek c¢ok bilesigi baglamalari ise bu
enzimler i¢in depo ve tagima rolii {istlendigini gosterir. Bir¢cok pigment (bilirubin, hematin,
bromsiilfattalein, indosiyanin gren gibi), kolik asitler, steroid hormonlar, polisilik aromatik
hidrokarbonlar bu proteinler tarafindan baglanip tasinabilmektedirler.

5. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla
stiperoksidi detoksifiye eden enzimdir.

40,7 + 4H> + 4 — 2H,0

Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup bu
yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji liretimi saglanir.
Ancak, siiperoksid iiretimi ¢ogu zaman bu enzimin kapasitesini asar. Bu durumda diger

antioksidan enzimler devreye girerek siiperoksidin zararl etkilerine engel olurlar.

I1. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1. C Vitamini (Askorbik Asit)

C vitamini, Suda ¢oziinme Ozelligi gosterir; ancak lipit peroksidasyonunu baslatan
radikallerin etkilerini yok ederek, lipitleri oksidasyona kars1 korur.

C vitamini, antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasini engeller. E
vitaminin rejenerasyonunda gorev alarak tokoferoksil radikalinin a-tokoferole indirgenmesini

saglar. Boylece E vitamini ile birlikte LDL oksidasyonunu etkili bir sekilde engellemis olur.
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C vitamini, fagositoz i¢in de gereklidir. Bu vitaminin kemotaktik cevabi artirdigi
goriilmiis; oksidatif patlama sirasinda g¢evreye yayilan reaktif bakterisidal molekiillerin
bakterisidal etkisini saglayan intraselliiler konsantrasyonlarinda bir azalma yapmadan,
oksidatif parcalanma iirlinlerinin zarar verici etkilerini 6nledigi gézlemlenmistir.

C vitamini, organizmada birgok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgen (rediiktan)
olarak gorev yapmaktadir. Prokollajenin yapisinda yer alan lizin ve prolinin
hidroksilasyonundan sorumlu enzim olan protokollajen hidroksilazin yapisinda C vitami
kofaktor olarak goérev yapar. Bu hidroksilasyon reaksiyonu olmaz ise kollajen fibrilleri
arasinda ¢apraz baglantilar olusmayacak ve kollajen dokunun biitiinliigii bozulacaktir. Benzer
sekilde C vitamini, 7y-biitirobetainin hidroksilasyonu ile karnitin olusumunda rol oynar.
Tirozin metabolizmasinda, mikrozomal ilag metabolizmasinda, adrenallerde epinefrin ve
antiinflamatuvar  steroidlerin  sentezinde, folik asit metabolizmasinda ve lokosit
fonksiyonlarinda C vitamini etkili olmaktadir. C vitaminin bu islevleri ézellikle Fe™ enzim
sistemleri lizerindeki indirgen etkisine baghdir.

Askorbik asit giiclii bir indirgeyicidir. Dehidroaskorbik asit ile bir redoks sistem
olusturur. Standart sartlarda oksidan ve rediiktan kapasitesi esittir. Ancak fizyolojik sartlarda
bu esitlik saglanamadigi i¢in askorbik asit elektron vericisi olarak gorev yapar. Bu
Ozelliginden dolay1 biyolojik sistemlerde askorbik asitin en Onemli fonksiyonu hidrojen
tastyicist olarak rol oynamasidir. Askorbik asit suda ¢oziinen siiperoksit (O), single oksijen
(0,™) ve hidroksil radikalleri (OH) ile direkt olarak reaksiyona giren zincir kiran bir
antioksidandir.

Askorbik asitin diger bir 6zelligi, antioksidan etkisinin yaninda pro-oksidan etki de
gostermesidir. Askorbik asit metal iyonlarinin varliginda pro-oksidan gibi rol oynar. Askorbik
asit ferri demiri (Fe™) ferro demire (Fe™) indirgeyen siiperoksit radikali (O,’) disindaki tek
hiicresel ajandir. Bu yolla askorbat, proteine bagli olan ferri demiri uzaklastirarak ya da
dogrudan indirgeyerek fenton reaksiyonunda hidrojen peroksitle (H,O,) etkilesmeye uygun
olan ferro demire doniistiiriir. Yani hidroksil radikalleri (OH') iiretimine katkida bulunur. Bu
ozelliginden dolay1 askorbik asit serbest radikal reaksiyonlarinin énemli bir katalizorii veya
bir pro-oksidan olarak degerlendirilir. Fakat bu etkisi sadece diisiik konsantrasyonlarda
goriilmekte olup daha yiiksek konsantrasyonlarda ise giiglii bir antioksidan olarak etki

gostermektedir (64).
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2. AVitamini (Beta Karoten)

B -karoten yagda c¢oziinen bir antioksidan olarak serbest radikaller biyolojik hedeflerle
interaksiyonuna girmeden once direkt olarak onlar yakalayabilir ve ayn1 zamanda zincir kiran
bir antioksidan olarak etki ederek de peroksit radikalleri olusumunu 6nler (62, 63).

3. E Vitamini (o -Tokoferol)

o -Tokoferol yagda ¢oziinen ve zincir-kiric1 bir antioksidandir. En 6nemli gorevi
serbest oksijen radikallerinin ataklarina karsti membran lipidlerindeki yag asitlerini
korumaktir. Mitokondri, endoplazmik retikulum ve plazma membran fosfolipitlerinin o -
tokoferole karst ¢ok yiiksek affinitesi vardir. Tokoferoller fenolik bir hidrojeni,
peroksidasyona ugramis bir doymamis yag asidindeki serbest peroksit radikaline aktarirlar

(46). Bunun sonucunda serbest radikal zincir reaksiyonlar1 kirilir.

ROO + Toc-OH — ROOH + Toc-O
ROO" + TocO — ROOH + Serbest olmayan radikal
Toc-OH = TOKOFEROL

Olusgan serbest a -tokoferol radikali bundan sonra yeni bir serbest peroksit radikaliyle
reaksiyona girer. Boylece a -tokoferol kolay reversible oksidasyona ugramaz. Kroman halkasi
ve yan zincir seklindeki serbest olmayan radikal iirlinline okside olur. Bu oksidasyon iiriinii
ikinci konumundaki hidroksil grubu iizerinden glukuronik asit ile konjugasyona ugrayarak
safra yoluyla atilir (64).

Tokoferoliin antioksidan etkisi yliksek oksijen konsantrasyonlarinda etkilidir. Bundan
dolay1 en yiiksek oksijen kismi basinglarina maruz kalan lipit yapilarinda 6rnegin eritrosit ve
solunum sistemi membranlarinda etkileri belirgindir (54, 65).

4. Polifenoller/Flavanoidler

Fenoller, aromatik halkaya bagli OH grubu iceren etkili antioksidanlardir, ¢iinkii bu
bilesiklerden olusan radikaller, rezonans kararliligina sahiptir. Bu nedenle diger radikallere
gore etkin olmayan radikallerdir.

5. Transferin ve Laktoferrin

Demiri baglayarak lipid peroksidasyonu ve demir katalizli Haber-Weiss

reaksiyonlarina katilimini durdurur veya yavaslatir.
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6. Seruloplazmin

Plazma antioksidan aktivitesinin ©6nemli bir kismi akut faz proteini olan
seruloplazminden  kaynaklanir.  Plazmada  bakir tasiyan  seruloplazmin, demir
metabolizmasinda da rol oynamaktadir. Seruloplazmin ferro-oksidaz aktivitesine sahiptir.
Ferro demiri (Fe™) ferri demire (Fe™) okside ederek fenton reaksiyonunu, hidroksil radikali
olusumunu ve bu sekilde demir iyonuna bagli lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Daha az
onemli olmakla birlikte siiperoksit radikali ile reaksiyona da girer.

7. Albiimin

Albiimin kuvvetli sekilde bakir ve zayif olarak da demiri baglar. Yiiksek
konsantrasyonlarda (40 - 60 mg/ml) bulunur. Albumine baglh bakir, Fenton reaksiyonuna
katilabilir fakat albumin yiizeyinde olusacak olan OH radikali albumin tarafindan temizlenir
ve radikalin serbest soliisyona kagmasina izin vermez. Ayni zamanda myeloperoksidaz tiirevi
bir oksidan olan HOCI’1 hizli bir sekilde temizler.

8. Urik Asit

Kuvvetli olarak demir ve bakir baglar. Pek ¢ok serbest radikali plazmadan temizler. C
vitaminin oksidasyonunu engeller.

9. Bilirubin

Hem katabolizmasi ile meydana gelen ve albumine bagli olarak tasiman bir safra
pigmentidir. Siiperoksit ve hidroksil radikallerini toplama gorevine sahiptir.

10. Melatonin

Kan-beyin bariyerini gegebilen lipofilik etkili giiclii bir antioksidandir. Serbest OH
radikalini ortadan kaldiran bilinen atioksidanlarin en giigliisii olarak kabul edilmektedir.
Antioksidan etkisi ile kanserin ilerleme ve gelisme sathalarini geciktirir.

11. Glutation (GSH)

Karacigerde glutamikasit, sistein ve glisinden sentezlenen, suda ¢oOziinen
antioksidandir. Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara
karsi korur.

12. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein (HDL)

HDL kolesterol, siiperoksit ve hidroksil radikallerinin iiretimini onleyerek koroner
kalp hastaliklarina kars1 koruyucu etki gosterir.

13. Ferritin

Demiri depolayan antioksidan etkili bir plazma proteinidir.
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14. Mannitol

Ortamdaki OH radikalini toplayarak temizleyen antioksidan etkili bir maddedir. Beyin
O6deminin tedavisinde sik kullanilir.

15. Ubikinon (Koenzim Q)

Mitokondriyal ETZ’nde elektron taginmasinda gorev alan benzokinon tiirevi bir
koenzimdir.

16. Allopurinol/Oksipurinol

Ksantin oksidaz enzimini inhibe edip, dogrudan hidroksil radikali ve hipoklorit
radikalini azaltic1 olarak etki eder.

17. Sistein/Asetilsistein

Stiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.

18. Haptoglobin

Plazmadaki serbest hemoglobini baglayan bir akut faz reaktanidir.

19. Adenozin

Adenozin trifosfat (ATP)’1n bilesiminde yer alan bir piirin niikleozitidir.

20. Hemopeksin

Hemoglobin hem ve globine pargalandiktan sonra sadece hem grubunu baglayan bir
proteindir.

21. Lipoik asit

Vitamin benzeri antioksidan etkili bir bilesiktir. Diyabetik néropatide ve Alzheimer
hastaliginda beyin fonksiyonlarinin korunmasinda faydali oldugu belirtilmektedir.

22. Histidin

Bazik etkili yar1 esansiyel bir amino asittir.

23. Selenyum

Antioksidan etkili bir enzim olan glutation peroksidazin yapisinda yer alan bir eser
elementtir.

24, Sitokinler

Hiicreler arasi iletisimde rol oynayan, immiin sistem hiicreleri tarafindan salinan,
enflamasyon ve immiinitenin hemen her fazinda etkili olan protein yapisinda maddelerdir.
Sitokinler, basta katalaz olmak {izere antioksidan enzimleri aktive ederler. Ancak proteolitik

enzimleri de aktive ettikleri i¢in zararli da olabilirler.
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2.3.6. Total Oksidan Seviye (TOS)

Oksidatif stres; viicudumuzda mecut oksidative-antioksidative dengenin oksidanlar
lehine bozulmas1 sonucu meydana gelen patolojik durumdur. Oksidatif stresin toplam degeri;
total oksitatif stres veya total oksidan status/seviye (TOS) olarak ifade edilir. Bu fenomen,
asir1 reaktif oksijen ve/veya nitrojen tiirlerinin iiretimi veya antioksidan tampon
mekanizmasinin eksikligi sonucu olusur. Reaktif oksijen ve nitrojen lriinleri toksiktir ve
hiicrenin lipit, protein ve DNA gibi biyomolekiillerine zarar verir. Damar endoteli de bu

durumdan kismen etkilenmektedir.

2.3.7. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Total antioksidan kapasite (TAK)’yi gosterir. Normal kosullarda organizma, endojen
ve eksojen serbest radikallerin olusturdugu oksidatif stres ile miicadele eden kompleks bir
antioksidan savunma sistemine sahiptir. Viicutta olusan oksidan durumlarin tamponize
edilmesinde kan cok ©nemli bir rol oynamaktadir. Kan, antioksidanlarin tiim viicuda
dagitilmasini saglar (66).

TAS’a en biiyiik katki plazmada bulunan antioksidan molekiillerden gelmektedir.
Plazmada serbest demiri toplayan transferrin ve seruloplazmin gibi proteinler yaninda serbest
radikalleri kapan zincir kirict antioksidanlar da bulunmaktadir. Albiimin, {irik asit ve askorbik
asit insan plazmasindaki total antioksidan kapasitenin % 85’inden fazlasini olusturur. Bu fark
kanda bilirubin, indirgenmis glutation (GSH), flavanoidler, alfa-tokoferol ve beta-karoten gibi
antioksidan maddelerin miktarinin alblimin, {irik asit ve askorbik asit miktarindan az
olmasindan kaynaklanmaktadir. Plazmada antioksidanlar etkilesim ig¢indedir. Bu
etkilesimden dolay1 bilesenlerin tek baslarina yaptiklar1 etkinin toplamindan daha fazla bir
antioksidan etki olugmaktadir. Bu sinerjik etkiye Ornek olarak; glutationun askorbati,
askorbatin da tokoferolii yeniden aktiflestirmesi verilebilir. Total antioksidan seviyesinin
Olclimii, antioksidanlarin tek tek seviyelerinin Slgiimiinden daha degerli bilgiler verir. Bu
ylizden kanin antioksidan diizeyi durumunu saptamada bireysel antioksidanlardan ziyade
bunlarin toplam antioksidan degerini veren toplam antioksidan kapasite Ol¢limii

yayginlagsmaktadir (67, 68).
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2.3.8. Oksidatif Stres indeksi (OSI)
Total peroksitlerin, total antioksidanlara boliinmesiyle elde edilen oransal bir indekstir.

OSI’nin yiiksek olmasi oksidatif stresin arttigin1 gosterir (69, 70).

Total Oksidan Seviye (TOS)

Oksidatif Stres Indeksi (OSI) =
Total Antioksidan Seviye (TAS)

2. 4. Prolidaz

2.4. 1. Prolidazin Tanimi

Prolidaz hidrolazlar sinifina ait, Mn' ile aktive olan bir metalloenzimdir (71, 72).
Uluslararasi siniflandirmaya gore; EC 3.4.13.9 siifinda yer alir. Hidrolazlar ¢esitli baglarin
hidrolizini kataliz ederler. Bu baglar; C-O, C-N, C-C ve fosforik anhidrit bagin1 da iceren baz1
bazlardir. Prolidaz enzimi karboksil terminal pozisyondaki prolin veya hidroksiprolin i¢ceren

dipeptitlerin hidrolizini katalizler.

Prolidaz, domuz intestinal mukoza artiklarinda aminopeptidaz ve karboksipeptidaz
aktivitelerinin arastirilmasi sirasinda kesfedilmistir. Prolidaz, bir alt grup olarak saflastirilmas,
domuz bobregi ve domuz, sigir ince bagirsagindan elde edilmistir. 1937 yilinda Bergmann ve
Fruton glisil-prolin’in 6nceden bilinen peptidazlardan farkli, intestinal mukozal bir enzim
tarafindan hidroliz edildigini saptamiglardir. O tarihten itibaren prolidaz adi verilen bu
enzimin pek ¢ok memeli dokusunda varligi gosterilmistir (73, 74). Enzim yaklasik 70 yil
once bulunmasina ragmen Onemi 35 yil Once eksikligi ile ilgili ¢aligmalart yapildiginda

anlasilmistir (75).

2.4. 2. Prolin

Prolin esansiyel olmayan bir imino asittir. Glutamatin halka yapisindaki bir tiirevidir.
Prolin sentezinde glutamatin y-karboksi grubunun ATP ile tepkimeye katilmasi sonucu v-
glutamilfosfat olusmaktadir. Bunun NADPH ile indirgenmesi sonucu olusan glutamat -

semialdehit sonra kendiliginden A-prolin-5-karboksilat olusturmak tizere halkalagmakta ve bu
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yap1 indirgenerek prolini olusturmaktadir. Prolin katabolizmasinda prolin oksidaz ile
prolinden olusan A-prolin 5-karboksilat, glutamat y-semialdehit ile ornitine transamine

olabilmekte veya glutamata oksitlenmektedir.

Prolinin diger amino asitlerden farki R grubunun hem amino grubu hemde o karbon

grubuna bagli olarak siklik bir yapiya yol agmasidir.

Benzersiz yapisal 6zellikten dolay1 prolin bir peptit sekansina girdigi zaman 6nemli
konfarmasyonel 6zellikler gosterir. Bu aminoasidin siklik yapis1 polipeptit omurganin yapisal
yonlerine temel sinirlamalar getirmektedir. Prolin siklik yapisinin sonucu olarak higbir
fonksiyonel grup icermez ki bu durumda hidrojen bagina veya peptit bir bagin rezonans
stabilizasyonuna katilmay1 engeller bu nedenle prolin a helix veya [ tabakali sekonder
yapilarina uyumlu olmayan tek amino asittir. Kemik, tendon ve destekleyici membran
dokularin1 ana bileseni olan kollejen, prolinin yapisal ozelliklerine belirgin bir sekilde

baglidir.

Prolinin siklik yapisi a karbon ve nitrojenin bir peptit bagindaki rotasyon agisini
sinirlamaktadir ki normal olarak bitisik amino asitlerin reel gruplar1 arasindaki siterik
engelleme veya elektrostatik repulsiyona baghdir. Prolin potansiyel bir yap1 kirict olan ve
peptit zincirlerinin yoniinii degistirme egilimine sahip, peptit zincir igine sabit bir egim
takdim eder. Proteinlerin yiizeyindeki ters bir doniis veya sag¢ tokasi egimi seklinde onemli

yapisal olayin proteinler icindeki en 6nemli sonucu prolin tarafindan olusturulmasidir.

Prolin ve hidroksiprolin, kollajen yapisinda yer alan en énemli amino asitlerdir. Prolin
tirevleri olan 3-hidroksiprolin ve 4-hidroksiprolin karisik fonksiyonlu oksigenazlar
kullanilarak polipeptit zincirinde bulunan prolin kalintilarindan elde edilmektedir.
Hidroksiprolinin hidroksiprolin oksidaz ile parcalanmasi sonucunda glioksalat ve piriivat

olusmaktadir.

Prolin, biyolojik olarak aktif peptitlerin enzimatik degradasyonuna kars1 korunmasini
saglamaktadir. Bu durum peptit veya protein prekiirsorlerinin  post translasyonel
modifikasyonlarinin regiilasyonunda agikca bellidir. Polipeptit zincirinin i¢inde yerlesik olan
prolin amino asitleri, zincirlerin enzimatik siireci Oncesinde modifikasyon boliimiinde
bulunur ve polipeptit zincirinin hassasiyetini proteolizle sinirlayan yapisal unsurlar olarak
hareket eder. Bu durum peptitlerin post-translasyonel modifikasyonunda gorev alan

ekzopepdidazlarin 6zelligi ile iliskili arastirmalarda gosterilmistir. Pek ¢ok biyolojik olarak
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aktif peptitlerin amino ucuna yakin yerlerde ortaya c¢ikan prolin gozlemiyle

desteklenmektedir .

Prolin ve hidroksiprolin prolidino halkasindaki azot atomuna bir hidrojen atomunun
girmesi ile olugsmaktadir. Bunlar genelde imino asit ismiyle adlandirilir. L-prolin amino
asitlerin hiicre dis1 havuzunun temel bilesenidir. Bunu sadece glutamin ve alanin amino
asitleri takip eder. Hidroksiprolin dncelikle viicut sivilarinda oligopeptitlerde bulunmaktadir.
Insanlarda hidroksiprolinin yapisi 4-hidroksi —L-prolin seklindedir ve viicut sivilarinda daha
az bulunur. Protein yapisinda bulunan hidroksiprolin peptide bagli prolinin hidroksillenmesi

ile olugmaktadir (76)

Prolin ayrica Krebs ve iire dongiileriyle metabolik olarak baglantilidir. A -prolin-5-
karboksilik asit prolin metabolizmasinda iki dongiiyli birbirine baglayan bir pozisyondadir.
Prolinin karbon zincirinden Krebs dongiisiine gecisi, tiim dokularda bilinen klasik yoldan 2-

oksaglutarik asit metabolizmasi ile olur (77).

2.4.3. Prolidazin Yapisi

Prolidaz enzimi bir¢ok memeli dokusunda ve mikroorganizmalarda dagilim gosterir.
Dogal, sitoplazmik, homodimerik bir metalloenzimdir. Mn " prolidaz enzimi aktivitesini 5-10
kat arttirmaktadir. Mn™’a ek olarak enzimin maksimum aktivitesi icin aktif merkezinde

arjinin ve anyonik amino asit artiklarinin olmas1 gerekir (76).

Proteazlar hep monomer yapida olmasina ragmen tiim prolidazlar dimer yap1
gosterirler ve ancak bu sekilde katalitik aktivite gosterirler (78). Prolidaz glikoprotein
yapisindadir ve agirlik olarak %35 karbonhidrat icermektedir. Prolidazin saptanan sekonder
yapisinda a-heliks (%33), B-tabakali (%41) ve 30 potansiyel beta baglant1 bolgelerine esit bir
sekilde dagilmis hidrofobik ve hidrofilik alanlar bulunmaktadir. Enzimin primer sirasi bilinen
proteinlere benzemez fakat bazi siralar1t (%29’dan fazlasi) F;-ATP az’m o ve P

subiinitelerinin sirasina benzerlik gostermektedir (76, 79).

Prolidaz enziminin aktif merkezinde tiyol grubu yer alir ve bu grup bloke edilirse
aktivite diiser. Bu da sisteinin enzimin aktivitesi i¢in gerekli oldugunu gdsterir. Dogal enzim
icin optimum pH: 7.6-7.8’dir ve izoelektironik nokta pH:4.4-4.5 olarak saptanmis olup bu

deger yapidaki asidik amino asitlerin varligim belirtmektedir (76). Enzimin karakteristigi
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arastirildiginda DEAE (Dietilaminetil) selilloz dizi kromatografisinde prolidazin iki pik
verdigi goriiliir (78).

Bai Hu 1992 yilinda yapmis oldugu calismada prolidazda her monomer i¢in iki aktif
bolgenin oldugunu saptamis ve enzimin duruma bagl olarak bu iki aktif bolgenin substrat
spesifikligi ve Mn™ ile preinkiibasyon ortamindaki aktivasyon bakimindan da farklilik

gosterdigini ortaya koymustur (78).

2.4.4. insan Prolidazinin Primer Yapisi ve Gen Lokalizasyonu

Prolidaz geni sembolii PEPD’dir ve insanda 19 numarali kromozomun kisa kolunda
lokalizedir (19p 13,2 bolgesi). Insan cDNA ‘s1 1482 baz ¢iftinin okunmasiyla olusur bu da
493 amino aside karsilik gelmektedir (79). Enzimin komplementer DNA klonlar1 insan

karacigeri ve plesental cDNA bankalarinda izole edilmistir.

Prolidazin niikleotit siras1 saptanmistir. Enzim amino asit olarak X-Ala-Ala-Ala sirasi
ile baglamaktadir (80). Prolidaz geni (PEPD) polimorfik allelleri igerir, bu aktiviteyi
engellemez ve nadir alleller prolidaz eksikligine neden olmaktadir (76). Amino asit sirasinin
saptanmast ve gen lokalizasyonu, enzimin eksikliginin sebep oldugu kalitsal hastaligin
temelinin anlasilmast bakimindan 6énemlidir. Prolidazin genomik sirasi olduk¢a genistir. En
az 130 kb ve 15 ekson igermektedir. Ekson intron baglantilarindaki tiim konformasyonlar

GT/AG kuralina uymaktadir. Kodlama siras1 genomik siranin % 2 ‘sinden olusur.

2.4.5. Prolidazin izoenzimleri

Dietilaminoetil seliilloz dizi kromatografsi (DEAE) ile deri fibroblast kiiltiirliileri ve
normal insan eritrositlerinden ayristirilan prolidazin 2 formunun oldugu goriilmiistiir (81).
Bunlar prolidaz I ve prolidaz II olarak isimlendirilmistir. Bu iki izoenzim subsrat spesifitesi
ile baz1 kimyasal 6zellikler bakimindan farkliliklar gosterirler (82). Bu iki izoenzimi ilk izole
eden Butterworth ve Priestman olmustur (1985). Sonra Myara ve arkadaglari 1987 ve 1989
yilinda (83, 84), Ohhashi ve arkadaglar1 ise 1990 yilinda izoenzimleri izole etmeyi

basarmislardir.

[zoenzimlerin molekiil agiliklar1 saptanmis ve prolidaz I’in molekiil agirhigmnin 112

kDa oldugu ve birbirini tamamlayan esit molekiil agirliginda 2 subiiniteden olustugu (56kDa)
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bulunmustur (82). Prolidaz II’'nin ise molekiil agirliginin 185 kDa oldugu ve birbirine es iki

subiiniteden (95 kDa) olustugu gézlenmistir (85, 86).

Prolidaz I tiim insan dokularinda bulunur. Yapilan ¢alismalarda prolidaz I’in tiim
iminodipeptitlerle reaksiyona girmesine ragmen gly-pro dipeptitini tercih ettigi bulunmustur.
Cosson ve arkadaglart 1992°de prolidaz II'nin gly-pro dipeptidine karsi diisiik bir aktivite
gosterdigini ve bu izoenzimin plazmada bulunmadigini kaydederek preinkiibasyonun
uzamast ile aktivitenin énemli dl¢iide diistiigiinii gostermiglerdir. Prolidaz II’nin en yiiksek

aktiviteyi gly-pro yerine met-pro’ya kars1 gosterdigi saptanmigtir (82).

Prolidaz I’i in vitro tespit etmek i¢in optimum sartlar; 1Mm MnCl,
konsantrasyonunda 24 saat 37°C’de preinkiibasyon oldugu bildirilmistir. Ayrica Mn™
konsantrasyonunun yiikseltilerek zamanin azaltilabilecegini ya da yiiksek preinkiibasyon
s1s1, diisik MnCl, konsatrasyonu ve diisiikk preinkiibasyon zamani kullanilabilecegi
kaydedilmistir (87). Cosson ve arkadaglar1 yaptiklari ¢aligmalarda prolidaz I ve prolidaz II’yi
kromatografik olarak ayirdiktan sonra izoenzimlerin farkli doku dagilimlar1 gosterdiklerini

bulmusglardir (82).

Arastirmacilar karaciger kaynakli prolidaz II’'nin karacigerde inhibe edildigini
saptamiglardir. Bu inhibisyona ise plazma proteinlerinin sebep oldugunu belirtmislerdir.
Haptoglobilin, a, makroglobulin ve a; antitiripsinin prolidaz II'nin aktivitesinde etkili
olmadigi, fakat saf albuminin alt1 saatlik inkiibisyondan sonra aktiviteyi ortadan kaldirdigi
goriilmiistiir. Albuminin bu inhibitor etkisine dayanarak insan plazmasinda prolidaz II'nin

aktivitesinin olmadig1 agiklanmistir (82, 87).

2.4.6. Prolidaz inhibitorleri ve Aktivatorleri

Yapilan calismalarda enzimin aktivasyonu i¢in gerekli olan Mn'? iyonu yerine bagka
metal iyonlarmin ilavesi ile inhibisyon oldugu goézlenmistir. Bu c¢alismalar domuz bobrek
prolidazi iizerinde 1957 yilinda yapilmistir. Fe™, Co™, Ni%, Cu™?, Zn 2, Cd™, Ag™', Hg™,
Pb™? ve Pt™ iyonlarimin prolidazi inhibe ettigi bulunmustur. Ortalama 0,001-0,0004M
araligindaki konsantrasyonlarda glutatyon kullanildiginda optimal stabilizasyon ve aktivite
saglandigi ancak glutatyonun yiiksek konsantrasyonunun inhibisyona sebep oldugu
bulunmustur. Ayni arastirmacilar iyodoasetamin ve p-kloromerkiiri benzoatin da enzimi

inhibe ettigine deginmislerdir (74).
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Prolidazin substrat analogu olan asetilprolin ve trans-1,2 siklopentadikarboksilikasit
tarafindan kompetatif inhibisyonunda K; ‘in pH’ya bagli olarak izledikleri yolu
arastirdiklarinda enzimin fonksiyonel grubu ile substratin pKa: 6,6’da baglandigini bununla

birlikte bu maddelerin inhibisyonunun farkli yollar izledigini gérmiislerdir (88).

2.4.7. Prolidazin Kollajen Yapim ve Yikiminda Onemi

Kollajenler, hayvansal bag dokunun temel bileseni olup viicutta en fazla bulunan
proteinlerdir. Bag doku iskeletinin yapisint olusturan kollajen, inflamasyon ve yara
iyilesmesinde temel rol oynar. Kollajenin aminoasit kompozisyonu %33 glisin, %20 - 25
prolin ve hidroksiprolin, %5 - 11 lizin ve hidroksilizinden olusur. Farkli genler tarafindan
kodlanan en az 15 tip kollajen vardir. Tip I, II, III, V ve XI fibriller kollajen olarak
isimlendirilir. Kollajenler bir¢ok dokuda fibroblastlar tarafindan sentezlenirler. Ribozomlarda
preprokollajen olarak baslayan sentez sitozolde prokollajen seklinde devam eder ve hiicre dist
alanda tropokollajen ve kollajen olusumu ile sonlanir. Kollajen molekiilleri alfa zincirleri adi
verilen, birbiri etrafinda {¢lii heliks halinde sarilarak ip benzeri yapi olusturan ii¢
polipeptitten meydana gelir. Polipeptit yapilarinin her {i¢ pozisyondan birinde en kiiciik
aminoasit olan glisin bulunur. Glisin heliksin ii¢ zincirinin bir araya geldigi kisith alana
sigmaktadir. Glisin kalintilari, Gly-X-Y olarak tekrarlayan, X’in genelde prolin ve Y’ nin
hidroksiprolin veya hidroksilizin oldugu zincirin bir parcasidir. Kollajen diger bir¢ok
proteinde bulunmayan hidroksiprolin ve hidroksilizin icerir. Hidroksiprolin kollajenin tiglii
heliks yapisinin dayanikligini saglamada énemlidir. Kollajenin yar1 émrii 50 - 300 giindiir.
Bu Omiir; gelisme, biiyiime, doku yapimi ve yara iyilesmesi gibi durumlarda uzar.
Kollajenlerin  yikim1  genellikle notral pH’da aktif olan pek ¢ok matriks
metalloproteinazlarinin (kollajenazlar) sinerjistik aktivitesinin bir sonucudur. Bununla
birlikte jelatinaz, stromelizinler, polimorf elastaz ve katepsin gibi nonspesifik proteinazlar da
bu yikima katilirlar. Kollajenazlar; fibroblast, kondrosit, osteoblast ve endotelyal hiicrelerden
latent proenzim formunda salinirlar ve plazminle aktivasyonu takiben c¢apraz bagl kollajeni
pargalayarak dipeptitlere ayirirlar. Bu dipeptitler de prolidaz, prolinaz ve diger dipeptidazlar

tarafindan serbest aminoasitlere pargalanirlar.

Prolidazin biitlin biyolojik fonksiyonunun prolin dongiisiiyle beraber kollajen

dejenerasyon iriinleri ve diger Xaa-Pro dipeptidlerin metabolizmasi olduguna
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inanilmaktadir. Prolidaz, C-terminalinde aminoasidi prolin veya hidroksiprolin olan
dipeptidleri hiicre i¢inde hidroliz eder. Prolin yeniden dongiiye girer ve yeni protein
sentezinde kullanilirken hidroksiprolin idrarla atilmaktadir (71, 89). Kollajen yapisindaki
aminoasitlerin yaklasik %25’ini prolin ve hidroksiprolin olusturdugundan, prolidaz kollajen
yikiminda Onemli rol oynamaktadir (90). Prolidaz, hiicre i¢i protein yikimimin son
basamaginda, Ozellikle yiiksek miktarda prolin igeren prekollajenin yikimi asamasinda rol
oynamaktadir (82, 87). Enzim i¢in substrat kaynagi kollajen olup imminopeptidler kollajenin
yikiminin son basamaginda ortaya ¢ikmaktadir. Prolidaz, beslenme ile alinan proteinlerden
ve viicuttaki depo kollajeninden imino asitlerin geri kazanilmasinda énemli rol oynar (91).
Prolidaz, C-ucunda prolin veya hidroksiprolinin imino azotunu i¢eren peptid bagi bulunduran
bilesiklerin hizla hidrolizini katalizleyen tek enzim oldugu icin spesifitesi yiiksektir (78).
Prolidaz eksikligi prolinin normal dongiisiindeki bozulmayla sonuglanir. Prolidaz
eksikliginde biiyilk miktarda hidroksiprolin iire ile digari atilir. Prolidaz enzim aktivitesi
eritrosit, 16kosit ve fibroblastlarda ¢ok diisiiktiir. Etkilenen hasta bireylerde prolidaz enzim
aktivitesi saptanamaz. Iminopeptidiiri, ayn1 zamanda rasitizm, hiperparatiroidizm ve Paget
Hastalig1 gibi durumlarda da tanimlanir. Fakat Iminopeptidiiri prolidaz eksikliginde ¢cok daha
yiiksektir.

Prolidaz eksikligi cilt ve diger kollajen dokularda anormalliklerle karakterize bir
sendromla sonuc¢lanir. Bu nadir goriilen genetik prolidaz eksikligi otozomal resesif olarak
gegmektedir. Prolidaz geni baska bir kalitimsal rahatsizlik olan miyotonik distrofi ile ilgili

olmasi agisindan 6nemlidir.

Prolidaz enzimi uzun zamandan beri bilinmesine ragmen 6nemi, son yillarda eksikligi
ile ilgili ¢aligmalarla iyice anlagilmistir (92 - 94). Bu yiizden bu konuda az sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalarin ¢ogu da eritrosit prolidazi ile ilgili olup serum prolidazi
hakkinda ¢ok sey bilinmemektedir. Prolidaz enziminin genetik eksikliginin sonucunda mental
gerilik, tekrarlayan infeksiyonlar ve deri lezyonlar ile karakterize bir klinik tablonun ortaya
ciktigr bildirilmistir (91, 95). Prolidaz eksikligi olan kisilerde prolidaz I aktivitesinin deri

fibroblast kiiltiirtinde ve kan hiicrelerinde azaldig1 da gosterilmistir (96).

Fetal biiylime sirasinda kollajen turnoverinin yiiksek oldugu tahmin edilmektedir.
Dismatiir bebeklerde prolidaz aktivitesi (amniyotik sivida) anlamli derecede diisiik

bulunmustur. Bu nedenle prolidaz aktivitesinin fetal matiirasyonun derecesini gosterdigi
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diisiiniilmektedir. Amniyon sivisinda 6lg¢iilen prolidaz aktivitesinin fetal matiirasyonun ve
gelisme geriliginin bir indikatorii olarak kullanilabilecegi one siiriilmektedir. Ayrica kollajen
metabolizmasinda bozuklukla seyreden silikoziz hastaliginin tedavisinde de prolidaz
enziminin kullanilmas1 hedeflenmektedir. Boylece hizla kollajen yikimu ile seyreden silikozis
hastalarinda prolidaz enzim aktivitesinin artirilmasi tedavide faydali bir yaklasim olarak

diistiniilmektedir (97).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hasta Se¢imi

Bu calismaya; Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Anesteziyoloji ve Reanimasyon
Anabilim Dali Genel Yogun Bakim Unitesinde, 2008 Ocak ve 2009 Ocak tarihleri arasinda,
primer akciger patolojisi diisiiniilmeyen, serebrovaskiiler olay - iskemi (SVO — I) ve
serebrovaskiiler olay - kanama (SVO — K)’ya bagl solunum yetmezligi olan ve MV tedavisi

uygulanan 30 — 70 yas arasi, arastirma dis1 kriterleri bulunmayan 26 eriskin hasta dahil edildi.

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 24. 04. 2008 tarih, 03 nolu oturum,
12 nolu kararindaki onay1 ve bilinci kapali olan hastalarin veli veya vasisinin yapilacak
islemler hakkinda bilgilendirilip yazili onay:1 alindiktan sonra, ¢alismaya dahil edilen tiim
hastalarin mekanik ventilator tedavisi gormeye basladiklar1 giin fizik muayeneleri yapilip

hemogramlari ve biyokimyasal parametreleri kaydedildi.

Hastalara MV endikasyonu Tablo 1°deki parametrelere gére konuldu.

3.2. Calisma Dis1 Birakma Kriterleri

Kardiak hastalik anamnezi, akciger hastali§i anamnezi (Kronik obstriiktif ve restriktif
akciger hastalifi, akciger kanseri, kollagen doku hastalig1) ve sigara icme Oykiisii olan,

pnomotoraks bulunan hastalar ¢calisma dis1 birakildi.

3.3. Demografik Veriler

Calismaya dahil edilen tiim hastalarin mekanik ventilator tedavisi gormeye
basladiklar1 giin, adi, soyadi, yasi, kilosu, ideal viicut agirlii, boyu, cinsiyeti, sigara i¢ip

icmedigi, tanisi, mevcut tanist disinda ek patolojisi olup olmadigi, SOFA ve APACHE II
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koma skorlari, beslenme durumlari, entiibasyon sonrasi 3. saatteki kan gazi, hemogram ve
biyokimya parametreleri kaydedildi. 3- 5- 7. gilinlerde ise, SOFA ve APACHE II koma
skorlari, beslenme durumlari, kan gazi, hemogram ve biyokimya parametreleri yeniden

degerlendirilip kaydedildi.

3.4. Yogun Bakimda Hasta ve Mekanik Ventilator Hazirhg:

Calismaya dahil edilen hastalara EKG monitdrizasyonu i¢in elektrodlar D 1I
derivasyonu olacak sekilde yerlestirildi. Periferik puls oksimetri monitdrizasyonundan
(Viridia CMS M1166A, Hewlett Packard, Almanya) sonra hastalarin beslenebilmesi ve oral
ilaglarin1 alabilmesi amaciyla nazogastrik sonda, idrar takibi icin foley sonda takild.
Hastalara invaziv hemodinamik monitorizasyon ve arteryel kan gazi takipleri i¢in, el arteryel
dolasimin1 degerlendiren Allen Testi yapildiktan sonra serum takilmayan koldaki radiyal
artere lokal anestezi sonrasi, 18G arteriyel kaniil yerlestirildi. Arteryel kan gazi analizi i¢in
kan alindi. Arteryel monitdrizasyon yapildi. CVP (Santral vendz basing) takibi ve parenteral
beslenme amaciyla, Seldinger Teknigi kullanilarak lokal anestezi sonrasi sag subklavyen ven
den santral ven kaniilasyonu yapildi. Kaniilasyondan alt1 saat sonra pnomotoraks kontrolii i¢in
PA Akciger Grafi cekildi. Monitorizasyon sonrasi, hastalarin ventilatdr ayarlar1 yapildi.
Ventilator, SIMV modunda, FiO, hasta mekenik ventilatore baglandiginda %100 ile baslanip
kangazi sonuglarina gore tedricen diislilerek, miimkiin oldugunca kisa siirede (en geg ilk ii¢
saat iginde) % 40’a sabitlenip, VT 0,6 ml/kg, PEEP 5, f: 10-12, I:E 1:2 olacak sekilde
standardize edildi. Ventilator ayarlar1 kangazi sonuglarina gore, pH: 7.35 — 7.45, PCO,: 35-45
mmHg, PO;: 80-100 mmHg, cHCOs: 22-26 mmol/L olacak sekilde sabah ve aksam olmak
tizere tekrar diizenlendi.

Hastalarin ilk giinkii SOFA ve APACHEE II skorlar1 hesaplanip kaydedildi.

Tiim hastalara 1. giin, giinliik kalori ihtiyaci, ideal viicut agirli§ina ve Haris-Benedict
Formiiliine gore kilo kalori cinsinden bazal enerji tiikketimi (kilo kalori /24 saat), kilogram
olarak agirlik, santimetre olarak boy ve yil olarak yas kullanilarak;

Erkeklerde: 666 + (13.7 x agirlik kg) + (5 x boy cm) — (6.8 x yas)

Kadinlarda: 655 + (9.6 x agirlik kg) + (1.8 x boy cm) — (4.7 x yas)

seklinde hesaplandi. Enteral nutrisyon destegi 25 ml/saatlik bir hizla baslatilip 36. saatte
yeterli kaloriye ulagilda.
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Giinliik sivi dengesi hesaplamalar1 yapilarak sivi tedavisi tekrar diizenlendi. Rutin
biyokimya sonuglarina gore glikoz 70 — 105 mg/dl olacak sekilde ayarlandi. Albumin diizeyi
2,5 g/dl’ nin altina diisen hastalara 3x100 ml Human Albumin verildi. Na: 135 - 150 mEq/L,
K: 3.5 - 5.1 mEg/L, Ca: 8.4 - 10.6 mEq/L olacak sekilde gerekli elektrolit eklemeleri
yapilarak elektrolit dengesi saglandi. Hemoglobin diizeyi 8 g/dI’nin altina diisen hastalara
eritrosit siispansiyonu verilip hemoglobin diizeyi 8-12 g/dl arasinda tutulmaya c¢alisildi.
Mekanik ventilatore bagli hastalardan 1- 3- 5- 7. giinlerde non bronkoskopik teleskopik
yontemle bronkoalveoler lavaj (BAL) Ornekleri ve kan ornekleri alindi. Hastalarin
hemodinamik ve ventilator parametreleri, arteryel kan gazi degerleri kaydedildi. BAL
ornekleri, endotrakeal tiip i¢cinden 20 mL steril salin verildikten sonra, non bronkoskopik
teleskopik bronkoalveoler lavaj kateteri (Combicath, Plastimed, France) yardimi ile elde
edildi. Kan 6rnekleri 5 cc lik biyokimya tiipiinde biyokimya laboratuarina gonderildi. Elde
edilen ornekler 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip -80°C derin dondurucuda calisma
zamanina kadar muhafaza edildi. Calisma giinli serum ve BAL 6rnekleri, 6zet olarak, prolidaz
enzim aktivitesi, total antioksidan seviye ve total oksidan seviye durumlarini degerlendirmek
tizere ¢ozdiiriildi. Prolidaz enzim aktivitesi i¢in kolorimetrik Ol¢liim yOntemi olan yeni
gelistirilen optimize modifiye Chinard Metodu (98, 99), total antioksidan seviye ve total
oksidan seviye durumlarimi Olgmek iizere Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik

kolorimetrik bir yontem (Rel- Assay marka ticari kitler) kullanildi (68 — 70).

3.5. Kullanilan Arag ve Gerecler

1- Mekanik Ventilator (Galileo Hamilton Medical, Drager Evita XL)

2- Non bronkoskopik teleskopik bronkoalveoler lavaj kateteri (Combicath,

Plastimed, France)
3- Perfiizor (Ascor, Braun Melsungen AQG)
4- Flocare 800 Enteral feeding pump
5- AMS PM- 9000 Express monitor
6- Santrifiij (Hettich® Universal 30 RF)

7- Spektroflorometre (Shimadzu® RF—1501 MODEL, Japon)
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8- Derin dondurucu (New Brunswick Scientifi®, C54285 model)

9- Hassas terazi (Sartorius” marka 0,0001 g’a duyarl)

10- Dijital pH-metre (Hanna®, pH 211 model Japon)

11- Otomatik biyokimya analizorii (Aeroset™, USA)

12- Vorteks ( DCA-VF®-2)

13- Visible spektrofotometre (Jasco® V-530 UV/VI3 Spectrofotometre)

14- Su banyosu (Niive® BM 402)

3.6. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasal maddeler Tablo 4’te gosterilmistir.
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Tablo 4: Kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde Ad1 Firma ve Katalog no
Glisil-Prolin Sigma® G-3002
Magnezyum kloriir Riedel ® (IV) hidrat
Glasiyel asetik asit Merck® 541
Ortofosforik asit Merck® 564
Trizma HCI Sigma®T-3253
Trizma BASE Sigma®™ 93349
Ninhidrin Sigma®™ N4876
Manganklortir (11)hidrat Merck®5917
Glutatyon Merck®
Siilfirik asit Merck®
Sodyum kloriir Merck®
Q-Dianisidinfa Sigma®
dihydrochloride
Hidroklorik asit Merck®
Ferroz amonyum siilfat Merck®
Hidrojen peroksit Merck®
Xylenol orange Sigma®
Glycerol Merck®

3.7. Prolidaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Bu konuda yapilan bir¢ok ¢alismada prolidaz enzim aktivitesi 6l¢iimii yontemi i¢in en

sik olarak Chinard tarafindan tanimlanan ninhidrin tepkimesi kullanilmistir (98, 99). Bu
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tepkime daha sonradan Myara ve arkadaslari tarafindan bazi degisiklikler yapilarak optimize
edilmistir (100). Bu yontemde MnCl, (Mangan kloriir) ile 24 saat 6n inkiibasyon yapilip
aktive edilen enzim, Gly-pro ( Glisil-prolin ) substrati ile (km=2,9 mM) 30 dakika inkiibe
edilip, aciga ¢ikan prolin miktar1 Slgiilerek enzim aktivitesi hesaplanmistir (101). Biz kendi

calismamizda Optimize Modifiye Chinard Metodu’nu kullandik.

3.7.1. Serum Prolidaz Aktivitesi Ol¢iim Yéntemi (Optimize Chinard Metodu)

Substrat olarak glisil-prolin kullanilarak enzim aracilif1 ile olusan prolinin asidik
ortamda 1s1 etkisiyle ninhidrin ile renkli bir bilesik (pembe renk) olusturma ilkesine
dayanarak serum prolidaz diizeyi 6l¢iiliir. Rengin siddeti prolin konsantrasyonuna baghidir ve

spektrofotometrik olarak olgiiliir.

PROLIDAZ

Glisil-Prolin > Glisin + Prolin

Deney 3 basamaktan olusur:
1. Enzim aktivasyonu i¢in; Numunenin Tris-HCI ve MnCl, ile preinkibasyonu
2. Ornek ile glisil - prolinin inkiibasyonu

3. Serbestlesen prolinin spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi

3.7.1.1. Prolidaz Aktivitesi Ol¢iimiinde Kullanilan Ayiraclar

1. On inkiibasyon ¢ozeltisi: pH:7’de 50 mmol/L Tris HCI tamponu icerisinde, 1
mmol/L GSH, 50 mmol/L MnCl, ¢6zdiiriildii.

2. Substrat ¢dzeltisi: Oninkiibasyon ¢dzeltisi igerisinde 144 mmol/L glisil-prolin

dipeptidi ¢ozdiiriildii. Ancak substrat ¢cozeltisi i¢in pH: 7,8’lik Tris HCI tampon kullanildu.
3. Tepkimeyi durdurma ¢ozeltisi: 1 mL glasiyal asetik asit kullanildi.

4. Ninhidrin c¢ozeltisi (modifiye (optimize) chinard ¢d6zeltisi) : 0,5 mol/L’lik
ortofosforik asit icerisinde 3 g/dL olacak sekilde ninhidrin manyetik karistirict ve 1s1

yadimiyla 70 °C’de eritildi.
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Islem

a-) Yontemde, 100 pL serum ile 100 uL serum fizyolojik karnstirilip bu karigimdan 25
uL alinip, 1 mmol/L GSH ve 50 mmol/L MnCl, pH 7°de 50 mmol/L Tris HCI tampondan
olusan 6n inkiibasyon soliisyonundan 75 pL alinarak 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.

b-) Karigimin tizerine 144 mmol/L Gly-pro iceren substrat ¢ozeltisinden (pH 7,8) 100
uL eklenerek 37 °C’de 5 dakika inkiibe edildi.

c-) Daha sonra inkiibasyonsuz (sifir zaman) tiipleri hazirlandi. Inkiibasyonlu tiiplere
inkiibasyonun sonunda 1mL glasiyal asetik asit ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Inkiibe
edilmemis Ornek bulunan sifir zaman tiiplerine de ayn1 hacimde glasiyal asetik asit ilave

edilip reaksiyon durduruldu.

d-) Inkiibasyonlu ve inkiibasyonsuz (sifir zaman) tiiplerin {izerine 300uL Tris-HCI

tamponu (pH:7,8) ve 1 mL Ninhidrin ¢6zeltisi eklendi.

e-) Yukardaki islemler uygulandiktan sonra tiiplerin agz1 kapatilarak 90 °C’ de su
banyasunda 20 dakika bekletildi. Daha sonra buzlu su banyosunda sogutulup beklenmeden
515 nm’deki absorbanslar substratin katilmadigi 6rnek koriine karst okutuldu. Prolidaz enzim
aktivitesi birimi olarak, enzimin Gly-Prolin substratin1 parcalayarak prolin olusturdugu
basamaktaki 1 dakikada olusan umol/L cinsinden prolin olarak tanimlandi. Ninhidrin

tepkimesindeki prolinin molar absorbans katsayis1 27,2 dir (102 - 106).

3.8. Prolidaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

Prolidaz aktivite diizeyi : (A-B) x [S] x Faktor

S
A: Inkiibasyon tiipii absorbans degeri
B: Sifir zaman tiipli absorbans degeri (inkiibasyonsuz)
[S] : Standart konsantrasyonu (mmol/L)

S: Standart absorbans degeri
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Prolidaz aktivite diizeyi : (A-B) x [S] x Faktor :1litrede 1 dakikada olusan

S mmol prolin miktari

Prolidaz aktivite diizeyi : (A-B) x [S] x Faktor x 60 :1litrede 1 saatte olusan

S mmol prolin miktari

Serumda aktivite tanimi: 1umol substrat1 1 dakikada degisiklige ugratan enzim

miktar1 olarak yapilmistir. Birim U/L olarak tanimlanmustir.

3.9. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik bir yontem olup, giiclii serbest radikallere

kars1 viicudun total antioksidan kapasitesini 6lgen bir metottur.

Total Antioksidan Seviye Ol¢iimiinde Kullanilan Ayiraglar

Reaktif 1: 75 mM Clark tamponu (pH:1,8) icerisinde 10 mM o-dianisidine
dihydrochloride ve 45 uM Amonyum ferrdz siilfat ¢oziilerek hazirlanir.

Reaktif 2: Clark tamponu (pH:1,8) igerisinde 7,5 mM Hidrojen peroksit (H,0,)
¢Ozdiiriilerek hazirlanir.

240 nm’de spektrofotometrik olarak End-Point 6l¢iim yapilir.

Prensip

Fe’*—o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon olusturarak
OH radikalini olusturur. Bu giiclii reaktif oksijen tiirii indirgen diisik pH’da renksiz o-
dianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidyl radikallerini
olustururlar. Dianisidyl radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumu
artmaktadir. Ancak orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak renk
olusumunu  durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik analizérde 240 nm’de

spektrofotometrik olarak ol¢iilerek sonug verilmektedir (mmol Troloks Eqv./L) (68).

3.10. Total Oksidan Seviye (TOS)

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir.
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Total Oksidan Seviye Ol¢iimiinde Kullanilan Ayiraclar

Reaktif 1: 140 mM NaCl ¢ozeltisi i¢erisinde 25 mM H,SO4 coziilerek ana soliisyon
hazirlanir. Ana soliisyonda dnce % 10 oraninda glycerol ¢oziiliip daha sonra 250 uM xylenol

orange ¢oziilerek hazirlanir.

Reaktif 2: Ana sollisyon igerisinde once 10 mM o-dianisidine dihydrochloride

¢Ozdiirtiliip sonra 5 mM Amonyum ferroz siilfat ¢éziilerek hazirlanir.

560 nm’de spektrofotometrik olarak End-Point 6l¢tim yapalir.

Prensip

Ornekte bulunan oksidanlar ferréz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik iyona
oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik ii¢ katina
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks
olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktartyla iliskili olan rengin siddeti

spektrofotometrik olarak dl¢iilmektedir (umol H,O, Eqv./L) (107).
3.11. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)
Oksidatif Stres indeksi (OSI); Total Oksidan Seviye (TOS)’nin Total Antioksidan

Seviye (TAS)’ye boliinmesi ile hesaplandi.

Total Oksidan Seviye (TOS)
Oksidatif Stres Indeksi (OSI) = (AU)
Total Antioksidan Seviye (TAS)

3.12. istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler i¢in SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows
11.5 (SPSS Inc. Chicago USA) programi kullanildi. Gruplarin arasindaki ¢oklu
karsilagtirmalar i¢in Tekrarli Varyans Analizi ve grup ici karsilastirmalar i¢in ise Bonferroni
Testi kullanildi. Sonuglar ortalama+standard deviasyon olarak belirtildi ve p<0.05 degeri

istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Veriler

Bu caligmaya; Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Anesteziyoloji ve Reanimasyon
Anabilim Dali Genel Yogun Bakim Unitesinde, Ocak 2008 ve Ocak 2009 tarihleri arasinda,
mekanik ventilator tedavisi géren 30 — 70 yas arasi, arastirma dis1 kriterleri bulunmayan, 26
eriskin hasta dahil edildi. Hastalarin 19’u erkek ( %73,1 ), 7’st kadin ( % 26,9 ) olup, ort £ SD
olarak ortalama yas 64,3 + 14,13, ortalama kilo 74,46 + 14,07, ortalama boy 167,69 + 6,94
olarak kaydedildi.

Hastalarin APACHE II degerleri ort + SD olarak 1.giin 23,7 + 4,6 ; 3.gilin 23,5 £ 4,8 ;
S.glin 24,7 +£ 5,3 ; 7.glin 23,7 &+ 6,7 olarak, SOFA degerleri Ort +£ SD olarak 1.giin 6,7 + 2,7,
3.glin 6,9 +2,7; 5.glin 7,7 + 3,2; 7.glin 7,9 =+ 3,1 olarak saptandi.

Hastalarin 1, 3, ,5, 7. giin BAL ve serumlarina ait total antioksidan kapasite, total
oksidan seviye, oksidatif stres index seviyeleri ve prolidaz seviyeleri Tablo 5 ve 6’da

verilmektedir.
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Tablo 5. Hastalarin serum prolidaz ve serum Oksidan/Antioksidan parametreleri

Serum Serum Serum Serum
1. Giin 3. Giin 5. Giin 7. Giin P Degeri
(n=26) (n=26) (n=26) (n=26)
Prolidaz
(U/L) 682,31+11,73  691,30+12,63""  696,20+18,73""  699,95+10,48°""<" <0,001
Total
Oksidan
Seviye (umol  17,26+3,87 22,85+6,45"7  20,53+7,29 26,91+7,01° " <0,001
H202 EqV/L)
Total
Antioksidan
Seviye (mmol <0.001
Troloks 1,02+0,31 0,85+0,26™" 0,76+0,21°""4 0,724+0,16°"" ’
Eqv./L)
Oksidatif
Stres indeksi ~ 1,8120,60 2,89+1,06°  2,96+1,50"" 3,87+], 22 e <0,001
(AU)

a: 1 ile 3 arasinda anlamli fark vardir.
b: 1 ile 5 arasinda anlaml fark vardir.
c: 1 ile 7 arasinda anlaml1 fark vardir.
d: 3 ile 5 arasinda anlamli fark vardir.
e: 3 ile 7 arasinda anlaml1 fark vardir.
f: 5 ile 7 arasinda anlaml fark vardir.
***. p< 0,001

**: p<0,01

*: p<0.05
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Tablo 6. Hastalarin BAL prolidaz ve BAL Oksidan/Antioksidan parametreleri

BAL BAL BAL BAL
1.Giin 3. Giin 5. Giin 7. Giin
(n=26) (n=26) (n=26) (n= 26)
Prolidaz 2560+434 2203+410" 2590+481%" 212242607
(U/L)
Total Oksidan

e

Seviye (umol  45,84+15,79  32,50£10,99"" 57,36=18,08""4""  60,62+14,93
HzOquV/L)

Total

Antioksidan

Seviye (mmol  1,14+0,34 0,93+0,30" 1,2240,45" 0,86+0,19°""
Troloks

Eqv./L)

Oksidatif Stres 4,25:&1 ’60 3,65:‘:1’0421* 5’1712’06‘1** 7’17:|:1 ,550***,6***’9«**

Indeksi (AU)

P Degeri

0,003

<0,001

0,028

<0,001

a: 1 ile 3 arasinda anlamli fark vardir.
b: 1 ile 5 arasinda anlaml fark vardir.
c: 1 ile 7 arasinda anlaml1 fark vardir.
d: 3 ile 5 arasinda anlamli fark vardir.
e: 3 ile 7 arasinda anlamli fark vardir.
f: 5 ile 7 arasinda anlaml fark vardir.
***. p<0,001
**: p<0,01
*: p<0.05
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4.2 Hastalarin Yogun Bakimdaki 1, 3, 5, 7. Giinlerinde BAL ve Serumlarindaki
TAS, TOS, OSI ve Prolidaz Seviyelerindeki Degisiklikler

4.2.1 Serum TAS Degerleri

Hastalarin serum TAS degerleri karsilagtirildiginda, hastalarin yogun bakim kalig
stireleri uzadikga TAS’in anlamli OSlgiide diistiigiini tespit ettik (p <0,01), (p <0,001).
Hastalarin 1, 3, 5, 7. giin serum TAS degerleri arasindaki fark, dagilim ve standart sapmalari

Sekil 4’te gosterilmektedir.

16

1,44

1,24

1,04 ——

Total Antioksidan Seviye (mmol Troloks Eqv./L)

SERUM | SERUM 3 SERUM 5 SERUM 7

Sekil 4. Hastalarin 1, 3, 5, 7. giin serum TAS’lar1 arasindaki fark, dagilim ve standart
sapmalar1
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4.2.2 Serum TOS Degerleri

Hastalarin serum TOS degerleri karsilastirildiginda, TOS degerleri 3. giin 1. giine gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yilikselmis bulundu (p <0,01). 5. giin 1. gline gore
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis (p > 0,05), 3. giine gore ise istatistiksel olarak
anlamli olmayan bir diisme goriildi (p > 0,05). Hastalarin serum TOS degerleri 7. giinde 1- 3-
5. glinlere gore istatistiksel olarak anlamli olarak yiikselmis bulundu (p <0,01), (p <0,001).
Hastalarin 1, 3, 5, 7. giin serum TOS degerleri arasindaki fark, dagilim ve standart sapmalari

Sekil 5’te gosterilmektedir.

50

40 4

301

N

104

Total Oksidan Seviye (umol H202 Eqv./L)
|
1
1

SERUM 1 SERUM 3 SERUM 5 SERUM 7

Sekil 5. Hastalarin 1, 3, 5, 7. giin serum TOS’lar1 arasindaki fark, dagilim ve standart
sapmalari
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4.2.3 Serum OSI Degerleri

Hastalarin serum OSI degerleri karsilastirildiginda, OSI degerleri TOS degerleri gibi 3.
giin 1. giine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiikselmis bulundu (p <0,01). 5. giin 1.
gline gore istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis (p > 0,05), 3. giine gore ise istatistiksel
olarak anlamli olmayan bir diisme goriildi (p > 0,05). Hastalarin serum OSI degerleri 7.
giinde 1- 3- 5. giinlere gore istatistiksel olarak anlamli olarak yiikselmis bulundu (p <0,01), (p
<0,001). Hastalarin 1, 3, 5, 7. giin serum OSI degerleri arasindaki fark, dagilim ve standart

sapmalar1 Sekil 6’da gosterilmektedir.

| I L
11 1 —

Oksidatif Stres Indeksi (AU)

SERUM I SERUM 3 SERUM 5 SERUM 7

Sekil 6. Hastalarin 1, 3, 5, 7. giin serum OSI’leri arasindaki fark, dagilim ve standart
sapmalari
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4.2.4 Serum Prolidaz Degerleri

Hastalarin serum prolidaz degerleri karsilagtirildiginda, serum prolidaz aktivitesi 3.
giinde 1. giine gore istatistiksel olarak anlamli Sl¢iide yilikselmis bulundu (p <0,01). 5. giin
yapilan serum prolidaz aktivitesi tayininde, prolidaz seviyeleri 1. giine gore istatistiksel olarak
anlaml (p <0,01), 3. giine gore ise istatistiksel olarak anlamli olmayan bir sekilde yiiksek
bulundu (p > 0,05). 7. giin serum prolidaz seviyelerindeki yiikselme 5. giine gore istatistiksel
olarak anlamli olmayip (p > 0,05), 1. ve 3. giine gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p
<0,001), (p <0,01). Hastalarin 1, 3, 5, 7. giin serum prolidaz aktiviteleri arasindaki fark,

dagilim ve standart sapmalar1 Sekil 7°de gosterilmektedir.

740

720 =

700 9

680 o

660 1

Prolidaz (U/L)

640

SERUM | SERUM 3 SERUM 5 SERUM 7

Sekil 7. Hastalarin 1, 3, 5, 7. giin serum prolidaz aktiviteleri arasindaki fark, dagilim ve
standart sapmalari
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4.2.5 BAL TAS Degerleri

Hastalarin BAL TAS degerleri karsilastirildiginda, BAL TAS degerlerinin 3. giinde 1.
giine gore istatistiksel olarak anlamli oranda (p <0,05) azaldiginmi tespit ettik. BAL TAS
degerleri 5. giinde, 3. giine gore istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek (p <0,01), 1.giine
gore ise istatistiksel olarak anlamli olmayan bir sekilde (p > 0,05) yiiksek bulundu. BAL TAS
degerleri 7. giinde, 1. ve 5. giine gore istatistiksel olarak anlamli oranda (p <0,01), (p <0,001)
diisiik, 3. giine gore ise istatistiksel olarak anlamli olmayan bir sekilde (p > 0,05) diisiik
bulundu. Hastalarin 1, 3, 5, 7. giin BAL TAS degerleri arasindaki fark, dagilim ve standart

sapmalar1 Sekil 8’de gosterilmektedir.
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Sekil 8. Hastalarin 1, 3, 5, 7. giin BAL TAS’lar1 arasindaki fark, dagilim ve standart
sapmalari
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4.2.6 BAL TOS Degerleri

Hastalarin BAL TOS degerleri karsilastirildiginda, BAL TOS degerlerinin 3. giinde 1.
giine gore istatistiksel olarak anlamli oranda azaldigim tespit ettik (p <0,001). BAL TOS
degerleri 5. glinde 1. gline ve 3. giline gore istatistiksel olarak anlamli oranda yiikselmis
bulundu (p <0,01), (p <0,001). BAL TOS degerleri 7. giinde 1. ve 3. giine gore istatistiksel
olarak anlamli (p <0,001) oranda, 5. giline gore ise istatistiksel olarak anlamli olmayan bir
sekilde (p > 0,05) yiikselmis bulundu. Hastalarin 1, 3, 5, 7. giin BAL TOS degerleri

arasindaki fark, dagilim ve standart sapmalar1 Sekil 9°da gosterilmektedir.
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Sekil 9. Hastalarin 1, 3, 5, 7. giin BAL TOS’lan arasindaki fark, dagilim ve standart
sapmalar1

61



4.2.7 BAL OSI Degerleri

Hastalarin BAL OSI degerleri karsilagtirildiginda, BAL OSI degerlerinin 3. giinde 1.
giine gore istatistiksel olarak anlamli oranda azaldigm tespit ettik (p <0,05). BAL OSI
degerleri 5. giinde 1. giline gore istatistiksel olarak anlamli olmayan bir sekilde (p > 0,05), 3.
gline gore ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde (p <0,01) yiikselmis bulundu. BAL OSI
degerleri 7. giinde de istatistiksel olarak anlamli oranda yiikselmis bulundu (p <0,001).
Hastalarin 1, 3, 5, 7. giin BAL OSI degerleri arasindaki fark, dagilim ve standart sapmalari
Sekil 10’da gosterilmektedir.
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Sekil 10. Hastalarin 1, 3, 5, 7. glin BAL OSI’leri arasindaki fark, dagilim ve standart
sapmalari

62



4.2.8 BAL Prolidaz Degerleri

Hastalarin BAL prolidaz degerleri karsilagtirildiginda, BAL prolidaz aktivitesi 3.
giinde 1. giine gore istatistiksel olarak anlamli dl¢iide diisiik bulundu (p <0,05). 5. giin yapilan
BAL prolidaz aktivitesi tayininde, 1. giine gore istatistiksel olarak anlamli olmayan (p > 0,05)
bir yiikselme, 3. giline gore ise istatistiksel olarak anlamli (p <0,05) bir yiikselme bulunmustur.
7. giin BAL prolidaz seviyelerindeki diisme 1. ve 7. giine gore istatistiksel olarak anlaml (p
<0,001), 3. giine gore ise istatistiksel olarak anlamli degildi (p > 0,05). Hastalarin 1, 3, 5, 7.
giin BAL prolidaz aktiviteleri arasindaki fark, dagilim ve standart sapmalar1 Sekil 11°de

gosterilmektedir.
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Sekil 11. Hastalarin 1, 3, 5, 7. giin BAL prolidaz aktiviteleri arasindaki fark, dagilim ve
standart sapmalari
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S.TARTISMA

Mekanik ventilasyon tedavisi, hastanin akcigerlerinin o anki durumu ve ventilatordeki
kalis siiresi ile korele olarak akcigerlerde istenmeyen durumlara da neden olabilmektedir.
Yapilan caligmalar MV’un akciger dokusunda oksidatif strese yol agtigini gdstermektedir
(108, 109). Coral ve arkadaslarinin 8’erli 2 rat grubunda yaptig1 ¢caligmada, gruplardan birine
orta tidal voliimde (9ml/kg) digerine yiiksek tidal voliimde (35ml/kg) mekanik ventilasyon
uygulanmis, 1. saat sonunda yiiksek tidal voliim uygulanan grupta daha fazla olmak iizere her
iki grupta da akcigerlerde protein karbonilasyonu ve nitrasyonu ile Olgiilen oksidatif stres,
protein oksidasyonu ve hiicresel inflamasyon diizeyi, MV uygulanmadan 6nceki duruma gore
anlaml olarak yiikselmis, katalaz gibi antioksidan diizeyleri ise MV uygulanmadan 6ncekine
gore diisiik bulunmustur (108, 109).

MV’a bagl istenmeyen durumlardan biri de Ventilatdr Iliskili Diyafram Disfonksiyonu
(VIDD)’dur. Reaktif oksijen radikalleri (ROS) ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, MV sirasinda
diyaframda ROS’un arttig1, buna bagh olarak diyaframda proinflamatuar gen expresyonu ve
inflamatuar hiicre infiltrasyonunun diyafram hasar1 yaptig1 gésterilmistir (110, 111). VIDD’ye
yol agan hiicresel mekanizmalar 6ncelikle hayvansal deney modellerinde ¢alisiimistir. MV
iligkili belirteclerin ve oksidatif stresin diyaframda arttig1 ve oksidasyona bagli hasarlanmanin
oldugu gosterilmistir (112, 113). 2008 yilinda yapilan bir calismada eriskinde diyafram
biyopsi orneklerinde MV’a bagh diyafram atrofisi gosterilmistir (112). MV sirasinda ve
sonrasinda diyaframda olusan mitokondriyal anormallikler, ROS‘a bagh diyafram hasarimin
kanit1 olarak goriilmektedir (114, 115). Bu hastalarda diyaframda morfolojik hasar da
meydana gelmektedir. MV*‘a bagh olarak miyofibriler atrofi olusup kontraktilite
bozulmaktadir. Bu bulgular MV’a bagl oksidatif stresin, diyaframda kasilma bozuklugu ve
atrofide 6nemli rol oynadigin1 gostermektedir (116). MV’a baglh diyafram hasarinda kalpain-
kaspaz ve ubiquitin-proteozom-proteoliz yollar1 yer aldigi iddia edilmistir (117). MV
sirasinda ve sonrasinda diyaframda vakuoler yapilarin artmasi, lizozomal proteazlar ve
katepsin aktivitesinin artmasina bagli olarak diyaframda ve solunum kaslarinda otofaji ve
atrofi meydana gelmesi oksidatif strese bagl diyafram ve solunum kaslar1 hasarinin diger bir
kanit1 olarak gorilmistiir (118). MV’a bagh olarak artan oksidanlarin diyaframda
mitokondriyal disfonksiyon olusturdugunu gosteren baska bir c¢alismada, ratlar MV’a

baglanmis ve diyaframda uzamig MV sonucunda mitokondrial ROS’un arttig1 goriilmiistiir
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(114). Mitokondrial oksidatif hasar ve diyafragmatik mitokondrial disfonksiyon sonucunda
diyafram hasar1 olusmustur. Artmis lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonunun, elektron
transport zincirinde komplex II, III, IV’te degisiklik meydana getirip mitokondrial depresyon
ve hasar olusturdugu diisliniilmektedir. Bu calisma ileride mitokondri hedefli antioksidan
ilaglarin terapdtik amacli kullanimi igin yon verici olabilir.

Solunum yetmezligi olan hastalarda kullanilan mekanik ventilasyon siiresi uzadikga,
diyafram gii¢siizliigii olusabilir. Bunun da uzamis weaninge neden oldugu diistiniilmektedir
(119). Mekanik ventilasyonun, diyafram diizeyinde oksidatif stresi arttirarak diyafram
disfonksiyonuna neden oldugu ve bunun da hastalarin ventilatérden ayrilma siiresini uzattig1
diistiniilmektedir. 2010 yilinda Petrof ve arkadaslarinin (119) bu konudaki ¢aligsmalara yonelik
yaptiklar1 derlemede; mekanik ventilasyona bagli hastalarda diyafram fonksiyonu, weaning
icin 6nemli bir belirleyici olarak gosterilmistir. Yapilan sinirli insan ¢alismalart ve kapsamli
hayvan deneyleri, MV un diyafram ici kas lifi hasarina ve atrofiye, bunun da MV uygulanan
bircok kritik hastada diyafram yetmezligine neden olabilecegini gostermektedir (116). Mevcut
veriler altta yatan karmasik patofizyoloji, oksidatif stres ve hiicre i¢i proteolitik yollarin
kontraktil aparatta degradasyon olusturdugunu desteklemektedir (120, 121). Ozet olarak,
mekanik ventilasyon sirasinda olusan oksidatif stres bir olasilikla diyafram disfonksiyonunda
ortak bir sebep olabilir. Diyafram disfonksiyonu da uzamis weaningin bir sebebi olarak
diisiiniilebilir. Ancak bu konuda hedef 6zellikle bu siirecleri onlemek olmalidir. Gelecekteki
calismalarin, MV stratejileri ve farmakolojik ajanlarin gelisimini arttirarak VIDD sikligini
azaltacagini diislinmekteyiz.

MV’a baglh olarak akciger dokusunda olusan oksidatif stresin, akciger hasarmin bir
gostergesi olabilecegini diisiindiiren kisith caligmalar vardir. 2009°da yapilan bir ¢alismada
iatrojenik olarak hemorajik sok olusturulan tavsanlarda, hemorajik sok ve resiisitasyon
sirasindaki iskemi ve reperfiizyona bagli olarak gelisen akciger hasarinda, BAL’da artan
sitokin diizeyleri ile ROS diizeyinin korele oldugu, ROS‘un da akut akciger hasarim
gosterdigi saptanmustir (122). Bu calismada, MV uygulanan 12’serli iki gruptan birinde
hemorajik sok olusturulmus, diger grup kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Sok
grubunda kontrol grubuna gore, iskemiye bagli akut akciger hasar1 sirasinda BAL‘da sitokin
diizeyleri, oksidatif stres, makrofajlar, malondialdehit seviyeleri ve toplam hiicre anlaml
derecede artmis bulunmustur. TAS azalmis bulunmustur. Sonug olarak, iskemiye bagl akut

akciger hasarinda oksidatif ve inflamatuar yanitin ROS’a neden olabilecegi, ROS’un da
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akciger hasarinin bir gostergesi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Kanama, sok, iskemi sonrasinda
akcigerde yogun inflamatuar reaksiyonlar meydana gelip, BAL‘da da oksidatif ve inflamatuar
sitokinlerin artis1 gozlenebilmekte olup, bu calismada arastirmacilar BAL’da ROS artisini
dolayli yoldan gosterebilmigler, kisa Omiirlii oldugu i¢in ROS’u dlgmenin zorluguna
deginmislerdir.

MYV, akut akciger hasarinda bir taraftan tedavi edici olmakla birlikte paradoksal olarak
akcigerdeki hasar1 daha da arttirabilir. 2010 yilinda yapilmis derlemede, VIDD’den sorumlu
hiicresel mekanizmalar tartisilmis (119) ve bulgularin gelecekteki tedavi stratejileri igin
onemli oldugu goriilmiistiir. MV siiresinin uzamasi sonucunda olusan VIDD’nin, uzamis
weaning, beslenme giicliikleri ve diger olumsuzluklarla birlikte ele alindiginda, saglik
kaynaklarinin dogru, akiler kullanimi1 ve israfinin dnlenmesinde biiyiik bir etki potansiyeline
sahip oldugu iizerinde durulmaktadir. Yapilan caligsmalarda, bu hasar1 Onlemeye veya
azaltmaya yonelik ¢esitli stratejiler tasarlanip gelistirilmistir (123, 124). Siganlarda yapilan bir
calismada Vitamin E analogu Trolox kullaniminin, MV sirasinda kisa vadeli olarak
diyaframda kontraktil disfonksiyonu azaltip onledigi gosterilmistir (125). Ksantin oksidaz
inhibitorii oksipurinol ve antioksidan vitaminlerin de diyaframin kontraktilitesi ve atrofiye
etkilerinin arastirildigi bircok calisma, gelecekteki tedavi protokolleri agisindan Onemli
goriilmektedir. Melisa ve arkadaslarinin 2008 yilinda ratlar {izerinde yaptig1 bir calismada
8’erli 6 grup olusturulmus ve bu gruplardan bazilarina ksantin oksidaz inhibitorii olan
oksipurinol verilerek antioksidanlarin, MV siiresi ile diyaframda kontraktil disfonksiyon
lizerine etkisine bakilmis, kontrol grubuna goére MV siiresi uzadik¢a oksidatif stres (ksantin
oksidaz)’in artt1ig1, oksipurinol verilen grupta ise oksidatif stresin azaldigi goriilmiistiir(126).
Ksantin oksidazin MV iligkili oksidatif stres ve buna bagli kontraktil disfonksiyonu gosterdigi
diistiniilmektedir. Ksantin oksidazin farmakolojik olarak inhibisyonunun uzamig MV iligkili
oksidatif stresi ve kontraktil disfoksiyonu azaltacagi diisliniilmektedir. Bu c¢aligmalarda
oksipurinol, diyafram kontraktilitesini iyilestirmis-gelistirmis ancak atrofiye pek faydasi
olmamigtir. Tersine, MV’da spontan solunuma izin verilme dénemleri MV’a bagl diyafram
kontraktilitesini ve atrofiyi kalict olarak onlemistir(126). Siganlarda Apocynin’in de hiicresel
diizeyde antioksidan etki gostererek uzamis MV ‘da koruyucu oldugu gosterilmistir. Mc Clung
ve arkadagslarinin 2009’da 8’erli 5 rat grubunda yaptig1 calismada, 18 saat MV uygulanan
ratlardan bir boliimiine NADPH oksidaz inhibitérii olan Apocynin (antioksidan) verilerek,

antioksidanlarin MV siiresine ve diyaframda kontraktil disfonksiyon iizerine etkisine bakilmig
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(127), NADPH oksidaz inhibitorii olan Apocynin verilmeyen grupta oksidatif stresin arttigi
goriilmiis. Buradaki hipoteze gore Apocynin gibi maddeler, uzamis MV’da diyaframda ve
solunum kaslarinda hiicresel diizeyde antioksidan etki gostererek, diyafragmatik kontraktil
disfonksiyon ve atrofide koruyucu etkili bulunmustur. Bu da ileride antioksidan ilaglarin
terapdtik amach kullanimi ve farmakolojik tedavi modalitelerinde kullanilabilecegini
diisiindiirmektedir. VIDD sirasinda aktive olan proteolitik sistemlere miidahale de tedavi
hedefleri arasindadir (128). Bu baglamda Leupeptin (kalpain-katepsin inhibitorii) diyafram
kasilma bozuklugu ve atrofiyi Onleyebilir. Arastirmalarda VIDD‘de akut yiiksek doz
kortikosteroid kullanimu ile ilgili sonuglar biraz sasirtict olmustur (129). Séyle ki; VIDD igin
kortikosteroid kullanimi uygun bir tedavi gibi goriinmesine karsin kortikosteroidler kalin
filament kaybi1 ve miyopati yapabilmektedir. Bir de kas gevseticilerle sinerji olusturup,
kalpain-ubiquitin-proteozom sistemlerini aktive ederek uzamig weaninge neden olarak MV
siiresini uzatabilmektedirler (129 - 132). VIDD’yi &nlemede, aralikli kontrollii mekanik
ventilasyon modlari, kas gevsetici ajan kullanimimin miimkiinse énlenmesi, antioksidanlarin
ve kas-proteoliz yolu inhibitorlerinin kullaniminin faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu c¢alismada amacimiz; primer akciger patolojisi olmayan yogun bakim hastalarinda,
MV siiresi ile oksidatif stres parametreleri ve bir kollajen turn-over markeri olan prolidaz
seviyelerinin kanda ve BAL’da nasil etkilendigini arastirmakti. Total antioksidan durumun
Olclimii, antioksidanlarin tek tek Olgiimiinden daha degerli bilgiler verir, bu yilizden kanin
antioksidatif durumunu saptamada bireysel antioksidanlardan ziyade bunlarin toplam
antioksidan degerini veren toplam antioksidan kapasite 6l¢iimii yayginlasmaktadir. Nitekim
bu calismada, Erel tarafindan son yillarda gelistirilen TAS, TOS 6l¢iim yontemlerini (Erel
tarafindan gelistirilen REL® Assay ticari Kkitlerini) kullandik. Calismanin en O6nemli
ozellikleri:

e Insanlarda yapilmis kapsamli bir ¢aligma olmasi,

e FErel tarafindan son yillarda gelistirilen, bir¢ok oksidanin, total oksidan
kapasitenin ve bir¢ok antioksidanin hassas bir sekilde 6lciildiigii tam otomatik
kolorimetrik bir yontem olan total oksidan kapasite yontemlerinin kullanilarak
oksidan ve antioksidanlarin daha rahat dlgiilmesi (68, 107),

e Akcigerde MV’ a bagli olarak gelisen doku hasarin1 gostermede, dnemli birgok
dokunun yapisinda da yer alan, kollajenin metabolik dongiisiinde spesifik bir

enzim oldugu icin, kollajenin yikiminda ve prolinin kollajen yapimi dongiisiine
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yeniden katiliminda aktif gorev alan, kollajen turn-over belirteci olarak
prolidazin, ilk defa kullanilmasidir (4).

Bu c¢alismada prolidaz Ol¢limiinde, yeni gelistirilen modifiye (optimize) Chinard
yontemini kullanmanin uygun olacagi diisliniildii. Prolidaz enzim aktivitesinin saglikli
erigkinlerde biiyiik ¢esitlilikler gdstermemesi, prolidaz enziminin MV’a bagli olan hastalarda
akcigerde kollajen doku hasarimin degerlendirilmesi acisindan kullanilabilecegi ihtimalini
gostermektedir. Kollajen sadece pek ¢ok organ ve dokunun degil ayni zamanda ekstraselliiler
matriksin de yapisal bir bileseni oldugundan, bu yapilarin patolojisinden etkilenmektedir (5).

Calismada primer akciger hasari olmayan, mekanik ventilator tedavisi goren yogun
bakim hastalarinda, oksidatif stres parametreleri ile prolidaz enzim aktivite diizeyi
degisiminin serum ve BAL’da gosterilmesi amaglandi.

(Calismada, mekanik ventilatdr tedavisi gormeye baslayan hastalarin yapilan serum
incelemelerinde, 1. giin TOS ve OSI seviyelerini diger giinlere gore diisiik, TAS seviyelerini
daha yiiksek tespit ettik. Bu da yeni gelen hastalarda yogun bakim ve MV’ye bagh oksidatif
stresin heniiz yiikselmedigini, bu hastalarin oksidatif hasar yoniinden sadece lokal olarak
etkilendiklerini (akcigerler), sistemik olarak heniiz oksidatif hasara maruz kalmadiklarini
gostermektedir. MV’ye bagl oksidatif hasar 3. giinden sonra sistemik olarak daha da 6n plana
cikmaktadir. Yaptigimiz arastirmada 3. giin, serumda TOS ve OSI’nin oldukca yiikseldigini
dolayisiyla oksidatif stresin mevcut oldugunu, buna reaksiyonel olarak TAS’in asir
tilketimden dolay1 diistiigiinii ve asir1 oksidatif strese karsi yetersiz kaldigini tespit ettik. 5.
giin, hastalarin yogun bakimda kalis siireleri uzadikga viicuttaki antioksidanlarin kullanilmaya
devam edildigi ve dolayisiyla TAS’in anlaml oOlgiide diistiigi goriilmektedir. Bu da bize
viicuttaki oksidatif stresin dolayistyla oksidatif hasarlanmanin devam ettigini gdstermektedir.
Fakat oksidatif stres indeksi olarak kullandigimiz OSI’nin 5 ve 7. giindeki artis1 1. giine gore
istatistiksel olarak oldukc¢a anlamli olmasina karsin 3. giine gore anlamli olmamasi, tiiketilen
antioksidanlarin oksidatif strese karsi viicudu korumaya calistiklarini, ozellikle 3. giinde ¢ok
siddetlenmis olan oksidatif stresin viicut tarafindan tolere edilmeye c¢alisildig1 ve oksidan /
antioksidan dengesinin muhafaza edilmekte oldugunu gostermektedir. Bu duruma mekanik
ventilator tedavisinin olumlu katkisinin da oldugunu diisinmekteyiz. Ciinkii mekanik
ventilasyon akciger ve diger organlarda hipokseminin diizeltilmesi ve yeterli gaz degisiminin
saglanmasia katkida bulunmaktadir. Fakat yogun bakimda kalis siiresi ve mekanik

ventilasyonla normalden daha yiiksek oranda (%40) oksijen maruziyetinin uzamasi nedeniyle,
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TOS ve OSI seviyeleri cok anlamli oranda yiikselmekte fakat TAS seviyeleri uzun siire asiri
kullanima bagl olarak anlamli oranda diismektedir. Bu da bize; hastalarin yogun bakimda
mekanik ventilatdre bagl olarak yatma siiresinin uzamasinin oksidatif stresin asir1 artmasina
yol acgarak, viicudun oksidan/antioksidan dengesini koruma cabalarin1 yetersiz biraktigin
distindiirmektedir.

Prolidaz enzim aktivitesini 3. giinde, 1. giin alinan kana gore istatistiksel olarak
anlaml dl¢ilide yilikselmis olarak tespit ettik. 3. glinde TOS ve OSI seviyelerinin de anlaml
derecede yiiksek olmasi, bize bu hastalarda asir1 bir oksidatif stresin meydana geldigini,
bunun da lipit ve protein gibi biyomolekiillerde oksidatif hasara neden olup, bu hasarlanma
neticesi de viicudumuzda en yaygin olarak bulunan proteinlerden birisi olan kollajen proteini
turn-overinin hizlandigini, sonu¢ olarak da prolidaz aktivitesinin giderek daha da arttigini
gostermektedir. Nitekim 5. giin yaptigimiz serum prolidaz aktivite tayininde, prolidaz
seviyeleri olduk¢a anlamli bir sekilde yiiksek bulunarak 3. giin sonucunu teyid edip, bu
siddetli oksidatif hasarin molekiiler diizeyde devam ettigini gosterdi. Fakat yogun bakimda
kalma stiresinin daha da uzamasi, oksidatif stresin giderek yiikselmesine neden olmaktadir.
Prolidaz seviyesindeki istatistiksel olarak anlamli olmayan yiikselme, kollajen turn-overindeki
hizlanmanin istatistiksel olarak anlamli olmasa bile devam ettigini gostermistir.

Calismanin sonucunda, mekanik ventilator tedavisi gérmeye bagslayan hastalardan
alman 1. giin BAL 6rneklerinde, mekanik ventilatorle verilen yiiksek oksijen basincina paralel
olarak serbest oksijen radikalleri artmis ve TOS yiiksek bulunmustur. Buna reaksiyonel olarak
viicut TAS’1 arttirmigtir. Bilindigi gibi mekanik ventilator tedavisinde baslangigta genellikle
%100 oksijen ile tedaviye baglanmakta, ancak akcigerlerde serbest oksijen radikallerine baglh
olusabilecek hasar1 en aza indirebilmek i¢in miimkiin olabilen en kisa siirede en diisiik oksijen
konsantrasyonuna diisiilmektedir. 3. glin yapilan BAL incelemesinde TAS, TOS, OSI
degerlerinin hepsinin 1. giine gore anlamli oranda azaldigini tespit ettik. TAS 1in kullanima
bagl olarak azaldigini, TOS ve OSI’nin lokal iyilestirici faktorler (miisin gibi) ve MV’ nin
iyilestirici yonde etkisine bagli olarak azaldigini1 diisiindiik. 1. giin BAL o6rneklerinde,
mekanik ventilatorle verilen yiiksek oksijen basincina paralel olarak anlamli derecede yliksek
bulunan oksidatif hasar kollajen proteininin de metabolizmasini degistirmis ve turn-overini
hizlandirmistir. Yiikselmis olan prolidaz degerleri 3.giin oksidatif stresin azalmasina ve
kollagen turn-overinin stabillesmesine bagh olarak diisiik tesbit edildi. Bu da 1. giinde verilen

yiiksek oksijen basincinin olusturdugu serbest oksijen radikallerinin, molekiiler seviyede lipit,
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protein ve DNA hasar1 yaparak ileri derecede oksidatif zedelenme olusturdugunu, hem
oksidan hemde antioksidan molekiillerin azalmasina yol agtigin1 ortaya koymaktadir.
Verdigimiz oksijen basinci % 40 oraninda standardize olmasina ragmen, 3. giinden sonra (5.
giin), hastalarimizda oksidatif stresin tekrar arttigin1 gézlemledik. Buna reaksiyonel olarak
TAS’1n da arttigin1 gordiik. Fakat hastalarin yogun bakimda kalma siiresinin uzamasi gevresel
faktorlerin de etkisi ile 7. glinde oksidatif stresin giderek yiikselmesine neden olmustur.
TOS’un artmasina karsin TAS miktarlar1 antioksidanlarin asir1 tiikketimine bagli olarak ¢ok
fazla yiikselememistir. Dolayistyla hastanin yogun bakimda kalig siiresi uzadik¢a potent bir
oksidatif strese maruz kalinmakta ve TAS’inda asir1 tiikketilmesinden dolay1r koruyuculugu
diismektedir. Hastalarda buna bagli olarak hiicre ve doku diizeyinde lipit, protein ve DNA
hasar1 meydana gelip oksidatif hasar olusmaktadir. BAL’da TAS’1 yiikseltecek pek cok
antioksidan bulunmaktadir. Akcigerlere 6zel olarak bronkoalveolar yiizeyi kaplayan, mukus
tabakasinda yer alan miisin glikoproteinleri de antioksidan etki gostererek epitelyal Ortiiyii
oksidatif hasara kars1 koruyucu etki gostermektedir (133). Fakat, MV’e bagli hastalarda
yiiksek oksijen basincina maruz kalan bronkoalveolar epitelyal yiizey ve bu yiizeyi kaplayan
mukus tabaka da hasara ugramakta, dolayisiyla hastalar1 uzun siiren oksidatif strese karsi
koruyucu potansiyeli olan TAS giderek azalmaktadir. Caligmamizda diisiik buldugumuz TAS
seviyeleri de bu sonucu teyit etmektedir. Ozellikle 3. giinden sonra yiikselen TOS seviyeleri
ve yetersiz kalan TAS seviyesi OSI'nin asir1 yilikselmesine sebep olmustur. Bu da bize
ozellikle 3. giinden sonra ylizeyleri koruyan mukozal tabakanin oksidatif hasarla
zedelendigini ve bu hasarin siddetinin de mekanik ventilasyonun ve yogun bakimda kalma
siiresinin uzamasi ile artacagin isaret etmektedir. Fakat bu hipotezimizin teyidi i¢in, mukus
tabakasinin da Ozellikle miisin glikoproteinlerini igine alan bir arastirmayla arastirilmasi
gerekmektedir.

Calismaya dahil olan hastalarin BAL oOrneklerinde, 1. giin mekanik ventilasyonla
maruz kalinan asir1 oksijen basincindan dolayr TOS ve OSI artmakta, buna paralel olarak
TAS, igerdigi siilfhidril gruplarindan dolay1 asir1 olmamakla beraber yiiksek bulunmaktadir.
Ayrica mekanik ventilasyona bagli olarak bronkoalveolar epitelyal yilizeyde, ozellikle
ekstraseliiler matrikste mevcut olan kollajen proteinlerinin mekanik ve oksidatif olarak
hasarlandigini, dolayisiyla kollajen yikiminin mevcut oldugunu ve prolidazin da bu yikima
paralel olarak 1. giin BAL o6rneklerinde yiiksek bulundugunu sdyleyebiliriz. 3. giinde BAL
prolidaz seviyesinde 1.gline gore olduk¢a anlamli diisme tespit ettik. Bu da bize BAL daki
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TAS, TOS, OSI degerlerindeki diisme gibi oksijen radikallerine asir1 maruz kalan
bronkoalveolar yiizeyde molekiiler seviyede lipit ve proteinlerde oksidatif zedelenme
meydana geldigini gostermektedir. Prolidazin, kollagenin zedelenmesiyle hizlanmis olan turn-
overina paralel olarak I.glinde yiikselmesi de hipotezimizi dogrulamaktadir. 3.glinde ise
oksidatif stresin bronkoalveoler doku diizeyinde diismesi kollajen hasarininda diismesi veya
turnoverinin stabil hale gelisi prolidaz seviyesinin diismesi ile teyit edilmektedir. 5. giinde
yaptigimiz BAL analizinde ise prolidaz miktarinin OSI, TAS ve TOS seviyelerindeki artisa
paralel olarak arttigini tespit ettik. Bu sonuca gore bronkoalveolar yiizeyde olusan mekanik ve
oksidatif hasarin 5. giinde bronkoalveolar yiizey hiicrelerinin ve extraseliiler matrixin ana
yapisal proteini olan kollajen molekiiliiniin yikiminin artti81, turn-overinin hizlandigi ve sonug
olarak prolidaz seviyelerinin ylikseldigini gosterdi. 7. giin ise BAL prolidaz seviyelerinin hem
1. gline, hem de 5. gline gore anlamli oranda diisiik oldugunu goérdiik. Bu da, hastalarin yogun
bakimda mekanik ventilatore bagli olma siiresinin uzamasinin, bronkoalveolar yilizeyin hem
mekanik hem de siddetli oksidatif hasara bagli olarak total antioksidanlarini oldukga
tilkettigini fakat maruziyet siiresi uzadikg¢a 6zellikle yiizey epitelini kaplayan mukus tabakanin
koruyuculuk vasfinin hiicresel mekanizmalarla adaptasyon siirecine girmis olabilecegini
varsayabiliriz. Nitekim prolidaz seviyesinin 5. giine gore diisiik bulunmasi kollajen
metabolizmasimin kontrol edilebildigini ve turn-over hizinin stabil hale getirilebildigini
gostermektedir.

Bu bulgular 1s18inda, MV uygulanan hastalarda, MV’un siiresi ile artan siddetli bir
oksidatif stresin oldugunu, bunun MV’a bagli akciger hasarinin etyopatogenezinde ve
progresyonunda rol oynadigi, dolayistyla ciddi bir oksidatif hasarin ortaya ¢iktigi, bundan en
fazla etkilenen proteinlerden biri olan kollajenin hasarlandigin1 ve yikiminin artarak turn-
overinin hizlanmis oldugunu ve bundan dolay1 da MV’a bagl akciger hasarinda prolidaz
enzim aktivitesinin serumda artmis oldugunu sdyleyebiliriz. Prolidaz enzim aktivitesinin
gosterilmesinde fotometrik bir metod olan Modifiye Chinard Y&ntemi, otomatize olmamasi,
giivenilir fakat kolay uygulanabilir olmamasi nedeniyle rutin bir parametre olarak heniiz
kullanilabilir degildir. Ayrica oksidatif stres belirteclerini yiiksek olarak tespit ettigimiz bu
hastalarda, MV’a bagli olarak oksidatif stres ve oksidatif hasarin da meydana geldigini
diisiinmekteyiz. Oksidan maddelerin artmasi ve bunun yaninda antioksidan kapasitenin
azalmasi kollajen doku hasar1 olusturarak bu siirece katkida bulunabilir. Bundan dolayi, bu

hastalarda antioksidan kapasitenin disardan verilebilecek antioksidan suplement Ornegin
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vitaminlerle desteklenmesinin MV’a bagli oksidatif hasar1 azaltabilecegi ve klinik siireci

olumlu yonde etkileyebilecegini diisiiniiyoruz.
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6. SONUC

Insanlarda yapilmis kapsamli bir arastirma olan ve MV’ye bagh olarak viicutta ve
bronkoalveoler doku diizeyinde olusan oksidatif hasarlanmanin incelenmesini amagladigimiz
calismamizda; primer akciger patolojisi olmayan yogun bakim hastalarinda MV’ye bagh
oksidatif hasarlanma sonucu, MV siiresi ile dogru orantili olarak hem serum hem de BAL’da
TAS, TOS, OSI ve viicudumuzda en yaygin bulunan proteinlerden birisi olan kollajenin
metabolik dongiisiinde spesifik bir enzim oldugu i¢in, kollajenin yikiminda ve prolinin
kollajen yapimi dongiisline yeniden katiliminda aktif gdrev alan, kollajen turn-over hizinin
belirteci olarak prolidazin anlamli 6l¢iide degismekte oldugunu tespit ettik.

Bu calismada hastalarin yogun bakim iinitesinde kalig siireleri ve MV’ye bagh
kaldiklar1 siire uzadik¢a serum TAS degerlerinin istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diistiigiini
tesbit ettik. Serum TOS ve OSI degerlerinde 3. giinde 1. giine gore istatistiksel olarak anlamli
bir yiikselme oldugunu, 5. giinde 1. giine gore istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artma,
3. giine gore ise istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma oldugunu, 7. giinde 1- 3- 5.
glinlere gore istatistiksel olarak anlamli bir yiikselme oldugunu tesbit ettik. Hastalarin serum
prolidaz aktivitesi 3. giinde 1. giline gore istatistiksel olarak anlamli Olgiide yiikselmis
bulundu. 5. giin yapilan serum prolidaz aktivitesi tayininde, prolidaz seviyeleri 1. giine gore
istatistiksel olarak anlamli, 3. gline gore ise istatistiksel olarak anlamli olmayan bir sekilde
yiiksek bulundu. 7. giin serum prolidaz seviyelerindeki yiikselme 5. giine gore istatistiksel
olarak anlamli olmayip, 1. ve 3. giine gore istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Yapilan BAL analizlerinde ise; hastalarin TAS degerlerinin 3. gilinde 1. giine gore
istatistiksel olarak anlamli oranda azaldigini tespit ettik. TAS degerleri 5. giinde, 3. gline gore
istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek, 1.gline gore ise istatistiksel olarak anlamli olmayan
bir sekilde yliksek bulundu. BAL’daki TAS degerleri 7. giinde, 1. ve 5. giine gore istatistiksel
olarak anlamli oranda diisiik, 3. giine gore ise istatistiksel olarak anlamli olmayan bir sekilde
diisiik bulundu. Hastalarin BAL TOS degerlerinin 3. giinde 1. giline gore istatistiksel olarak
anlamli oranda azaldigini tespit ettik. TOS degerleri 5. glinde 1. giine ve 3. giine gore
istatistiksel olarak anlamli oranda yiikselmis bulundu. BAL’daki TOS ve OSI degerleri 7.
giinde 1. ve 3. giine gore istatistiksel olarak anlamli oranda, 5. giine gore ise istatistiksel

olarak anlamli olmayan bir sekilde yiikselmis bulundu. Hastalarin BAL prolidaz seviyeleri 3.
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giinde 1. giline gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diisiik bulundu. 5. giin yapilan BAL
prolidaz seviyesi tayininde, 1. giine gore istatistiksel olarak anlamli olmayan bir ylikselme, 3.
giine gore ise istatistiksel olarak anlamli bir yiikselme bulunmustur. 7. giin BAL prolidaz
seviyelerindeki diigme 1. ve 5. giline gore istatistiksel olarak anlamli, 3. giline gore ise
istatistiksel olarak anlamli degildi.

Sonuglarimiz 1s18inda, yogun bakim iinitesinde kalma ve MV’nin, hastalarda hem
sistemik hem de lokal dokusal siddetli oksidatif stres ve buna bagli oksidatif hasar
olusturdugunu, bu oksidatif stresin yogun bakim ve MV siiresi uzadik¢a devam ettigini ve bu
stire zarfinda viicudun oksidatif strese bagli hasarlanmay1 onlemek veya azaltmak icin
antioksidanlar1 kullanarak tiiketilmelerine neden oldugunu gordiik. Ayrica gerek hiicre ve
dokularin yapisinda gerekse ekstraselliiler matriks ve yari viskoelastik yapida olan epitelyal
mukus tabakasinin bilesiminde yer alan kollajen proteininin metabolizmasindaki degisiklikler
hakkinda bize 6n bilgi kazandiran, kollajen yikimi ve yeniden sentezinde 6zellikle de son
basamaklar i¢in spesifik ve tek enzim olan prolidaz aktivitesinin de degisiklikler gosterdigini,
dolayistyla yogun bakim iinitesinde kalma ve MV ile kollajen proteininin metabolizmasinda
degisiklikler meydana geldigini ve oksidatif hasara ugradigmi tespit ettik. Ozellikle 1. giin
BAL o6rneklerinde, mekanik ventilatdrle verilen yiiksek oksijen basincina paralel olarak
kollajen doku hasarinin oldukga yiiksek oldugunu, bunun daha sonra oksijen basincinin
diistiriilmesi ve oksidatif stresin hem azalmasi hem de antioksidanlarla kontrol altina
alinmasiyla, ayrica doku ve hiicrelerin kendi rejenerasyon cabalariyla stabilize hale geldigini,
dolayistyla da prolidaz seviyelerinin de diistiigiinii gostermis olduk. Fakat bu sonuglarimizin,
MV ’nin lokal mekanik etkilerini daha kapsamli olarak ortaya koyabilmesi i¢in bronkoalveoler
epitelyal yiizeyi kaplayan mukus tabakasinin bilesimindeki degisiklikleri de BAL’mn
molekiiler yapisini da ortaya koyabilecek ileri c¢alismalara ihtiyag vardir. lerideki
calismalarda, hem doku hem de kanda oksidatif stresin azaltilmasi, antioksidan savunma
mekanizmalarinin giiglendirilmesi ve MV’ye bagli patolojilerin azaltilmasinin hedeflenmesi,
yogun bakim ve MV tedavisi gerektiren hastalarin tedavileri agisindan gelecekte daha yiiz

giildiiriici adimlar atabilmemizi saglayacaktir.
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