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Onsoéz

Kronik Obstruktif Akciger Hastaligi (KOAH), genetik ve cevresel
faktorlerin  etkisiyle gelisen, kronik ve progressif bir hastaliktir.
Patogenezinde, hava yollarinin iltihabi ile birlikte, hava akimi obstriksiyonu

ve parankim harabiyeti s6z konusudur.

KOAH'In etyopatogenezinde oksidatif stresin kritik bir rol oynadigi
bildirilmig; oksidatif stres olusumundan inflamatuar hicrelerden salinan
reaktif oksijen turlerinin (ROT) sorumlu oldugu 6ne surulmustur. Oksidatif
stresin inflamatuar respiratuar hastaliyin baslamasi ve ilerlemesine katkida
bulundugu duisiinilmektedir. insan organizmasi disaridan alinan ve
organizmada endojen olarak olusan oksidanlara hayat boyu maruz
kalmaktadir. KOAH'ta oksidanlar lehine bozulan oksidan-antioksidan
dengesinde, oksidanlarin kaynagi sigara dumani, aktive nétrofil ve makrofa;j
gibi inflamatuar hicrelerden salinan maddelerdir. Eksojen olarak hava kirliligi,
sanayi gazlari ve sigara dumani ile dig ortamdan ulasirken, metabolik
aktiviteler ve fagositoz sonucu olusan oksidanlar da endojen vyolla

organizmanin oksidan yukunu artirmaktadir.

Birgok kronik hastaligin etyopatogenezi ile iligkili ve lipit
peroksidasyonunun son Urind olan malondialdehit (MDA), oksidatif streste
gorulen bir belirte¢ olarak yaygin sekilde kullaniimaktadir. Nitrik oksit (NO),
organizmada pek c¢ok farkh fonksiyon Ustlenen, prooksidan ve antioksidan
Ozellikler gosterebilen bir molekuldar.

Bu calismada, oksidatif stresin bir belirteci olan MDA ile organizmada

degisik fonksiyonlar Ustlenen, literatirde de KOAH ile iliskisi konusunda



degisik sonuglar rapor edilmis olan NO dizeylerinin arastiriimasi

amaclanmistir.



1.GENEL BILGILER

1.1. Kronik Obstruktif Akciger Hastahgi

Kronik Obstruktif Akciger Hastaligi (KOAH), zararh partikil ve gazlarin
kronik inhalasyonu sonucu akcigerlerde olusan anormal inflamatuar yanitin
neden oldugu, ilerleyici hava akimi obstriksiyonu ile karakterize bir
hastaliktir. Akcigerlerde olusan kronik inflamasyon; buylk ve kiglik hava
yollari ile akciger parankimini etkileyerek kronik bronsit, amfizem ve yerlesik
hava akimi obstruksiyonu gelisimine yol agmaktadir. KOAH’ta kronik bronsit
ve amfizem genellikle bir arada bulunmaktadir. Genetik olarak duyarl
Kisilerin uygun cevresel risk faktorleri ile uzun sure karsilagsmasi hastalik

gelisimine neden olmaktadir (39).

KOAH’In en 6nemli semptomlari; efordispnesi, kronik oksurik, balgam
ve higiltili solunumdur (45). Kronik 6ksuruk ve balgam cgikarma, genellikle
hava akimi kisitlanmasi gelismeden yillar once baglasa da, tum vakalarda
KOAH gelismeyebilir. Semptomlarin varligi ve akciger fonksiyonlarinin
OlcimU ile saglanan tani, spirometre ile dogrulanir. KOAH tanisini
kesinlestirmek igin, standart bir spirometrik inceleme yapilmasi konusunda

gereken ¢aba harcanmalidir (57).

1.1.1. KOAH’ta Epidemiyoloji

KOAH’a ait solunum semptomlari ve fizik muayene bulgulari ile
hastaligin siddeti arasinda her zaman paralellik olmayabilir. Oyle ki, solunum
fonksiyon testleri (SFT) ileri derecede bozuk olan hastalarda bile semptomlar
¢ok az ya da hi¢ olmayabilir. Bu nedenle, hastaligin tanisinin guc¢lesmesi ve

hastalarin kayit altina alinamamalari, semptom prevalansi ve morbidite



verilerinin  guvenirliligini  zayiflatmaktadir.  Yapilan c¢aligmalar, KOAH
hastalarinin sadece %?25’'inin bir saglik kurulusuna kayith oldugunu
gOstermektedir (39). Amerika Birlesik Devletleri (ABD)nde 1996'da, 16
milyon KOAH hastasinin bulundugu bildirilsede gergek sayinin 22 milyon
civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Son raporlara gore, Avrupa ve Kuzey
Amerika’da yetigkin bireylerdeki genel prevalansin % 4-10 arasinda oldugu
bildirilmistir (3). ABD’de 25-75 yas grubu genel popullasyonu temsil eden
genis bir drneklem grubunda 1988-1994 yillari arasinda yapilan NHANES Ili
(National Health and Nutrition Examination Survey) calismasinda hafif KOAH
prevalansi %6.9, orta siddette ise %6.6 olarak bulunmustur. Yine ayni
calismada, beyaz erkekler arasinda KOAH prevalansi sigara igicilerde
%14.2, sigarayl birakanlarda %6.9 ve hi¢ icmeyenlerde ise %3.3, beyaz
kadinlarda ise, bu oran sirasiyla %13.6 , %6.8 , %3.1 olarak bildirilmistir (3).
Dinya Saglik Orgiti (WHO) 1990 yili verilerine gére, hastalik prevalansi,
tim didnyada erkeklerde binde 9.34, kadinlarda binde 7.3 iken, 2000l
yillarda yapilan ¢alismalarla artik dGnemini yitirmistir (3, 39, 44).

Ulkemizde Saglik Bakanligi verilerine gore, tim hastanelere KOAH ve
astim tanisiyla yatirilan hasta orani, 1997°’de yuzbinde 203’tur ve 2000
yihinda 156.354 hasta KOAH ve astim tanilariyla hastanelerden taburcu
edilmistir. Kesin rakamlar bilinmemekle beraber mevcut verilere gore 2.5-3
milyon KOAH hastasi oldugu tahmin edilmektedir (82).

Gunen ve ark. (25) Malatya ilinde KOAH sikhgini, 40 yas Uzeri nufusta
% 9.1, 40 yasin Uzerinde sigara igenlerde ise % 18.1 olarak saptamistir.

40 yas Ustu nufusta KOAH prevalansi, hastalik gelisimini etkileyen risk
faktorleri ve hastalik yUkdndn arastirildigi calismada Adana ilindeki 40 yas
usth yetigkinlerde KOAH prevalansinin %20 civarinda oldugu kaydedilmistir
(39).



1.1.2. KOAH’ta Morbidite ve Mortalite

WHO ve toraks derneginin 2000 yilinda yayinlamis oldugu KOAH tani
ve tedavi rehberinin verilerine goére tim dinyada 600 milyon KOAH'l
hastadan her yil 2.3 milyon kisi hayatini kaybetmektedir (82). Avrupa
ulkelerinde KOAH, astim ve pnomoniden olusan hastalik grubu Olum
nedenleri igcinde 3. sirayl alirken, ABD'de KOAH tek basina 4. 6lim nedeni
olarak izlenmektedir (3, 73). Bugin tim dinyada en sik rastlanilan 6lim
nedenleri iginde 6. sirada yer alan KOAH'In, 2020 yilinda 3. 6lim nedeni

haline gelmesi beklenmektedir (50).

Ulkemizde kesin rakamlar tam bilinmemekle beraber, astim ile birlikte
KOAH mortalite orani Saglik Bakanhigi verilerine gore (2000 yilina kadar)
2.3/100.000 olarak bulunmustur. Yine 2000 yili icinde yatakli tedavi
kurumlarina yatirilan hastalarin 127.000’inde kronik bronsit, amfizem ve
astim tanisi konulmus ve bu hastaliklar, secilmis 150 hastaliktan olum

nedenleri arasinda 11. sirada yer almigtir (82).

1.1.3. KOAH’ta Etyopatogenez

KOAH, akciger elastikiyetinin bozulmasi, fibrozis ve hava yollarinin
daralmasi gibi lezyonlarla seyreden bir hastaliktir. inflamasyon, édem ve
sekresyonlar hava akimindaki kisithliga katkida bulunur. Aktive olmusg
inflamatuar hicrelerden, akciger yapilarinda hasara yol agabilen ve / veya
notrofilik inflamasyonun slrmesini saglayabilen I6kotrien B4 (LTB4),
interlékin 8 (IL-8), tumor nekroz faktori-a (TNF-a) ve benzeri bir dizi
mediyatér salinir. inflamasyona ek olarak, akcigerdeki proteinaz dengesi
bozuklugu ve oksidatif stresin de patogenezde ©6nemli rol oynadigi
dusunulmektedir (29, 43, 75).



Sigara dumaninin yani sira g¢evresel hava kirliliginin de KOAH gibi
respiratuar hastaliklarin gelisiminde tetikleyici faktor oldugu anlasiimistir.
KOAH’a 6zgu patolojik degisikler merkezi ve periferik hava yollarinda,
akciger parankimi ile damarlarinda gorulur. Kronik brongit hava yollarindaki
inflamasyonla iligkili olup mukoz bezlerin buyukliguyle orantihdir.
inflamasyonda baglica mononiikleer hiicrelerin infiltrasyonunun séz konusu
oldudu, infiltrasyon ¢api 2 mm'den daha buylk hava yollarinin mukozal
yuzeylerinde ve ¢apl 4 mm'den daha buyuk hava yollarinin bez kanallari ile
bezlerinin g¢evresinde; daha kiuguk hava yollarinin ise submukozasinda
goralur (49, 72).

Sigara icme KOAH gelisiminde baslica bir risk faktdérli olmasina
ragmen sigara igicilerinin sadece %15-20'sinde belirgin kronik hava yolu
kisithih@r goruldr. Yapilan galigmalar, sigara icen ve kronik hava yolu kisitliligi
gorilen bireylerde, normal akciger fonksiyonuna sahip asemptomatik sigara
icicilerine gore, periferal hava yollarinda diz kas alanlarinin arttigini ve

Ozellikle CD8+ T-lenfositlerin cogaldigini gostermistir (70).

Sigara dumanina maruziyet, epitelyal ve dentritik hicreler tarafindan
salinan kemokinler ve sitokinlerle, makrofajlar ve nétrofiller gibi inflamatuar
hicreleri uyarir. Elastaz ve matriks metalloproteinazlar (MMP 9 ve 12) gibi
proteolitik enzimler, elastin peptitlerin salinimina yol acgar. Bunlar dentritik
hicreler tarafindan fagosite edilir ve daha sonra antijen T-hucre
aktivasyonuna bu da doku yikimina neden olan proteolitik enzimlerin asiri

uretimine ve amfizem gelisimine katkida bulunur (79).

Histolojik calismalar ilerlemis amfizem ve kiguk hava yollarindaki
bozukluklarin  pulmoner vaskularitedeki dedgisikliklerle yakindan iligkili
oldugunu goéstermistir. Pulmoner dolagsimdaki yapisal ve fonksiyonel
anormallikler KOAH patogenezindeki temel Ozelliklerden biridir. Endotel

kaynakh ~ NO'nun  salinimindaki  bozulma  pulmoner  endotelyum



disfonksiyonuyla iligkilidir. Bu durum, KOAH'ta go6rilen vaskuler
degisikliklerde kritik bir rol oynar (58, 87).

1.1.4. KOAH’ta Siniflandirma

Oksirik, balgam cikarma veya dispne semptomlari olan ve/veya
hastalikla ilgili risk faktérlerine maruz kalma o6ykusU bulunan bir hastada
KOAH vardir ve tani spirometri ile dogrulanir. Postbronkodilator Zorlu
Ekspiratuvar Volum Birinci Saniye/Zorlu Vital Kapasite (FEV1 / FVC) oraninin
70’ in altinda olmasi tam geri donusli olmayan hava akimi kisitlanmasini
goOsterir.  Kronik oOksuruk ve balgam c¢ikarma genellikle hava akimi
kisittanmasi gelismeden yillar 6nce baglasa da tum vakalarda KOAH
gelismeyebilir. Semptom varligi ve hava akimi kisittamasi arasindaki iligki

yeterince iyi degildir (60).

Hastalidin siddeti spirometrik olarak belirlenir. FEV1 duzeyine gore
belirlenen dort evreden olusan bir siniflama 6nerilmektedir. (Tablo 1) FEV1
degerleri postbronkodilator FEV1 degerlerini belirtmektedir. Siniflama
tedaviye yaklasimda genel bir yol gosterici oldugu gibi saglik durumu,
alevlenme geligimi, mortalite ve saglik kaynaklarinin kullanimi hakkinda bilgi
verir (3, 60).

Hastaligin siddetini degerlendirmek icin nefes darligi, hava akiminin
sinirlanmasi ve gaz aligverisindeki anormallikler gibi faktorlerin birlikte
degerlendiriimesi ideal olsa da bu faktorler arasindaki iliskiyi niceliksel olarak
tanimlayan higbir veri yoktur. Bu hastalarda morbidite ve mortalite ile en
yakindan bagintili parametre FEV1 oldugu igin, hastaligin siddeti hava yolu

obstruksiyonunun derecesine gore degerlendirilir (82).



Tablo 1. KOAH'da Siniflandirma (64)

EVRE OZELLIKLER
0: Risk altinda e Normal spirometri
e Kronik semptomlar (6ksurlk,
balgam ¢ikarma)
1. Hafif KOAH e FEV1/FVC < %70

FEV12= %80, beklenenin
Kronik semptomlar (6ksuruk,
balgam ¢ikarma) var

ya da yok

2: Orta siddette KOAH

FEV1/FVC < %70

%50 <FEV1 < %80,
beklenenin

Kronik semptomlar (Oksuruk,
balgam ¢ikarma) var

ya da yok

3: Agir KOAH

FEV1/FVC < %70

%30 < FEV1 < %50,
beklenenin

Kronik semptomlar (Oksuruk,
balgam ¢ikarma) var

ya da yok

4: Cok agir KOAH

FEV1/FVC < %70

FEV1< % 30, beklenenin ya
da FEV1 < %50 ,

beklenenin + kronik solunum

yetmezligi




1.1.5. KOAH’ta Risk Faktorleri

Ulkemizde kirsal kesimde yasayan kadinlarin ¢odu, ev ici enerji
ihtiyaci icin tandir dumanina maruz kalir. EndUstrilesmis Ulkelerde, amfizem
ve kronik bronsit icin en onemli risk faktoru sigara igimi olsa da KOAH'In
sigara icmeyen Kigiler arasinda da yaygin olarak bulundugu izlenmektedir.
Gunumuzde 3 risk faktoriunin KOAH gelisimindeki roll ¢ok iyi bilinmektedir.
Bunlar, aktif sigara icimi, mesleki toz ve dumanlarla karsilasma ve kalitsal
alfa—1 antitripsin (AAT) eksikligidir. Bunlara ek olarak, hava Kkirliligi, pasif
sigara icimi, viral enfeksiyonlar, sosyoekonomik faktorler, alkol, yas, cinsiyet
ailevi/genetik faktoérler ve hava yolu asiri cevaphligi KOAH gelisiminde risk
faktoradur (54, 82).



Tablo 2. KOAH’ da Risk Faktorleri (82)

Cevre Faktorleri Konakegil ile ilgili faktorler

Sigara igimi Genetik faktorler
Aktif sigara igimi

Pasif sigara igimi Cinsiyet

Annenin sigara i¢imi

Yas

AAT eksikligi

Aile dykusu
Mesleki Kargilasmalar

Etnik faktorler

Hava yolu hiperreaktivitesi
Hava Kirliligi

Dig Ortam Atopi
ic Ortam

Dusuk dogum agirligi

Asiri mukus yapimi
Sosyoekonomik Faktorler / Yoksulluk

Diyet ile ilgili faktorler
Yiksek tuzlu diyet

Diyette antioksidan vitaminlerin azligi

Diyette doymamis yag asitlerinin azhgi

Perinatal olaylar ve ¢ocukluk hastaliklari

Tekrarlayan bronkopulmoner enfeksiyonlar




1.1.5.1. Sigara

Tum dunyada kronik morbidite ve mortalitenin 0Onde gelen
sebeplerinden biri olan KOAH olusumunda gelismis Ulkelerde sigara igimi
baglica sebep olsa da, gelismekte olan Ulkelerde sigara igmeyen Kisiler
arasinda da yaygin olarak bulunmasi gevresel faktorlerin KOAH gelisiminde
blyuk bir rol oynadigini diastindirmektedir. Sigaranin etkileri, sigara igiminin
yogunlugu ve suresi ile yakindan iligkili olup, sigara igicilerin % 50’sinde
kronik bronsit gelismektedir. Kronik bronsit, sigara igenlerde igmeyenlere
gore 15-20 kat fazla gorulir. CUnkU sigara igcen duyarl Kigilerde solunum
fonksiyonlarindaki gerileme hizi oldukga belirgindir. Dinya genelinde,
Ozellikle kadinlarda ve yetigkinlerde sigara igiminin yayginlasmasina paralel
olarak, KOAH prevalansi ve mortalitesi de giderek artmaktadir. Sigaranin
birakilmasi, hastaligin 6nlenmesinde ve tedavisinde en 6nemli unsurdur
(1, 17, 40).

Pasif sigara igiciligi, diger insanlarin sigara icmesine bagli olarak,
sigara dumanindaki, karsinojenik, teratojenik, irritan ve toksik maddelere
maruziyete neden olur. Yapilan ¢alismalar, pasif sigara igiciliginin KOAH,
akciger kanseri ve kardivaskuler hastaliklar gibi bircok hastaligin ortaya
clkmasina yol actigini ve bazi hastaliklarin da seyrini agirlagtirdigini

gostermistir (31).

1.1.5.2. Mesleki Maruziyet

KOAH'ta mesleksel maruziyete badli risk yaklasik %19 olarak
hesaplanmistir ve bu risk sigara igmeyenlerde %31 civarindadir. Kirsal
alanlarda yasayanlar 6nemli oranda organik partikillere (bitki tozlari,
bakteriyel ve fungal toksinler), tekstil endustrisinde calisanlar bitkisel tozlara

(6rnegin  pamuk tozu) maruz kalirlar. Bunun diginda demir-gelik
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fabrikalarinda, ahsap sanayisinde ve ingaat sektdorinde de mesleksel

maruziyetler s6z konusu olmaktadir (61).

1.1.5.3. Alfa — 1 Antitripsin Eksikligi

Pek c¢ok fonksiyonu bulunan bir akut faz reaktani olan AAT'nin,
antiproteaz  aktivitesi fizyolojik acidan dnemlidir. Birtakim genetik
mutasyonlarla meydana gelen sistemik eksikligi, akcigerde amfizem ve kronik

bronsit gelisimine neden olur (83).

1.1.5.4. Hava Kirliligi

Hava Kkirliliginin KOAH gelisimindeki etkisi tartismalidir. Kentlerdeki
yuksek duzeydeki kirliligin kalp ve akciger hastaligi bulunan kisilerde zararl
etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Dig ortam kirliliginin KOAH
alevlenmelerini, hastaneye basvurulari ve mortaliteyi artirdigi gosterilmistir.
Dis ortam kirleticilerinin, okside edici etkilerinden 6turt KOAH gelisiminde
roli olsa da, sigara dumani daha etkilidir. Cogu gelismis Ulkede disg ortam
hava kirlilik dizeyleri 6nemli oranda azalmis ve bir risk faktori olma 6zelligini
onemli Olcide kaybetmistir. Buna karsilik hava kirliliginin hala énemli bir
problem oldugu gelismekte olan Ulkelerde, yeterli havalandirma kosullarinin
bulunmadigi ortamlarda, i1sitma ve yemek pisirme amaciyla degdisik kati
yakitlarin  kullanilmasinin  yuksek duzeyde i¢ ortam Kkirliligine neden
olabilecegi ve bu durumun da KOAH gelisimi ile iligkili olabilecegi bildirilmigtir
(39).
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1.1.5.5. Dusuk Dogum Agirhgi

Akciger ve hava yollarinin intrauterin buyumesini etkileyen, dusuk
dogum agirhigina ve immun cevabin gelisiminin bozulmasina yol agan fetal

ve neonatal faktorler, KOAH gelisimine katkida bulunabilir (28).

1.1.5.6. Cinsiyet, Irk ve Yas

KOAH, erkekler arasinda, kadinlara gore oldukga ylksek oranda
gorilse de, kadinlar arasinda sigara iciciliginin artmasiyla aradaki fark
giderek kapanmaktadir. KOAH'a bagl dlimler, beyaz irkta, siyah irklara gore
onemli 6l¢ide daha yuksek oranda goérilmektedir. KOAH genellikle 50 yas
ustiinde ve 20 yildan daha uzun slre sigara icmis Kisilerde goriimektedir.
Avrupa Ulkelerinde KOAH prevalansinin 40 yas Ustu yetiskinlerde % 4-6
oldugu tahmin edilmektedir. Fakat son yillarda Glney Amerika’'nin degisik
ulkelerinde yapilan g¢alismalarda Cin ve Turkiye’de daha 6nce sanilanin
aksine 40 yas ustu yetigkinlerde KOAH prevalansinin % 10’larin Ustinde
oldugunu gostermektedir (39, 46, 49, 74, 85).

1.1.5.7. Sosyoekonomik Durum

Sosyoekonomik kosullarin disuk olmasi akciger fonksiyonlarini
olumsuz etkilemekte, hastaligin morbidite ve mortalitesi artmaktadir (39, 40).
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1.2. Serbest Radikaller

Organizmanin prooksidan-antioksidan dengesinin korunmasi saglikli
bir yasam surdurulebilmesi igin ¢ok dnemli ve gereklidir. Oksijenle surekli
temas halinde olmak, serbest radikal olusumunu da beraberinde getirir. Dis
orbitalinde paylasiimamis bir elektron tasiyan serbest radikallerin dmdarleri
¢ok Kkisa olup, kararsiz bir yapi go6stermektedir. Serbest radikaller
organizmada metabolik olaylar sirasinda olustuklari gibi, radyasyon, ilaglar
ve zararli kimyasal maddeler gibi gesitli dis etkenler nedeniyle de olusur. Cok
onemli bir bolimu oksijen ve azot kaynakli olan bu radikallerin organizmada
karbon ve kukurt merkezli olanlari da vardir. Serbest radikaller organizmada
mikrozomal karma fonksiyonlu oksidaz sistemi, sitoplazmik ksantinoksidaz,
hicre membranina bagh NADPH oksidaz ve lipooksijenazlar gibi enzimlerin

katalize ettigi reaksiyonlar sirasinda olusur (2).

Oksidan-antioksidan dengesinin  oksidanlar lehine bozulmasina
oksidatif stres denir. Yapilan bilimsel calismalar, oksidatif stresin birgok
hastalikta merkezi bir rol oynadigini goéstermistir. KOAH patogenezinde de
Ozellikle inflamatuar hucrelerden salinan ROT un olusturdugu oksidatif stresin

onemli oldugu dusunulmektedir (21, 66).

Superoksit radikali, molekiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi
sonucu meydana gelir. Bu durum biyolojik sistemlerde yaygin olarak
gerceklestiginden, canlilar igin dnemlidir. Canlilarda ¢ok sayida enzimatik ve

enzimatik olmayan tepkimelerle stperoksit uretilir (37, 80).

Hidrojen peroksit (H.0), oksijenin enzimatik olarak iki elektronla
indirgenmesi veya peroksitlerin dismutasyonu sonucu olugur. pK'si10.6
oldugundan, nétral ve asidik kosullarda net yuk tasimayan H,O,, biyolojik

zarlar kolayca gecebilir. Yapisinda paylasiimamis elektron icermediginden
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radikal 6zelligi tasimasa da, Cu, Fe gibi metal iyonlarinin varhiginda, hidroksil

radikalinin 6ncull olarak davranmaktadir (37, 89).

Hidroksil radikali, biyolojik ve kimyasal sistemlerde iki mekanizma ile
olusabilir. Birincisi, iyonlastirici radyasyonun etkisiyle sulu ortamda su

molekullerinin iyonlagsmasiyla gerceklesir. Bu tepkimeler cok kisa bir sure

icinde gergeklesir ve bunun sonucunda Uretilen .OH, radyasyonun
canhlardaki zararindan sorumlu baglica kimyasal bilesiktir. Hidrojen
peroksidin eksik indirgenmesiyle olan ikinci reaksiyon hidroksil radikalinin en
onemli kaynagidir. Hidroksil radikali; yag asitleri, nukleik asitler,
karbonhidratlar ve proteinler gibi c¢esitli molekillerden bir proton c¢ikarip
karbon merkezli organik radikallerin olusmasina neden olmaktadir (14, 35,
37).

1
Singlet oksijenin (02) ortaklanmamis elektronu bulunmadigi igin

radikaller arasinda gosteriimese de, spin kisitlamasi olmadigi igin reaktivitesi
cok ylUksektir. Organizmada, pigmentlerin oksijenli ortamda 1sI§i
absorblamasi  sonucu, hidroperoksitlerin  metal varligindaki yikim
tepkimelerinde ya da kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda

olusabilir. Singlet oksijen doymamis yag asitleri ile tepkimeye girdiginden

peroksi radikalini (ROO') olusturur ve OH kadar etkin bir sekilde lipid
peroksidasyonunu baslatabilir (2, 37).

Hidroperoksil (perhidroksil radikali, HO,") superoksit radikalinin duguk
pH'da (pK(a): 4.8) protonlanmasiyla olusur ve daha kuvvetli bir oksidandir
(16).

Alkoksil radikali, Fe*? gibi gegis metallerinin lipid hidroperoksidi
indirgemesi ile olusmaktadir. Buna bagli olarak okside dugsuk dansiteli
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lipoproteinin (LDL) meydana gelmesi nedeni ile devam eden surecgte hucre

olumu gerceklesmektedir (14).
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1.3. Nitrik Oksit

Baslangigta nitrik oksitin (NO) basit bir atmosfer atigi oldugu
dusunulmekteyken, 1987 yilinda damar endotelinden, endotel kaynakli
gevseme faktérii (EDRF) olarak bilinen maddenin izole edilmesi sirasinda
nitrik oksit sentetaz (NOS) tespit edilmis ve sonraki yillarda EDRF'nin NO
oldugu anlasiimistir (30).

1987 yilina kadar organizmada bulunus sebebi ve uUstlendigi rol
hakkinda ¢ok az gey bilinen NO'nun, fizyolojik ve patolojik olaylarda merkezi
bir rol oynayan 6énemli bir molekll oldugunu géstermistir. NO, arjininin NOS
tarafindan oksitlenmesiyle ya konstitutif ve kalsiyuma bagimli olarak ya da
indUklenebilir ve kalsiyumdan bagimsiz olarak sentez edilir. Endojen olarak
uretilen NO, immun sistemi regule etmesinin yani sira, vaskuler tonusun ve
ndronal iletinin dizenlenmesi de dahil olmak Gzere pek cok fizyolojik olayda
onemli bir rol oynar. NO; suda ve yagda c¢ozinebilen, sollsyon iginde
yarilanma 6mri 30 saniye olan ve kolaylikla nitrit (NO2 ) ve nitrata (NO3 )
okside olabilen renksiz ve stabil bir gazdir. Dusuk konsantrasyondaki NO,
O.'e nazaran hemoglobine 3000 kat daha fazla affinite ile baglanir.
Hemoglobin oksi formunda iken, NO'yu kisa siirede nitrata (NOs; ) oksitler.
Ozellikle dolagimdaki oksihemoglobin NO igin kuvvetli bir inhibitdrdir (42,84).

NO, oksijen yoklugunda oldukga stabildir. Fakat hava ile temas
durumunda hizla oksijenle reaksiyona girerek nitrojen diokside (NO,)
dondsur. NO, doku hasar yapabilecek toksik bir gazdir. Pnémoni, pulmoner
6dem ve amfizeme neden olabilir. NO, sinir sisteminde fizyolojik ve patolojik
rolleri olan ve noéral morfogenezde ve sinapslarin sekillenmesinde rol
oynayan; norotransmitter salinimini ve gen ekspresyonunu dizenleyen
benzersiz bir biyolojik molekuldar. Agiri Uretilmesi halinde ise, bir ndrotoksin

olarak karsimiza c¢ikmaktadir. NO'nun diger bir patofizyolojik islevi de,
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oksidan/antioksidan denge Uzerindeki etkileridir. Yapilan ¢alismalar NO'nun
hem pro-oksidan hem de anti-oksidan mekanizmalarda rol oynayabilecegini
gOstermigtir. Antioksidan Ozelliklerini, diger serbest radikallerle etkileserek
gOsterir (22, 26, 76).
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Sekil 1. Nitrik Oksitin Sentezi

Yuksek oranda diffize olabilen intrasellller bir sinyal molekuld olan
NO, NOS enziminin katalizi ile sentezlenir. Farkli kromozomlar Uzerinde
lokalize, farkl genler tarafindan kodlanan 3 farkli NOS izoformu belirlenmistir.
Bunlarin ikisi (endotelyal NOS ve néronal NOS) yapisal olarak eksprese edilir
(cNOS); Uguncusu ise induklenebilir enzim formundadir (iNOS). cNOS
izoenzimi, o6zellikle damar endoteli, idrar yolu dokulari, periferik ve santral
sinir sistemi gibi dokularda lokalizedir. Bu dokularda inaktif halde bulunan
NOS, hicre ici iyonize kalsiyum konsantrasyonunun artmasi ve kalsiyum
iyonlarinin  kalmoduline baglanmasiyla aktiflesir ve L-arjininden NO
sentezlenir. Ancak sentez suresinin kisaligi, sentezlenen NO miktarinin

oldukgca disuk olmasina sebep olur. CUnkl hicre igi iyonize kalsiyum
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konsantrasyonu azalmaya bagladigi anda, enzim tekrar inaktif forma geger
ve NO sentezi durur ( 8, 15, 53, 84).

iINOS, o6zellikle monosit-makrofaj, notrofil, hepatosit ve damar endotel
hicrelerinin birtakim sitokinlerle aktivasyonu sonucu, NOS'un induksiyonu ve
NO sentezi gerceklesir. Ozellikle bakteri lipopolisakkaritleri ve IFN-y veya
yuksek konsantrasyonda lipopolisakkaritle uyarilan makrofajlar cok miktarda
NO Ureterek, yabanci hicrelerde (bakteri, parazit, tumor hicresi gibi) hucre
dldirtict etkiler ortaya cikarir. indiiksiyon sonrasi NO sentezi, uzun slre
(saatlerce hatta gunlerce) devam edebilir. Bununla birlikte, uzun sureli ve
asir miktarda NO sentezlenmesi, makrofaj ve diger dokularda da harabiyete
yol acabilir. iINOS induksiyonu L-arjinin analoglari ve glukokortikoidlerce
inhibe edilebilmektedir. INOS eksikliginin immun cevabi etkiledigi ve bazi
enfeksiyonlarin goérilme riskini artirdidi tespit edilmistir. NO, diz kaslarin
gevsemesini saglayarak kan basincini, kan akim hizini ve dolayisiyla kalp
kasilmasini regule eder; trombositlerin adezyon ve agregasyonlarini baskilar;
endotel hucresi ve vaskuler diuz kas hucrelerinde ise antiproliferatif etki
gOsterir (8, 15, 53, 59).

Bircok hormon ve ilag hlcre ici etkilerini hicre ylzeyindeki spesifik
reseptorlerine baglanarak ve hucre ici CAMP konsantrasyonunu artirarak
gOsterirken, NO hicre membranini gegerek demir ve/veya sulfur igeren
proteinlere baglanir ve bir dizi biyokimyasal mekanizmay: tetikler. NO
etkisiyle hucre i¢i guanilat siklaz aktive olur ve Guanozin trifosfat (GTP)'dan
ikincil haberci olan siklik guanozin monofosfat (cGMP) olusur. cGMP ise, kas
gevsemesi, sinapstan uyari gegisi gibi hicre i¢i sUregleri dizenler. Boylece
NO, guanilat siklaz aktivitesini etkileyerek damar dilatasyonu, sinirlerden
uyari gegisi gibi fonksiyonlari gerceklestirir. Ayrica, merkezi sinir sisteminde
hafiza olusumu, denge, uyari gecisi, koku alma gibi bircok fonksiyonlari
destekler. Periferik sinir sisteminde ise nonadrenerjik ve nonkolinerjik sinirleri

etkileyerek vazodilatasyon, solunum, genitolriner ve gastrointestinal
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fonksiyonlarin  dizenlenmesine katkida bulunur. Dolagim sisteminde
trombosit agregasyonunun ve adezyonunun engellenmesi, kalp kasinin
dizenlenmesi gibi olaylara da istirak eder. Pulmoner sistemde, inhale NO,
pulmoner hipertansiyonu normale c¢evirebilir ve akciger fonksiyonlari

bozulmus hastalarda, solunum fonksiyonlari normalize edebilir (84).
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1.4. Lipit Peroksidasyonu

Oksidatif stres; vucutta proteinler, nukleik asitler ve lipitler basta olmak
Uzere birgok moleklli etkilemektedir. Oksijen radikalleri amino asit yan
zincirlerinin yapisini bozarak protein agregatlarinin olusumuna yol agar ve
peptid bagdlarini koparabilir (33, 66), ayrica DNA'yl etkileyerek hlcrede
mutasyona ve hucre 6lumune kadar varan sureci tetikleyebilir. Sitotoksisite,
buyluk oranda nukleik asit-baz modifikasyonlarindan dogan kromozom
degisikliklerine veya DNA'daki diger bozukluklara baghdir. Yapilan bilimsel
calismalar, serbest radikallerin yol actigi DNA hasarinin KOAH'In
patogenezinden sorumlu mekanizmalardan biri oldugunu gostermistir (52,
56).

Vicutta yapisal ve islevsel pek ¢ok fonksiyon Ustlenen lipitler, oksidatif
stresin en onemli hedeflerinden biridir. Serbest radikaller yan zincir metilen
karbonundan bir hidrojen atomu ayirarak lipid peroksidasyon reaksiyonlarini
tetiklerler. Olusan karbon merkezli lipid radikali aerobik hicrelerde oksijenle
reaksiyona girerek peroksil radikalini olusturur. Peroksil radikalleri ¢oklu
doymamis yag asitlerini lipit hidroperoksitlere donustiren bir zincir
reaksiyonuna neden olur. Lipit peroksidasyonu (LPO) membran
fonksiyonlarini bozabilir, membrana bagh reseptdér ve enzimleri inaktive
edebilir, membran akigkanligina zarar verebilir ve membran gecirgenligini
artirabilir. Lipit hidroperoksitler antioksidanlarla (a-Tokoferol gibi) veya demir
iceren proteinlerle (hemoglobilin gibi) etkilesebilir; sonugta hidrokarbon gazlar

(etan,pentan) ve doymamigs aldehitler (MDA) olusturur.

MDA, doymamig yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda olusan
baglica bir sekonder Urin olup, bu drindn uzun Omurli ve yuksek
reaktiviteye sahip olmasi sebebiyle dokulardaki duzeyleri 1960’ yillardan
gunumuze kadar peroksidasyonun siddetini belirlemek igin kullaniimaktadir.
MDA gibi reaktif aldehitler olustuklari bélgeden uzaga diffuze olabildikleri i¢in

uzak bolgelerde de doku hasarina sebep olabilirler. MDA en ¢ok linoleik asit,
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arasidonik asit, dokosahekzaenoik asit gibi ikiden fazla c¢ift bag iceren
doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu ile olugsmaktadir. Bazen
eikozonoidlerin enzimatik metabolizmasi sirasinda da ortaya ¢ikabilmektedir.
Degisik izoformlarda bulunmasi pH dedisikliklerine baglidir. Fizyolojik pH'da
serbest enolat formunda bulunan MDA, amino gruplarina kargi dusik
reaktivite gosterirken dusuk pH’da reaktivitesinin artmasindan dolayi

proteinleri de olumsuz etkilemektedir.

MDA, ozellikle lizin kalintilari olmak Gzere bircok kalintida
modifikasyonlara, molekul i¢i ve molekuller arasi ¢gapraz baglarin olugsmasina
neden olmaktadir. MDA’'nin hiicre membranlarinin gegirgenligini artirdigi,
membranlarin iyon aligverigine etki ederek hicre i¢i iyon dengesini bozdugu,
enzim aktivitelerinin bozulmasina, DNA’'nin yapisinda kirilmalara ve baz

degisimlerine neden oldugu bildirilmektedir (30, 66 ,67).
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1.5. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tlrlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasari Onleyen savunma mekanizmalari olan antioksidanlar, peroksidasyon
zincir reaksiyonunu engelleyerek vel/veya ROT'ni toplayarak lipid
peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar, endojen ve eksojen
kaynakli antioksidanlar olmak uUzere; endojen antioksidanlar ise enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlar olmak uzere ikiye ayrilabilir. Enzimatik
antioksidanlar, superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediktaz (GSH-R)'dir. Enzimatik olmayan
antioksidanlar ise, Vitamin E, beta karoten, vitamin C, melatonin, redukte
glutatyon (GSH), albumin, bilirubin, Urik asit ve ferritindir. Amonyum persulfat,
benzoil peroksit, butilehidroksitoluen (BHT), butilehidroksianisol (BHA),
dodesilgallat, gumbenzoin, lauril, propilgallat, nordihidroguaiaretik asit
(NDGA), sodyum bisdulfur, statinler, ACE inhibitorleri, B-blokdrler, anjiyotensin
| reseptor blokorleri, selenyum ve folik asit ise eksojen antioksidanlar

arasinda siralanabilir (2, 23).

Superoksit dismutaz, gesitli prostetik gruplar tagiyan metalloenzimlerin
bir grubu olup, CuZn-SOD sitoplazmada, Mn- SOD ise, mitokondrilerde yer
alir. SOD, ROS’lardan sUperokside bir elektron vererek H,O,'ye indirger.

+3

SOD’un antioksidan etkisi siperoksit ile Fe™ ‘Un, Fe*®

ye indirgenmesi
sonucunda hidroksil radikalinin olusmasinin engellenmesi seklindedir (14,
47). CAT, antioksidan savunmanin ikinci dnemli basamagini olugturur ve
hidrojen peroksiti oksijen ve suya donusturur (2). Glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), H;O, ve organik hidroperoksitlerin (ROOH) indirgenmesini
katalizler ve aktivasyonu igin selenyuma ihtiyag duyar. Katalizledigi
reaksiyonda peroksitler indirgenirken redukte glutatyon (GSH) okside
(GSSG) olmaktadir. GSH-Px, diger antioksidanlarla birlikte solunum
patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik

hlcrelerin zarar gérmelerini 6nler. Eritrositlerde oksidan strese karsi en etkili
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antioksidandir (2, 4, 14). GSH reduktaz enzimi, pentoz fosfat yolunda uretilen
NADPH’In varliginda, ROT tarafindan okside edilen glutatyonun redukte
forma dénusmesini saglar. Eritrosit, karaciger ve bdbrekte bol bulunan enzim,

prostetik grup olarak 2 adet flavin adenin dinukleotit (FAD) icerir (34, 81).

E vitamini hicre membranlarini serbest radikal aracili peroksidatif
hasardan korur ve doganin en etkin zincir kirici antioksidani olarak kabul
edilmektedir. Fenolik ¢ekirdedi, membran ylzeyinde antioksidan olarak etki
ederken, yan zincirindeki metil gruplari, membran yag asitlerinin gifte
baglarinca olusturulmus ceplere girerek membrani stabilize etmektedir.
Karotenoidler (B-Karoten, Likopen, Zeaksantin, Lutein) genelde turuncu, sari
bilesikler olup, genellikle bitkilerde bulunan pigmentlerdir. A vitamininin
metabolik 6n maddesi olan (3-karoten singlet oksijeni baskilama, superoksit
radikalini temizleme gibi koruyucu etkilere sahiptir. Askorbik asit iyi bir
redukleyicidir. Hucrelerin sitozolik ve membran komponentlerini oksidatif
hasardan korur. Askorbik asit ayni zamanda, prolinhidroksilaz,
lizinhidroksilaz, 4-hidroksifenilpirivatdioksijenaz, dopamin [-hidroksilaz ve
triptofanhidroksilaz gibi oksidasyon enzimlerinin de koenzimidir. Melatonin,
baslica pineal bezden sentezlenen ve organizmada ¢ok degisik fonksiyonlar
ustlenen bir hormondur. Temel fonksiyonu, sirkadiyen ritmin dizenlenmesidir
ve gece karanlikta sekrete edilerek, uyku getirici bir etki gosterir. Bu etkinin
yani sira, immun sistemin stimilasyonu, inflamasyonun baskilanmasi,
serbest radikallerin temizlenmesi ve antioksidan enzimlerin uyariimasi gibi
etkiler de gostermektedir (2, 64, 65).

Glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisinden olusan, intraselliler
konsantrasyonu daha fazla olan bir tripeptittir. Onemli bir indirgeyici ajan ve
antioksidan  olan  GSH, hdcrenin  oksido-reduksiyon  dengesinin
surdurulmesinde ve hucrelerin endojen ve ekzojen kaynakl oksidanlarin

zararli etkilerinden korunmasinda goérev almaktadir (18, 41). Albumin,
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organizmada birgok iglevine ek olarak bakir iyonunu baglama 6zelligine de
sahiptir ve bdylece bakir iyonuna bagh lipit peroksidasyonunu ve hidroksil
radikali olusumunu dnlemektedir (13). Urik asit, hidroksil radikali ile hipoklorik
asit gibi gt¢li oksidanlari inaktive edebilme yetenedine sahiptir (7). Bilirubin,
indirgeyici 6zelliginden dolayi, ekstraselliler sivida bir antioksidan olarak
iglev gorebilir. Bununla birlikte, bakir iyonlarinin varliginda, ROT'nin
olusumuyla (6zellikle hidroksil radikali), DNA hasarina yol agabilecedinden

dolayi, ayni zamanda prooksidan 6zelliklere de sahiptir (5, 78).
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2. MATERYAL VE METOT

Calismada materyal olarak Kars Devlet Hastanesi Gogus Hastaliklari
servisinde yatan ve daha 6onceden KOAH teshisi konulmus 20 kadin ve 20
erkek hastanin, kontrol grubu olarak ise sigara kullanmayan, herhangi bir
kronik ve/veya solunum yolu hastaligi olmayan 9 kadin ve 11 erkek toplam
20 gonulll bireyin kan ornekleri kullaniimigtir. Hasta grubu olarak segilen

kadinlardan higbirinde sigara icme hikayesi yoktu.

2.1 Kan Orneklerinin Toplanmasi ve islenmesi

Hastalar oturur pozisyonda iken iki ayri antikoagulanli tipe venoz kan
ornekleri alindi ve sogutmali santrifijde 3000 rpm'de 10 dakika santrif(j
edilerek serumlar ayrildi ve ependorf tiiplere aktarilip, — 40 °C'de calisma
glnine kadar muhafaza edildi. MDA ve NO dizeylerinin dlgimiu Kafkas
Universitesi Veteriner Fakiltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarinda

yapildi.

2.2 Plazmada MDA Tayini

Plazmada MDA tayini Yoshioka ve ark.’nin (88) bildirdigi yonteme gore

8lguldi.
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2.2.1 Deneyin Prensibi

Tiyobarbutirik asit (TBA) tepkimesinde lipit igerik, disik pH ve TBA
varhginda isitildiginda 535 nm’de maksimum pik olusturan stabil kirmizi-
pembe renk meydana gelir. Kirmizi-pembe renk, MDA molekulu ile iki TBA
molekulinin birlesmesi sonucu olusan kromojenden dolayidir. MDA’'nin bir
kismi peroksidasyon sirasinda, buyuk cogunlugu ortam asitlestirildikten

sonra uygulanan isitma asamasinda LPO’nun yikilmasi sonucu olugur.

2.2.2 Deneyde Kullanilan Cozeltiler

Triklorasetik asit (% 20): 20 g triklorasetik asit (TCAA) distile suda ¢dzlldu

ve hacim 100 ml'ye tamamlandi.

Tiyobarbiutirik asit (% 0,67): 1,675 g tiyobarbutirik asit (TBA) distile suda

¢Ozuldu ve hacim 250 ml' ye tamamlandi.

Stok Standart Cozelti (20 mmol/L): 0,494 ml 1,1,3,3-tetraetoksipropan (d:
0,92; % 97; MA: 220,3) 100 ml alkolde ¢ozulerek, 20 mmol/l'lik stok standart

cOzelti hazirlandi.

Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi: 20 mmol/L'lk Stok Standart
Cozeltiden 0,1 ml alinarak hacmi 100 ml'ye tamamlandi ve 20 pmol/L'lik
standart cozelti elde edildi. Bu c¢ozelti ile 20-10-5-2,5-1,25-0,625-0.3125
umol/l'lik dilisyonlar hazirlanarak asagida aciklandigi sekilde galisildi. 535

nm’de kore karsi optik dansiteleri okundu ve kalibrasyon egrisi ¢izildi.
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2.2.3 Deneyin Yapiligi

Test ve kor olarak isaretlenen cam deney tupleri alindi ve test tupune
0.5 ml plazma, kor tiptne 0.5 ml distile su pipetlendi. Buttn tuplere 2,5 ml %
20 ‘lik TCAA ve 1 ml TBA ilave edildi. Tiipler 90 °C’lik su banyosunda 30
dakika inkibe edildi, sogutuldu ve Uzerine 4 ml n-butanol pipetlenerek 3000
rom'de 10 dakika santrifij edildi. Daha sonra n-butanol tabakasi baska bir
tipe aktarilarak 535 nm’de kore karsi testin absorbansi spektrofotometrede

okundu.

Tablo 3. MDA Olgliim Yéntemi

Kor Test
Plazma - 0.5 ml
Distile su 0.5ml
TCAA 2.5 ml 2.5ml
TBA 1ml 1 ml

90 °C'de 30 dakika inkiibe edildikten sonra tupler su altinda sogutuldu.

n-Butanol 4 ml 4 ml
3000 rpm'de 10 dakika santrifij edildi.

Olusan tabaka ayrilarak 535 nm'de koére karsi optik dansiteler okundu.
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2.2.4 Sonuglarin Hesaplanmasi

Sonuglar kalibrasyon egrisinden bakilarak bulundu.

MDA Standart Grafigi

25 7
20 7
15 7

0 7

Konsantrasyon
WM

Absorbans

Grafik 1. MDA Duzeyinin Saptanmasinda Kullanilan Kalibrasyon Egrisi

2.3 Plazmada Nitrik Oksit Tayini

Nitrik oksit duzeyleri Miranda ve ark.’nin (48) bildirdikleri yontemle

tayin edildi.

2.3.1 Deneyin Prensibi

Nitrat, vanadyum (Ill) klorur ile nitrite donGsturdlar. Nitritle

sulfanilamidin asidik ortamda N-(1-Naftil) etilen diaminedihidroklorar ile
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reaksiyonu sonucu kompleks diazonyum bilesigi olusur. Olusan bu renkli
kompleks 540 nm’de olgular. Nitrit ve nitrat olcimleri ayri ayri yapildiktan

sonra ikisinin toplami1 NO dtzeylerini gosterir.

2.3.2 Deneyde Kullanilan Gozeltiler

Cinko Siilfat (% 10): 10 g ¢inko sulfat distile suda ¢6zulerek hacim 100 ml'ye

tamamlandi.

Sodyum Hidroksit (0,3 M): 1,2 g sodyum hidroksit distile suda ¢ozulerek

hacim 100 ml'ye tamamlandi.

1 M HCI: 8,29 ml HCI (d: 1,19; %37; MA: 36,46) icinde bir miktar distile su

bulunan balon jojede ¢dzulerek hacim 100 ml'ye tamamlandi.

Vanadyum (lll) Klorur (% 0,8): 800 mg vanadyum (lIl) klorir 1 M HCl'de

¢Ozulerek hacim 100 ml'ye tamamlandi.

Sulfanilamid (% 2): 2 g sulfanilamid % 5’lik HClI'de ¢o6zulerek hacim 100

ml’'ye tamamlandi.

Naftil Etilen Diamin Dihidroklorur (% 0,1): 100 mg 1-Naftil etilen
diaminedihidroklorir (NEDD) distile suda c¢oOzulerek hacim 100 mlye

tamamlandi.
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Griess Ayiraci: 50 ml % 0,1 NEDD ve 50 ml % 2 sulfanilamid esit miktarda
karigtinldi.

Stok Nitrit Cozeltisi (1 mM): 6,9 mg NaNO, distile suda ¢odzllerek hacim

100 ml'ye tamamlandi.

Stok Nitrat Cozeltisi (1 mM): 8,5 mg NaNOs distile suda ¢dzulerek hacim

100 ml'ye tamamlandi.

Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi: 1 mMlik stok nitrit ve nitrat
¢Ozeltilerinden 200 — 100 — 50 — 25 - 12,5 - 6,25 - 3,125 uM’lik dilisyonlar
hazirlanarak nitrat ve nitrit analizlerindeki islemler gergeklestirildi. 540 nm’de

kore kargi optik dansiteleri okundu ve kalibrasyon egrisi gizildi.

Nitrat Standart Grafigi
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Grafik 2. Nitrat Dlzeyinin Saptanmasinda Kullanilan Kalibrasyon Egrisi
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2.3.3 Numunelerin Deproteinize Edilmesi

400 pl serumun Uzerine 200 ul 0,3 M NaOH ilave edilerek vortekslendi
ve 5 dakika beklendikten sonra 200 ul % 10'luk ZnSO, eklenerek tekrar
vortekslendi. Numuneler 14000 rpm'de 10 dakika santrifij edildikten sonra

ustteki berrak sivi analiz igin ayrildi.

2.3.4 Nitrat Analizinin Yapiligi

Mikroplak kuyucuklarina 100 ul plazma pipetlendi. Tum kuyucuklara
100 pul VaClzve 100 ul griess ayiraci ilave edildi. 30 dakika 37°C’ de etlivde

inkiibe edildikten sonra 540 nm dalga boyunda absorbanslar okundu.

Tablo 4. Nitrat Olgiim Ydéntemi

Kor Test
Distile Su 100 pl -
Plazma - 100 pl
Vanadyum (lll) Kloriir 100 pl 100 pl
Griess Ayraci 100 ul 100 pl

37 C’de 30 dk inkube edildikten sonra 540 nm’de okundu.



2.3.5 Nitrit Analizinin Yapihisi

Mikroplak kuyucuklarina 100 ul numune, ve 100 ul griess ayiraci

pipetlendi. 30 dakika 37 °C‘de etuvde inkube edildikten sonra absorbanslar

540 nm dalga boyunda okundu.

Tablo 5. Nitrit Olgiim Yéntemi

Kor Test
Distile Su 100 pl -
Plazma - 100 pl
Griess Ayraci 100 ul 100 pl

37 C’de 30 dk inkube edildikten sonra 540 nm’de okundu.

Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi:

mM’lIk stok nitrit ve nitrat

cOzeltilerinden 200 — 100 — 50 — 25 - 12,5 - 6,25 - 3,125 uM’lik dilisyonlar

hazirlanarak nitrat ve nitrit analizlerindeki islemler gergeklestirildi. 540 nm’de

kore karsi optik dansiteleri okundu ve kalibrasyon egrisi cizildi.
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Nitrit Standart Grafigi
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Grafik 3. Nitrit DUzeyinin Saptanmasinda Kullanilan Kalibrasyon Egrisi

2.3.6 Sonuglarin Hesaplanmasi

Kalibrasyon  egrisine  bakilarak  bulunan  nitrat ve nitrit

konsantrasyonlari toplandi ve nitrik oksit konsantrasyonu bulundu (48).

Nitrik Oksit (uM) = Nitrat (M) + Nitrit (uM)
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3. BULGULAR

Calismada, KOAH’lI erkek ve kadin hastalarda MDA duzeyleri kontrol
grubu olarak kullanilan saglikh bireylere gore Onemli derecede artig
gosterirken (p<0,001), KOAH’li kadin ve erkek hastalar arasinda istatistiksel

acgidan herhangi bir fark belirlenemedi.

Calismada, KOAH’lI erkek ve kadin hastalarda NO duzeyleri kontrol
grubu olarak kullanilan saglikli bireylere gore onemli derecede dusus
gosterirken (p<0,001), kadin ve erkek hastalar arasinda istatistiksel herhangi

bir fark belirlenemed.i.

Tablo 6. KOAH’lI Hastalarda MDA ve NO Duzeyleri

PARAMETRE KONTROL KOAH
n=20 ERKEK (n=20) KADIN (n=20)
MDA (umol/l) 0,64+ 0,12° 7,72+0,32° 7,68+0,25" p<0,001

NO (umol/l) 142,35+35,8° 103,51+45,7° 98,84151,6° p<0,001
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Grafik 4. KOAH'lI Hastalarda MDA duzeyleri
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4. TARTISMA

Hava yolu obstruksiyonu ile karakterize , yaygin ve kronik bir hastalik
olan KOAH, hem is glicu kaybi hem de tedavi giderleri nedeniyle blyuk ¢apta
ekonomik zararlara yol agmaktadir. Yapilan g¢alismalar tim olumlerin % 2-
8'inin sebebinin KOAH oldugunu gdstermektedir. Mevcut veriler bu hastaligin
dunya genelindeki 6lum nedenleri arasinda 3. sirayi alacagini gostermektedir
(9, 20, 69).

KOAH'ta ROT-aracili hicre sinyal yollarinin ve inflamatuar cevabin
molekuiler mekanizmalarinin anlagilmasi, antioksidanlar yoluyla yeni tedavi

stratejilerinin geligtirilebilmesi agisindan son derece 6nemlidir (10, 62).

Lipitler, oksidatif stresin en 6nemli biyolojik hedeflerinden biridir.
Poliansature yag asidi peroksidasyonunun dusuk molekul agirlikli bir son
urinu olan MDA, oksidatif stresin bir belirteci olarak yaygin sekilde
kullaniimaktadir (27, 67). Buglne kadar, KOAH'ta oksidan/antioksidan
dengesinin bozuldugunu ve MDA seviyelerinin arttigini gosteren birgok
calisma yapilmigtir. Nadeem ve ark. (51), tarafindan yapilan ¢alismada,
KOAH hastalarinda, sigara icmeyen saglikli kontrollere gére, plazma MDA
seviyelerinin daha ylksek oldugu gorulmustar. Joppa ve ark. (32) da, KOAH
hastalarinda serum MDA konsantrasyonlarinin daha ylksek; eritrosit GPX
aktivitesinin ise daha az oldugunu bulmuslardir. Kluchova ve ark. (38) ise,
eritrosit GPX aktivitesindeki dusuklugun ve serum MDA dizeyindeki
yuksekligin, agir KOAH'ta, orta siddetteki KOAH'a goére daha belirgin
oldugunu tespit etmiglerdir. Ayni ¢alismada, lineer regresyon analizi, FEV1
degeri ile serum MDA seviyeleri arasinda negatif korelasyon oldugunu
goOstermigtir. Benzer sekilde, Gumral ve ark. (24) tarafindan yapilan bir
calismada, KOAH'In alevlenme periyodunda, stabil déneme gére MDA
seviyelerinin daha ylUksek oldugu tespit edilmis ve bu nedenle KOAH



37

alevlenmesinin artmis oksidatif stresle iligkili olabilecegi one suralmustar.
Ayrica, Sahin ve ark. (71), KOAH alevlenmesinde tedaviyle birlikte MDA
seviyelerinin  normale dondigunt bulmuglar ve MDA'nin KOAH
alevlenmesinde tedavinin basarisini  gosteren bir belirte¢ olarak

kullanilabilecegi sonucuna varmiglardir.

Yapilan calismada, KOAH’li hastalarda MDA duzeylerinin kontrol
grubu olarak kullanilan saglikh bireylere goére Onemli derecede artis
goOsterdigi (p<0,001) tespit edildi. Bu bulgu, daha once yapilan birgok
calismanin sonuglariyla uyumludur ve KOAH'In etyopatogenezinde artmis
oksidatif stresin bir rol oynayabilecegini gdstermektedir. KOAH'ta artmis
oksidatif stresin kaynagi, eksojen (inhale oksidanlar) veya endojen
(inflamatuar hucreler tarafindan tretilen ROT) olabilir (62). Hasta grubu kadin
bireylerde sigara i¢cimi 0ykusU olmamasina ragmen, ortalama MDA duzeyleri,
erkek hastalarinkinden istatistiksel olarak farkli degildi. Kadin hastalarin
tuminde tandir dumanina maruziyet oykusu vardi ve bu durum, etyolojik
faktorler arasindaki farklihgin KOAH'ta MDA duzeyleri Uzerinde anlamli bir

etkisinin olmadigini gostermektedir.

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz adi verilen bir grup enzimin etkisiyle
hlcre iginde L-arjininden uretilen ve vazodilatasyon, sinyal iletimi ve immun
cevap gibi bircok hlcresel olayda fonksiyon géren bir molekuldir (19). Nitrik
oksit, solunum sistemi uzerinde farkli ydnde bircok etki gosterebilir.
Bronkodilatasyon, arteriyel vazodilatasyon, mukosiliyer klirensin artmasi,
mikroorganizmalar Uzerinde olusturdugu toksik etkiler, nitrik oksidin faydali
etkileri arasinda sayilabilir. Bununla birlikte, peroksinitrit Gzerinden hicresel
hasari artirmasi, hava yollarinda olusan inflamasyonu tetiklemesi, hava
yollarinda hiperemiye, 6deme ve mukus sekresyonuna yol agcmasi gibi zararl
birtakim etkileri de vardir (55). NO, reaktif oksijen radikallerini baglayarak,

hicreleri oksidatif hasara karsi koruyucu bir 6zellik gdsterebilecedi gibi,
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NO’dan koken alan reaktif yan drunler (peroksinitrit gibi), cesgitli

biyomolekuller Gzerinde nitrozatif hasar da olusturabilir (19, 63).

KOAH’ta, NO seviyelerinin nasil etkilendigi ve bunun KOAH
patogenezindeki roll tartismalidir (77). Clini ve ark. (11) KOAH’lI kigilerde,
saglikh kontrollere gore, ekshale edilen nitrik oksit seviyelerinin daha dusuk
oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica ayni galismada, FEV1'i %35’in altinda
olan siddetli KOAH’lilarda, FEV1 degeri %35’in Uzerinde olan KOAH
hastalarina gore, ekshale NO seviyelerinin daha disuk oldugu gértlmustr.
Buna karsin Corradi ve ark. (12) ekshale edilen NO seviyelerinin, KOAH
hastalarinda saglikli kontrollere gére daha yuksek oldugunu bulmusglardir.
Rutgers ve ark. (68) ise, saglikl kigiler ve KOAH hastalari arasinda ekshale
edilen NO orani, balgam makrofajlarindaki iINOS ekspresyonu ve balgam
sivisindaki nitrat ve nitrit seviyeleri arasinda herhangi bir farklihk
bulamamiglardir. Ayni sekilde, Nadeem ve ark. (51) tarafindan yapilan
calismada da, KOAH hastalarinda, saglikh kontrollere goére, plazma total

nitrat ve nitrit dizeylerinde bir farklilik tespit edilememistir.

Yapilan calismada, KOAH'lI kisilerde, saglikli kontrollere goére, NO
seviyelerinin daha dusik oldugu tespit edildi. inflamatuar gevrenin NO
sentezini indUkledigi bilinmesine ragmen (6), hava yollarinin kronik
inflamatuar bir hastaligi olan KOAH’ta, saglikh kontrollere gére NO
seviyelerinin daha duguk olmasi, birka¢ sekilde acgiklanabilir. Kharitonov ve
ark. (36) tarafindan yapilan bir ¢alismada, sigara igenlerde, igmeyenlere
gore, ekshale edilen NO seviyelerinin daha dusik oldugu bulunmustur ve
buna dayanilarak sigara iciminin nitrik oksit sentaz enzimini inhibe
edebilecedi ©6ne surtlmuastir. Ayrica, NO’in vazokonstriksiyonu ve
bronkokonstriksiyonu giderici, platelet agregasyonunu azaltici, enfeksiyon
etkenlerine karsi koruyucu etkileri oldugundan dolayi, sigara i¢genlerde kronik

respiratuar ve kardiyovaskuler hastaliklarin riskinin artmasinin, NO
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azalmasiyla iligkili olabilecedi de ifade edilmistir. Benzer gekilde Corradi ve
ark. (12), sigara icen saglikli kigilerde nitrik oksit seviyelerinin azaldigini;
ayrica sigara icmeye devam eden KOAH hastalarinda, sigara icmeyi
birakmis KOAH hastalarina goére, NO duzeylerinin daha disuk oldugunu
tespit etmislerdir. Bu bulgular, sigara i¢ciminin NO sentezini bozdugunu ve
nitrik  oksidin bronkodilatasyon, mukosiliyer  klirensin  artmasi,
mikroorganizmalarla micadele gibi etkilerini engelleyerek KOAH gelisimine
zemin hazirlayabilecedini  dustndirmektedir. KOAH’lI  kigilerde NO
duzeylerini daha dusuk olmasi, tedavide kullanilan kortikosteroidlerle de
iligkili olabilir: Kortikosteroid tedavisinin, INOS’u baskilayarak NO seviyelerini
azaltabilecegi gosterilmistir (6, 63, 86). Bu durum, steroid tedavisinin birtakim
faydali etkilerinin yaninda, bazi zararli yan etkilere de yol acabilecegini akla
getirmektedir (77). KOAH hastalarinda, sigara igimi ve kortikosteroidler

disinda, NO Uretimini baskilayan bagka birtakim faktorler de olabilir.

Sonu¢ olarak, yapilan ¢alismada KOAH hastalarinda, saglikli
kontrollere gére MDA seviyelerinin arttigi ve NO seviyelerinin azaldidi tespit
edildi. KOAHta MDA seviyelerinin artmasi, daha 6nce yapilan pek c¢ok
bilimsel gcalismaya paralel sekilde, KOAH patogenezinde oksidatif stresin
onemli bir rol oynayabilecedini gostermektedir. NO seviyelerindeki
azalmanin, KOAH hastalarinin sigara kullanma aliskanliyi veya tedavide
aldiklari kortikosteroid ilaglarla iligkili olabilecegi kanaatine varildi. NO
seviyelerindeki bu azalma, KOAH’ta gorulen hava yolu obstruksiyonunun
gelisimine katkida bulunabilir. Bununla birlikte, NO molekulinin solunum
sistemi Uzerinde faydali veya zararli birgok farkh etki ortaya ¢ikarabilecegi de
unutulmamahdir. KOAH etyopatogenezinde artmis oksidatif stres ve NO
sentezindeki muhtemel degisikliklerin molekller mekanizmalari ile Kklinik
yansimalarinin yeterince anlasilabilmesi igin, daha fazla sayida ve daha

kapsamli ¢galismalara ihtiyag vardir.
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5.0ZET

Kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH), hava yolu inflamasyonu ile
brongiol ve alveol duvarlarinin harabiyeti ile karakterize kronik,ilerleyici ve
inflamatuvar bir hastaliktir. Oksidan/antioksidan dengesizliginin KOAH
patogenezinde onemli bir rol oynadigi dusunulmektedir. Bu c¢alismada

KOAH'll hastalarda MDA ve NO seviyelerinin arastiriimasi amagclandi.

KOAH'h 40 hasta (20 erkek, 20 kadin) ve 20 saglikli kontrol (11 erkek,
9 kadin) calismaya dahil edildi. Plazma MDA seviyeleri Yoshioka ve ark.
tarafindan tanimlanan metoda goére ve plazma NO seviyeleri Miranda ve ark.

tarafindan tanimlanan metoda gore belirlendi.

Plazma MDA seviyeleri KOAH'lI kisilerde (erkekler igin 7.72 + 0.32
pmol/L ve kadinlar i¢cin 7.68 + 0.25 pymol/L ) kontrollerden (0.64 + 0.12
pmol/L) énemli dlclide daha ylksek, KOAH'lI kadin ve erkekler arasinda ise
benzer olarak saptandi. Plazma NO seviyeleri kontrol grubu (142.35 + 35.8
uMjile karsilastinldiginda hasta grubunda (erkeklerde 103.51 * 45.7 ve
kadinlarda 98.84 + 51.6 ) 6nemli dl¢clide daha dusik iken KOAH'lI kadin ve

erkekler arasinda benzerlik bulunamadi.

Sonu¢ olarak, vyapilan c¢alismada KOAH hastalarinda MDA
seviyelerindeki artisan oksidatif stresle, NO seviyelerindeki azalmanin ise
sigara kullanimi veya tedavi amaci ile alinan kortikosteroid ilaglarla iligkili

olabilecegi kanisina varildi.
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Bununla birlikte bu hastaligin geligimi ile iligkili mekanizmalarin daha

iyi anlasilabilmesi igin daha ileri galismalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar kelimeler: Kronik obstruktif akciger hastaligi, malondialdehit,

nitrik oksit
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6.SUMMARY

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a chronic,
progressive, and inflammatory disease characterized by bronchiolar and
alveolar wall damage and airway inflamation. Oxidant/antioxidant imbalance
is considered as an important factor in the pathogenesis of COPD. The
purpose of this study was to investigate the levels of MDA and NO in patients
with COPD.

Forty patients with COPD (20 men, 20 women) and twenty healthy
controls (11 men, 9 women) were included in this study. Plasma MDA and
NO levels were determined according to the methods described by Yoshioka

et al. and MirHER anda et al., respectively.

Plasma MDA levels were significantly higher in subjects with COPD
(7.72 £ 0.32 ymol/L for men and 7.68 + 0.25 umol/L for women) compared
with control group (0.64 = 0.12 pmol/L). The MDA levels were similar
between men and women with COPD. Plasma NO levels were significantly
lower in patient group (103.51 + 45.7 for men and 98.84 + 51.6 uM for
women) compared with control group (142.35 + 35.8 uM). The NO levels

were similar between men and women with COPD.

In conclusion, our findings indicate that higher MDA levels in COPD
group may be related to oxidative stress. Furthermore, the decrease in NO
levels may be associated with smoking or with the use of steroids as a

therapeutic agent.
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However, further studies should be performed in order to better
understand the pathologic process that leads to the disease.

Key words: Chronic obstructive pulmonary disease, malondialdehyde,

nitric oxide.
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