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KISALTMALAR

BAL: Bronkoalveoler lavaj

BLM: Bleomisin

CAT: Katalaz

C vit: C vitamini

EC: Enzim kodu

ER: Endoplazmik retikulum

E vit: E vitamini

GRd: Glutatyon rediiktaz

GSH: Rediikte glutatyon
GSH-Px: Glutatyon peroksidaz
GSSG: Okside glutatyon

GST: Glutatyon-S-transferaz
HOCI: Hipokloroz asit

I/R: Iskemi-reperfiizyon

IL: Interlskin

ip.: Intraperitoneal

it.: Intratrakeal

IPF: Idiopatik pulmoner fibrozis
L Lipit radikali

LOOH: Lipit hidroperoksit

MDA: Malondialdehit

MPO: Myeloperoksidaz

NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
NF-kB: Niikleer transkripsiyon faktér kappa B
NO: Nitrik oksit

'0,: Singlet oksijen

0O, Siiperoksit radikali

‘OH : Hidroksil radikali

OH-P: Hidroksiprolin

ONOO™: Peroksi nitrit

PBS: Phosphate buffered saline
PMA: Forbol miristat asetat
PUFAs: Poliansatiire yag asiti

R’ Karbon merkezli radikaller
RDS: Respiratuar distres sendrom
RO Alkoksil radikali

ROO': Peroksil radikali

ROS: Reaktif oksijen tiirleri
SOD: Siiperoksit dismutaz

TBA: Tiobarbutirik asit

TBARS: Tiobarbiitirik asit reaktif substans
TGF-B: Transformasyon olugturucu biiyiime faktorii beta
TNF: Tiimor nekrozis faktor

XO: Ksantin oksidaz
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1. GIRIiS VE AMAC

Bleomisin (BLM) baz1 lenfoma tiirleri, germ hiicre tiimorleri, bas ve boyun
kanserleri gibi birgok malignenside kemoterapétik ajan olarak kullanilan sitotoksik
bir antibiyotiktir. Uzun yillar boyunca bu tiir ilaglarin istenmeyen yan etkilerinin

hangi molekiiler mekanizma ile meydana geldigi aragtirilmugtir.

Tedavi amaciyla BLM kullamldiginda en ¢ok deri ve akcigerde konsantre
oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle bu antikanserojen antibiyotigin yan etkisinin en sik
olarak goriildiigii yerler de bu organlardir. Transformasyon olusturucu biiyiime
faktorii beta (TGF-B), timor nekrozis faktér (TNF), interlokin 1 (IL-1), IL-5, IL-6,
trombosit kaynakli biiyiime faktorii ve kemokinlerin ¢ogunlugu dahil olmak iizere
birgok sitokin BLM’nin olusturdugu hasarin patogenezinden sorumlu tutulmustur.
Bunlarin diginda viicudun savunma sistemlerinin harekete gegmesi sebebiyle bir ¢ok
hiicrenin bu hasara katkida bulundugunu ispatlamaya g¢alisan oldukca fazla sayida
aragtirma vardir. Bu hasarin, inflamasyonun ve sitokin miktarindaki degigimlerin
etkisi sonucu fibroblastlar ve miyelofibroblastlar aktive olurlar, sonug olarak kollajen
yikimi azalirken yapim biiyiik oranda artar ve fibrozis gelisir. Bu son veriler bilim
adamlarimn deliller sunarak fibrozisin patogenezini agiklamaya galistiklan en somut

verilerdir.

Serbest oksijen radikalleri veya reaktif oksijen tiirleri (ROS) birgok hastaligin
patogenezinde rolii olduguna inamilan ve endojen olarak viicutta sentez edilen
metabolik yan iriinlerdir. Bu {iriinler sentez edildikleri yerde hemen detoksifiye
edilmezlerse zararli etki olusturabilirler. 1ki sekilde bu oksijen radikallerinin artmasi
s6z konusu olabilmektedir: Bu radikallerin agir1 tiretilmesi veya normal olarak
tiretilmis  bulunan  radikallerin  detoksifikasyonunda  yani  ortamdan
uzaklastirilmasinda bir yetersizligin bulunmasi. BLM’nin olusturdugu inflamatuar
degisimler sonucu ortama gd¢ eden inflamatuar hiicrelerden birgok oksijen
metabolitinin salindig1 ve deoksiriboniikleik asit (DNA) kiriklar1 dahil olmak iizere
birgok yapisal ve fonksiyonel bozukluklarin ortaya giktig1 da son zamanlarda BLM
toksisitesi hakkinda bildirilen gelismelerdir. Biitlin bu ¢aligmalara ragmen hasarin

mekanizmasi heniiz tam agiklanabilmis degildir.



Bu ¢aligmada hedefledigimiz amaglardan biri bu hasar mekanizmasim
aydinlatmaya katkida bulunacak bazi verileri elde edebilmektir. BLM’nin etkileri
g6zoniine alindiginda, hiicre iginde olusturdugu degisiklikler, 6rnegin DNA kiriklari,
serbest radikallerin etkilerine ¢ok fazla benzemektedir. Dolayisiyla bu etkiden yola
¢ikarak, BLM nin serbest radikal iiretimini tetiklemis olabilecegi veya antioksidan
enzimlerin aktivitelerini degistirebilecegi akla gelmektedir. Yukarida bahsedildigi
gibi her iki durumda da hiicresel yapilar ve dokular hasara a¢ik duruma gelmektedir.

Son on yil i¢inde bazi akciger hastaliklarinin tedavisi igin geligtirilmis bir
preparat olan erdostein (dithiosteine, RV 144, N-carboiymethylthioacetyl-
homocystein olarak adlandirilmaktadir) mukolitik ilaglar arasinda simflandinlr.
Erdostein, brongiyal mukus salgisim seyreltici ve ekspektoran 6zelligi yaninda, hem
serbest radikallerin olusumunu engelleyerek hem de elastaz enziminin aktivitesini
inhibe ederek etki gosterir. Bu kimyasal bilesigin farelerde ve tavsanlarda havayolu
salgilarim artirdigy, insanlarda da sigara ile meydana gelen ol-antitripsin (AAT)’in
inaktivasyonunu baskiladigi gosterilmisti. Bu ajan uygun yollarla viicuda
‘ahndlgmda hemen aktif bir metaboliti olan N-thioglycolylhomocysteine (Met 1)
haline ¢evrilmektedir. Bu metabolitin, ilacin mukokinetik ve mukolitik
ozelliklerinden sorumlu oldugu iddia edilmektedir. Met 1’in yapisinda birgok
antioksidan karakterli maddeyle birlikte asil antioksidan &zellikleri tagiyan stilfidril
(-SH) grubu bulunmaktadir. Bu bakimdan son birkag yilda erdosteinin antioksidan
ozellikleriyle ilgili hem insan kaynakli, hem de deney hayvanlan iizerinde birgok
aragtirma yapilmigtir.

Yaptigamiz aragtirmalarda erdosteinin 6zellikle BLM kaynakh olmak iizere
akciger fibrozisi iizerine etkisi hakkinda fazla galigmaya rastlayamadik. Yukanda da
detayh sekilde bahsedildigi gibi BLM’nin fibrozis yan etkisi muhtemelen serbest
oksijen radikallerine bagh olarak gelistigi i¢in akciger hastaliklaninda rahatlikla
uygulanan ve antioksidan 6zelligi gosterilmig bulunan erdosteinin bu fibrozisin
yavaslatilmas1 veya onlenmesinde etkili bir rol oynayabilecegi diigtintildii. Boylece
bu ¢alismada amaglanan hedefler sirasiyla agagida belirtilmisgtir:

1. Siganlarda BLM’nin intratrakeal (it.) uygulanmasi ile fibrozis
olusturmak, bu fibrozisin bagaril1 bir sekilde olusturulup olusturulmadigim kollajen
proteinin esas bilesenlerinden biri olan hidroksiprolinin (OH-P) doku seviyeleri ile

gostermek.



2. ROS’un fibrozis gelisimindeki roliinii ortaya koyabilmek, serbest oksijen
radikallerini siipiiriicii fonksiyon gosteren siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini 6lgmek.

3. Lipid peroksidasyonunun endojen bir metaboliti olan malondialdehit
(MDA) miktarim dlgerek olusan doku hasarini direkt olarak gostermek.

4, Doku seviyesinde polimorfoniikleer 1okositler (PMNL)’in invazyonunu
ortaya koyabilmek amaci ile myeloperoksidaz (MPO) aktivitelerini 6lgmek.

5. Bir deney grubuna erdostein vererek fibrozis geligimini yavaglatma veya
onlemedeki etkisini makroskobik ve biyokimyasal diizeyde incelemek. Diger bir

gruba E vitamini (E vit) vererek etkisini erdostein ile karsilagtirmak.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Akcigerlerin anatomisi ve histolojisi

Solunum sistemi akcigerler ile akcigerlere havay: ulagtiran yollardan olusan
bir sistemdir. Solunum sistemi viicut igin hayati nemi olan ii¢ Snemli gorevi yerine
getirmektedir. Bunlar:

1. Burun yoluyla alinan havanin akcigerlere kadar taginmasi.

2. Bu tasinma iglemi esnasinda havanin filtre edilmesi.

3. Akcigerlere ulasan hava ile kan arasindaki gaz aligverisinin
gergéklestirihnesidir (1,2).

Akcigerler ile akcigerleri dig ortama baglayan tiibiiler yapilardan olusan

solunum sistemi ana fonksiyonlar: goz oniine alnarak iki bolime ayrilir.

a) Iletici boliim; havay: akciger alveollerine kadar ileten boliimdiir. Burun,
farinks, larinks, trakea, brons ve respiratuar bronsiollere kadar olan bronsiollerden
olusur. Basit bir hava pasaji olmayip havanin 1smmasi, nemlendirilmesi, yabanci
maddelerden temizlenmesi (siller, mukus ve lenfositler araciligiyla) gibi islemler bu

gegis sirasinda yapilir (1,3).

b) Solunum (respiratuar) béliimii; kan ile solunan hava arasindaki
karbondioksit ve oksijen aligverisinin gergeklestigi boliimdiir. Respiratuar
bronsioller, duktus alveolaris, sakkus alveolaris ve alveollerden olusur. Gaz aligverisi

alveollerde gergeklesmektedir (1,3).

Nazal kavite: Kemik ve kikirdaktan olugan bir septum ile ikiye ayrilan bir ¢ift
bosluktur. Bu bélge koku duyusunun alinmas: ile ilgili reseptorleri igeren hiicrelerle
kaplhdir (2,3).

Farinks: Nazal, oral ve laringeal kistmlari vardir. Nazofarinks respiratuar

epitelle (yalanci ¢ok katli kinosilyal: goblet hiicreli prizmatik) déselidir. Orofarinks
ve laringofarinks ¢ok katli yassi nonkeratinize epitelle dogelidir (1,4).

Larinks: Farinks ve trakea arasinda yer alir. Duvarinda hiyalin ve elastik
kikirdaklar, bag dokusu, ¢izgili kas ve miikéz bezler goriiliir. Kikirdaklar hava

yolunun agikligin ve bigimini korur (1,3)



Trakea ve bronglar: Larinks bazalinden primer bronglarin baglangicina kadar
uzanan yaklagik 20 cm uzunlugunda esnek hava iletici bir organdir. Trakea iki primer
bronga aynlir. Primer bronglarin yapisi trakeaya benzer. Ekstrapulmoner ana
bronglar, akcigerlere hilumdan pulmoner arterler ile birlikte girerler ve akciger
loblarina giden lobar bronslara (sekonder bronglar) ayrilirlar. Bes lobar bronsun her
biri segmental bronslara (tersiyer brong), segmenter bronslar da bronsiollere dallamr.
Trakea ve brong liimeni solunum epiteli ile déselidir.

Alveoller: Alveoller, gaz degisiminin yapildid1 hava keseleridir. Respiratuar
brongioller, alveol kanallar1 ve alveol keselerinde bulanan yaklasik 200 mikrometre
¢apinda kese seklinde olusumlardir. Yapisal olarak alveoller an kovamnda bulunan
petekler gibi tek tarafi agik kiigiik ceplere benzer. Bu kadeh big¢imindeki yapilarda
hava ile kan arasindaki gaz degigimi gergeklesir. Alveol duvarnin yapisi dig ve ig
ortam arasinda difflizyonu artiracak sekilde 6zellegmistir. Genelde her duvar iki
komgsu alveol arasinda yer alir ve bu yap: interalveoler septum olarak adlandirilir.
Komsu alveoller arasinda iletisime izin veren Kohn delikleri bulunur (3,4,5).
Interalveoler septum iki ince tek kath yassi epitel ve bunlarnn arasinda kapillerler,
fibroblastlar, mast hiicreleri, elastik ve kollajen lifler ile makrofajlar1 icerir. Bu
septum igindeki kapillerler ile bag dokusu matriksi interstisyumu olusturur. Bu
interstisyumda organizmanin en zengin kapiller ag1 yer alir. Alveollerdeki hava ile
kapiller kan arasinda iligkiyi diizenleyen ve kan hava bariyeri olarak adlandirilan 6zel
bir fonksiyonel yapt mevcuttur. Kan hava bariyerini meydana getiren yapilar 4
kisimda incelenir:

1. Alveol ig yiizeyini doseyen siirfaktan tabakasi.

2. Tip 1 pndmositin sitoplazmasi.

3. Tip 1 pnomosit ve kapiller endotelinin birlesmis bazal laminasu.

4. Kapiller endotel hiicresinin sitoplazmas: (3,4).

Kan hava bariyerinin kalinhig: ortalama 0.2-0.5 mikrometre kadardir.
Alveollerin yiizeyinde tip 1, tip 2 pnomositler ve alveoler makrofajlar goriiliir.

Tip 1 pnémositler: Alveol yiizeyinin yaklagik % 95'ini déseyen bu hiicreler
son derece ince ve yassi olup, birbirleriyle siki baglanti kompleksleri ile baglamrlar.
Bu siki baglant1 kompleksleri hava ile alveoler septumda yer alan kapillerler arasinda

saglam bir bariyer olusturur. Béliinme yetenekleri yoktur (4,6).



Tip 2 pnimositler (septal hiicreler): Tip 2 pnémositler tip 1 pnémositler
arasina serpilmis olarak bulunurlar. Yuvarlak veya kiibik sekilli olabilen salg
hiicreleridir. Sitoplazmalar1 mitokondri, graniillii ve diiz endoplazmik retikulumdan
zengindir. Hiicrenin apikal sitoplazmasinda salg: graniilleri izlenir. Fosfolipit, protein
ve glikozaminoglikanlardan meydana gelen salgi graniilleri multilameller
cisimciklere déniigiirler. Daha sonra hiicre digina salgilanarak lameller igerikleri tiim
alveol i¢ yiizeyine yayilir ve siirfaktana doniigiir. Siirfaktan alveol yiizey gerilimini
azaltir. Boylece ekspirasyon sirasinda alveollerin kollabe olmasina engel olur. Aym
zamanda siirfaktan alveollere kadar ulagabilen kiigiik partikiillerin tutulmasina ve
alveoler makrofajlar tarafindan ortadan kaldirilmasina yardimci olur (1,3,4).
Boliinme yetenegine sahip olan bu hiicrelerin Tip 1 pndmositleri olusturduklan da

bilinmektedir (3).

Alveoler makrofajlar: Fagositoz yetenegine sahip olan kemik iligi kokenli
monositlerdir. Cok iyi gelismis Golgi kompleksleri ve ¢ok miktarda primer ve
sekonder lizozomlar1 olan hiicrelerdir. Bu hiicreler interalveoler septumlar arasinda
serbest olarak hareket ederler ve solunan havadaki tozlar, karbon igeren maddeleri
ve bakterileri fagosite ederler. Bu makrofajlar Toz hiicreleri (Dust hiicreleri) olarak

da adlandirlirlar (1,3).

Bag dokusunda ayrica, fibroblastlar, mast hiicreleri ve kontraktil hiicreleri
bulunur. Fibroblastlar kollajen, elastik fibril ve ara maddeyi sentezler. Kollajen
parankimal kitlenin %15-20’sini olugturur. Akcigerlerde pek ¢ok hastalikta kollajen
miktar artar (Akciger fibrozisi ile birlikte 100°den fazla hastalik bilinmektedir) (1).

2.2. Interstisyel akciger hastaliklar/pulmoner fibrozis
2.2.1. Pulmoner fibrozis mekanizmasi

[lk 8limle sonuglanan ilerleyici pulmoner fibrozis vakas: yaklagik 70 yil dnce
Hamman ve Rich tarafindan tammlanmistir. Sonra degigik derecelerde pulmoner
fibrozisli akut ve kronik akciger bozukluklari tamimlanmig olup, g¢ogunlukla
interstisyel akciger hastaliklar1 (IAH) olarak bahsedilmistir. Daha sonra interstisyum;
epitelyal ve endotelyal hiicrelerin bazal membram tarafindan sinirlanan mikroskopik
anatomik alan olarak tanimlanmis sonra akciger hastaliklariin bu heterojen grubu
i¢in diffiiz parankimal akciger hastaliklan ifadesi ¢ok daha uygun ve tammlayici
olarak kullanilmigtir. Bu interstisyel alan iginde, fibroblast benzeri hiicreler

6



(mezengimal ve bag dokusu hiicreleri) ve ekstraselliller matriks komponentleri
(interstisyel kollajenler, elastin, proteoglikanlar) bulunur. Hastaifin sadece
interstisyumla simirh olmadigy; epitelyal, endotelyal ve mezengimal hiicreler,
makrofajlar ve inflamatuar hiicrelerin toplanmasi, salgilanan proteinler ve alveoler
duvarlarin igine matriks komponentlerinin sizmasi gibi nedenlerle agiktir. Ilave
olarak hastalik siireci alveoler bogluk, asini, brong liimeni ve brongiollerin igine kadar
uzar. Baz: hastalarda irreversibl pulmoner fibrozise eglik eden alveoler duvar, hava
boslugu ve terminal bronsiollerin inflamasyonu ilk cevaptir. Béylece IAH’de
pulmoner parankimin hepsi etkilenir. Bu farkliliklara ragmen bu hastaliklar birbirleri
ile gok yakin iligkili oldugu i¢in IAH terimi kullamlmaya devam edilmistir (7,8).

Pulmoner fibrozisin temelinde heniiz ag13a kavusturulamamig bir ¢ok faktor
vardir. Anormal akciger fizyolojisi ve kollajen, elastin, proteoglikan gibi birgok
matriks molekiillerinin agir1 iiretimi ile karakterizedir (9). BLM ile olusturulan
akciger fibrozis modeli hastalifin asamalarim ve akciger yapisi ile fonksiyonunu
agiga kavusturmak igin kullamlan en 6nemli modeldir. Kollajen ve elastinin
dokudaki artiginin gdsterilmesinden bagka son yillarda aragtiricilar matriksin temel
yapisindaki degisikliklere yonelmiglerdir. Bu temel madde yaygin olarak bir
glikozaminoglikan yan zincirine sahip protein gekirdegini igeren makromolekiiller
olan proteoglikanlardan olusmaktadir. Bu proteoglikanlar birgok biyolojik
fonksiyonu karsilarlar: Mekanik davranisi etkilemek, kollajen lif formasyonunu ve
organizasyonunu etkilemek, hiicre gé¢iinii modiile etmek ve birgok sitokinler ve
biiytime faktérleri ile etkilesmek (10). Yapilan bazi aragtirmalarin verilerine gére bu
molekiiller fibrotik akciger hastaliklannda degismektedir. Granillomatéz ve
graniilomatéz olmayan insan pulmoner fibrozisinde akciger inf€rstisyumunda
proteoglikan versikan yapilannin artti1 bulunmugtur (9,11). Diger bazi ¢aligmalarda
fibrotik siireglerin erken safhalarinda hem bir mesaj hem de bir protein ekspresyonu
gorevi goren fibromodiilin dekorin ve biglikan gibi kiigiik proteoglikanlarin degistigi
bulunmugtur (12).

Pulmoner fibrozis daha ¢ok akcigerlerin inflamasyon durumlarinda ortaya
¢ikan ilerleyici kollajen depolarimin bozuklugu ile karakterize bir hastaliktir. Kollajen
disinda diger ekstraselliller matriks proteinlerinin de akciger parankiminde depo
edildigi bilinmektedir. inflamatuar sireg ve ardindan gelisen artmus kollajen



depolanmasi akciger veriminin giddetle diigmesine, pulmoner fonksiyonlarin
bozulmasina, gaz degisiminin azalmasina ve sonug olarak respiratuar yetmezlige
neden olur. Idiyopatik pulmoner fibrozisin (IPF) sebebi tam olarak bilinmezken
BLM gibi bazi ajanlarin hayvan ve insan akcigerinde benzer mekanizmalarla

pulmoner fibrozis olugturdugu gdsterilmistir.

Hayvan caligmalarinda fibrotik degigim olduktan sonra erken ve geg
sathalarda normale gore kollajen tipinde bir degisme meydana gelmektedir. Siganlara
it. BLM verildikten sonra tip I kollajenin yapimi gegici olarak artar. Normal
sartlarda tip III kollajen yapilmasi gerekirken bu uyumla tip I kollajen sentezlenir
(13). Total akciger kollajen igerigi uygulamanin yapilmasindan 14 giin sonra belirgin
olarak artar ve tiim akcigerin kollajen igerigi 8 hafta yiiksek seviyede kalir. Akciger
kollajen igeriginde 14 giinde olusan kollajen artisa biiyikk oranda tip I kollajen
birikmesine baglhidir. Bunun yaninda BLM uygulanmas: tip Il kollajen sentezinde de
artiy meydana getirir (14). Hayvan ¢aligmalaninda tip I/tip II oram incelendiginde
tipik olarak BLM ile olugturulan fibroziste bu oranin arttif1 gériilmiistiir. Yetigkin
respiratuvar distres sendromlu (RDS), IPF’li, sarkoidozlu ve infant RDS’li hastalarda
yapilan calismalarda akciger parankiminde tip III kollajen miktan baglangigta rolatif
olarak artmustir (15). Diger bazi galigmalarda bu hastalarin bronkoalveoler lavaj
(BAL) sivis1 ve serumlarinda N-terminal tip IIl prokollajen peptit miktarinda artig
tespit edilmistir. Bu da gostermistir ki fibrotik akciger hastaliklarinda tip III kollajen
sentezi de artmaktadir (16,17).

Fibrozis stirecinde akciger hasarindan sonra bag dokusu sentezinde artma
olurken aym zamanda bu olaylarin hemen &ncesinde alveollerle beraber
interstisyumda yogun bir gekilde inflamatuar hiicre infiltrasyonu gérﬁf/r;ektedir (18).
Inflamatuar hiicrelerin ortama go¢ etmeleri ile birlikte agi3a gikan uyanlarla alveoler
makrofajlar aktive olur ve IL-1, IL-5 ve TNF-a, Insiilin biiylime faktori 1,
Trombosit kaynakh biiylime faktorii, TGF-P gibi birgok fibrojenik ve proinflamatuar
sitokinler agia ¢ikar (19,20). Bu sitokinlerden TGF-B1 inflamasyon ve bag doku
sentezinin patogenezinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu bilesik aym1 zamanda
diger fibrojenik sitokinleri regiile etmektedir (21). IPF ve asbestoziste alveoler
makrofajlar ve/veya monositlerde IL-1B ve TNF-a’nin gen ekspresyonlarmn asiri

derecede arttif1 ve bu iki sitokinin fibrozis patogenezinde anahtar bir rol oynadigi



savunulmustur (22). Bunlarin yaninda insan ve eksperimental ¢aligmalarda alveol
makrofajlarinda IL-6 saliniminin artti1 ve bununda pulmoner fibrozisi hizlandirdig
gosterilmigtir (23). Fibrozisi onlemeye yonelik ¢aligmalarda TNF-o antikorlarnin
(24) ve rekombinant insan soluble TNF-o reseptérlerinin (25) BLM kaynakli
pulmoner toksisite ve fibrozisi 6nledigi gosterilmigtir. Bu o6nleyici maddelerin
bulunmadig: fare calismalarinda TNF-oo mRNA diizeyinin asin1 gekilde arttigi

bulunmugtur,

Epidemiyoloji: Gergekte IAH’nin popiilasyondaki epidemiyolojisi ¢ok az
bilinir. Son ¢alismalar IAH’nin insidansinin daha 6nceye gére daha sik oldugunu
gostermistir. Ozellikle yilda 100.000°de 3-26 insidansta goriiliir. Bunlarin iginde IPF
en ¢ok goriilenidir, %30’unu igerir. Preklinik ve teshis edilmemis IAH’lerin oramnin

klinik tan1 konmus hastalardan on kat daha fazla oldugu tahmin ediliyor (26).
2.2.2. Interstisyel akciger hastahiklary pulmoner fibrozis nedenleri

Interstisyel akciger hastaliklarinin akut ve kronik heterojen gruplar 6 ana
grupta kategorize edilebilir (27).
I. Kollajen Vaskiiler/bag dokusu hastaliklan ve pulmoner-renal sendromlar
1. Iinhalasyon nedenleri
1. Mesleki (inorganik ve organik tozlar)
2. Cevresel (ev i¢i dahil)
3. Gazlar, dumanlar, buharlar, aerosoller
4. Hobiler, kuslar, ev hayvanlar
III. Baz1 spesifik antiteler
1. Bronsiolitis obliterans (organize pnémonili veya pnémonisiz)
2. Eosinofilik pnomoni
3. lyatrojenik I. a) ilaglar; b) kemoterapétik ajanlar (BLM, Mitomisin-C,
Aktinomisin-D) c) amiyodarone, nitrofurantoin II. Radyasyon
4. Lenfanjiyoleiomyomatozis
5. Respiratuar brongiyolit
6. Alveoler proteinozis
7. Veno-okluzif hastaliklar
8. Lenfansitik karsinomatozis

9. Idiyopatik pulmoner hemosiderozis



IV. Graniilomatoz hastaliklar
1. Bilinmeyen nedenler (6rnegin sarkoidoz, histiositozis X gibi)
2.Bilinen nedenler (6rnegin hipersensitivite pnomonitis, bazi inhalasyon
nedenleri ve ilaglar)
V. Kalitsal nedenler
1. Familyal (iPF, sarkoidoz)
2. Tuberoz sklerozis
3. Hermansky-Pudlak sendromu
4. Norofibromatozis
5. Hipokalsitirik hiperkalsemi
VI. Idiyopatik pulmoner fibrozis (IPF)

2.2.3. Pulmoner fibrozis tedavisi

Oksidanlar fibroproliferatif cevaba yol agan akciger hasarinda dnemli bir rol
oynar. IPF’de makrofajlar ve nétrofillerin artmas: ile inflamatuar siire¢ oldukea
hizlanir. Bu hiicreler hem BAL sivisinda hem de alveol yapisinda ROS salgilayarak
fibrozis olusturur. Bu agidan lipozoma hapsedilmis katalaz ve N-asetilsistein gibi

antioksidanlarin kullanilmasi tedavide kural olarak kabul edilmektedir.

Antioksidan tedavi aym zamanda hiicreleri koruyucu enzimlerin aktif
merkezinde bulunan siilfidril gruplan ve diger aktif gruplarin inaktive edilmesini
engelleyerek de etki gosterir. Fibrozis olusumunu engellemede en etkili
antioksidanlar SOD, katalaz (CAT) ve glutatyondur. Oksidanlar akut faz reaktan
proteinlerinden bir kisminin gen ekspresyonunu 10-40 kat artirirlar (28). Bunun en
onemli 6rneklerinden biri 1s1 gok proteinleridir. Bu tip in vivo olarak Vsentez edilen

proteinlerin de fibrozis siirecinde koruyucu fonksiyon gorebilecegi diigtiniilebilir.

Bazi ¢aligmalarda CAT, Mn-SOD ve GSH-Px kombine halde veya ayri ayn
verilerek, ayrica glutatyon-S transferaz (GST) ve glutatyon rediiktaz (GRd) genleri
upregiile edilerek NAD(P)H tedavi protokolleri gelistirilmigtir.

Akcigerdeki siirfaktan seviyesinin uygun diizeye ¢ekilmesi de normal akciger
homoestazisinin saglanmasi igin gerekli tedavi protokollerinden biridir (29).
Antiproteinazlarin  tedaviye eklenmesi &zellikle BLM kaynakli fibrozisin
durdurulmas: i¢in bagvurulan tedavi yéntemlerinden biridir (30). Bu antiproteinazlar

proteinaz aktivitesini fizyolojik kosullarda olmasi gereken seviyede tuttuklan igin
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asirt matriks yikimim engelleyerek hiicre ve organ disfonksiyonunun oniine

gecerler.

Kortikosteroidler son 30 yidir [PF’nin tedavisinde kullamlmaktadir.
Hastalarin ancak %10-30’u tedaviye cevap vermekte ve tam remisyon nadiren
saflanabilmektedir (31). Diger taraftan steroide cevap vermeyen hastalarda veya
kortikosteroid komplikasyonlar1 agisindan yiiksek risk tastyan (70 yas iizeri, kontrol
edilmemis diabetes mellitus veya hipertansiyon, siddetli osteoporoz veya peptik iilser
hastali1) hastalarda immiino supresif veya sitotoksik ajanlar (azatiyopirin veya
siklofosfamid) mutlaka g6z 6niine alinmalidir. %15-50 vakada bu iki ajanin etkinligi

goriilmistiir (32).

Son olarak antifibrotik ajanlar (kolsisin) (33) ve penisilamin (34) kollajen

sentez veya fibroz inhibitorii olarak kullanilmaktadir.
2.3. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Serbest radikaller terimi bir ¢iftlenmemis elektron igeren molekiil ve iyonlar
i¢in kullanihir. ROS’lar tagidiklar1 bir veya daha fazla ¢iftlenmemis elektron ile

kazandiklar: dzellikler sayesinde biyolojik sistemlerde énemli rol oynamaktadirlar.

En 6nemli ROS kaynag: mitokondri ve endoplazmik retikulum (ER)’dur.
Mitokondridle NADPH ve FADH,’nin indirgenmesi sirasinda radikal iiretimi
gergeklesebilir (35). ER’de sitokrom p450 reaksiyonu esnasinda NADPH kullanilir.
Bu sistem molekiillere bir elektron ilave ederek veya gikartarak ROS olusturur (36).
Baz1 kimyasal ajanlar redoks dongiisiinii kullanarak p450 gerektirmeden radikal
olusturabilirler. BLM bdyle bir reaksiyon ile bir giftlenmemis elektron kazanma
egilimindedir (37). Olusan radikal kolayca oksijenle oksitlenir ve sﬁpé/foksit radikali
(O27) olugur. Serbest radikaller bu asamadan sonra redoks dongiisiiyle hidroksil
radikali (OH) iretme egilimindedir. Béylece ilave bir ROS iiretimi ileri bir hiicre
hasarina yol agabilir (35,38).

Hiicresel mekanizmalarin yaninda 6zellikle birgok patolojik olaylarn da
serbest radikallere kaynaklik yaptigim gérmekteyiz. Bobrek (39), karaciger (40),
kalp (41) gibi bircok orgamin iskemi reperfiizyon (I/R) hasarinda degisik
mekanizmalar ile ROS olustugu gosterilmistir. Igerisinde yer alan ksenobiyotikler,

aromatik hidrokarbonlar ve yiiksek konsantrasyonda okside nitrojen ile sigara ROS
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olugmasinda 6nemli bir kaynaktir (42). BLM gibi antineoplastik ajanlar ROS tiretimi
ile DNA hasarina yol agmaktadir (37).

2.3.1. Reaktif oksijen tiirlerinin oluyum mekanizmalan

Normal fizyolojik kosullarda O,”, hidroksil radikali (OH) ve H,O, aerobik
metabolizmamn irlinleri olarak siirekli iiretilir. Solunum zincirine giren oksijenin
%1-5 kadan ROS iiretimine yonelir (35,36). Yanlanma Omrii kisa olan O;~
molekiiler oksijene ekstra bir elektron baglanmas: ile meydana gelir. HyO,, O3~
dismutasyon reaksiyonu ile ya da direkt olarak oksijenin indirgenmesiyle meydana
gelir. Fenton reaksiyonu (43,44) ile H,0,, Fe™ (OCI") ya da Cu" ile reaksiyona
girerek ‘OH’1 olusturabilir. Demir varliinda Haber-Weiss reaksiyonu ile H,O, ve
0, etkileserek son derece toksik olan ‘OH’a déniisiir (36,44). Olusan radikaller
iginde en giicliisii ‘OH dur.

Ortamdaki oksijen miktarimin artmasiyla O,  ile NO reaksiyona girerek
peroksinitrit (ONOQ") olusumuna yol agacaktir. ONOO™ olugumu ile O, siipiiriiliir,
ancak kendiside bir radikal oldugundan DNA gibi hiicre yapilanna etki edebilir (38).

DNA hasarlarinda H,O,’nin 6nemli rolii birgok caligmada gosterilmis ve
ortamdan H,O,’nin uzaklagtirilmasinin hasar azalttig1 bulunmustur (45). H>O, hiicre
membranimi O, ’nin aksine kolaylikla geger. Fenton reaksiyonu ile ‘OH’in
olusmasina yol agar veya Haber-Weiss reaksiyonu ile ‘OH olugturur. H,O, nin toksik
etkilerine kaynaklik eden en dnemli mekanizmalar bu iki reaksiyondur. Ortamdaki
H,0, fizyolojik kosullarda CAT ve GSH-Px enzimlerinin yardmniyla suya dontisir.
Bu enzimlerin etkinlidi hem H;0;’nin hem de Fenton ya da;/Haber Weiss
reaksiyonlan ile olusabilecek ‘'OH radikallerinin ortamdan uzaklagtirilmasim ve

dokunun korunmasin: saglar (36,38,45).

Hipoklorat (HOCI) nétrofil i¢indeki graniillerde iiretilir. Reaksiyon MPO
tarafindan katalizlenir. H,O, ile Clun reaksiyona girmesiyle HOCI olusur. Bu
radikal 6zellikle bakterilere ve funguslara etki ederek savunmada gorev alr. Giiglii
bir oksidan olan HOCI inflamatuar olaylarda gorev alarak viicut savunmas1 yamnda

hasar yapict olarak da ¢aligabilir (46-48).
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2.3.2. Reaktif oksijen tiirlerinin biyolojik sistemlere etkileri ve lipit

peroksidasyonu

Oksijen radikallerinin en 6nemli hedefleri arasinda yer alan ¢oklu doymamig
yag asitleri (PUFAs) hiicrelerin en 6nemli yapitaglarindan biridir.- Mitokondriden,
ER’ye ve hiicre membranina kadar birgok hiicresel yapida yer alirlar. Oksidatif
stresin hasar verdigi hedefler arasinda PUFAs énemli bir yer tutar. Oksidatif stresin
bu etkisinin karsimiza ¢ikan sekli lipit peroksidasyonudur. Serbest oksijen
radikallerinin PUFAs’m reaktif metilen grubundan bir hidrojen (H) atomu
koparmasiyla lipid peroksidasyonu tetiklenir. Bu tetiklemede ‘OH, alkoksil radikali
(RO), peroksil radikali (ROQ’) rol oynayabilir. Daha sonraki agamada olugan karbon
radikalleri kendilerini stabilize etmek igin konjuge dienleri olustururlar. Oksijen
konjuge dienlerle girdigi reaksiyon sonucu peroksil radikalinin olusmasina yol agar
(38,49). Peroksil radikali kendisiyle birlesebilir ya da membran proteinlerine atak
yapabilir. Ancak peroksil radikalleri ayrica membranda komsu yag asidinden
hidrojen kopararak zincirleme bir reaksiyon baglatir. Boylece tek bir baglangig
reaksiyonu yiizlerce yag asidi zincirinin lipit monohidroperoksitlere dontigtimii ile
sonuglamr. Bu olay defalarca tekrarlamr. Bu yayilmaci reaksiyonun uzunlugu
membrandaki lipid/protein oranina baglhdir (49).

Lipit hidroperoksidazlar (LOOH) fizyolojik kosullarda stabil molekiillerdir.
LOOH’lar gecis metalleri ve kompleksleriyle reaksiyona girerler. Sonugta alkoksil
radikallerini (LO) ya da peroksil radikallerini (LOO’) olustururlar. Lipit
peroksidasyon sirasinda karbon baglanmin kirilmas1 sonucunda MDA, 4-
hidroksinonenal, pentan ve etan gibi bilesiklerin olusumuna yol agarQ/IDA protein
tiyolleri ile etkileserek, lipid ve proteinler arasinda gapraz kopriiler olusturarak hiicre
hasaria yol agmaktadir. 4-hidroksinonenal biyolojik olarak ¢ok aktiftir ve trombosit
agregasyonunu ve aktive olmus adenilat siklazi inhibe eder. Ayrica glutatyon
transferaza substrat olur. Pentan ise linoleik ve aragidonik asidin oksidasyonu ile bu
mekanizma igerisinde son iiriin olarak agiga gikar. Etan ise linolenik asidin

oksidasyonunun son {iriinii olarak peroksidasyon sonunda agiga gikar (49).
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2.3.3. Oksidatif stresle olugan hasari engelleme mekanizmalan

SOD; superoksit anyonunun ortamdaki zararli etkisini 6nlemede gorev alan
dnemli bir antioksidan enzimdir. Ancak bu iglemi yaparken daha giiglii bir oksidan

olan H,O,’nin tiretimini saglar. SOD enzimi reaksiyonu su sekilde katalizler (49).

20,7+2H,0 5 H;0,+0,+20H"

H,0;’nin zararh etkilerinden kurtulmak igin organizmada yer alan en nemli
enzimlerden biri CAT dir. CAT antioksidan etkisini 2 tane H,O, molekiiliinii 2 H,O
ve 1 O,’ye doniistiirerek gosterir (38).

GSH-Px, H;0; molekiiliinii ortamdan uzaklastiran diger bir enzimdir. En
onemli 6zelliklerinden birisi selenyum (Se) bagimli olmasidir. Asir1 HyO; varliginda
rediikte glutatyonu (GSH) okside glutatyona (GSSG) déniistiirerek H,O,’nin suya
doéniismesini saglar. Béylece H,O,’nin doku hasar1 yapici etkisini engeller (35,38).
Normalde dokuda GSH/GSSG oram yiiksektir. Boylece gerek duyuldugunda GSH
yoluyla H,O, suya doniistiirilerek GSSG olusur. Bu yiizden GSH/GSSG oram
oksidatif stresin onemli bir indikatérii olarak kabul edilir (45). Bu orammn
korunmasinda glutatyon rediiktaz (GRd) enziminin 6nemli yeri vardir. GSH-Px
ortamdaki H,0,’yi uzaklastirmak i¢in GSH/GSSG oranim1 GSSG tarafina kaydirr
(38,43). Tekrar dengenin saglanmasi igin GSSG’nin GSH’a doniismesi gerekir.
NADPH yardimi ile GRd enzimi bu indirgenme olaynda gorev alir. NADPH ise
glukozun pentoz fosfat metabolik yolunda oksidasyonu sonucu elde edilir (43).
Glutatyon S-transferaz (GST) lipit peroksitlere kars1 Se bagimsiz GSH-Px aktivitesi
gostererek etki eder (36).

Pineal bezde iiretilen melatonin hormonu giiglii bir antioksidandir. Melatonin
'OH radikalinin etkili bir siipiirictisiidiir. Ayrica melatonin direk sliplirmese de
ikincil olarak O, radikalinide tutarak ortamdan uzaklagtirir. Melatonin hormonu
antioksidan enzimler olan SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerini artirarak antioksidan
sisteme katkida bulunur (38).
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Transferrin, seruloplazmin, albiimin, iirik asit, haptoglobiilin, bilirubin ve
deferoksamin gibi molekiiller serbest radikalleri sliplirme ya da gegis metallerini

ortamdan uzaklagtirma yoluyla antioksidan 6zellik gosterirler (48).

Suda eriyen vitaminlerden olan C vitamini (C vit) aym1 zamanda 6nemli bir
antioksidan kaynaktir. Radikalleri siipiirerek antioksidan etki gosteren C vit rediiktan
olarak gorev yapar. Askorbik asit singlet oksijen ('0,), 0,” ve ‘OH siipiirme
yetenegine sahiptir. Prostetik metal iyonlarimi indirgenmis halde tutar. Aym zamanda
E vit radikali olan tokoferoksil radikalinin rediikklenmesini saglar (41). B-karoten de
glicli bir radikal stiptiriiciidiir ve boylelikle lipit peroksidasyonunu engelledigi gibi
lipit peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarini da onleyebilir (41,50). E vit lipitte
¢oziinebilen en etkili antioksidandir. o-tokoferol E vitamininin en aktif
olanlarindandir, a-tokoferol lipit peroksidasyonunu inhibe ederek doku hasarim
engeller. Radikaller ile reaksiyona girerek daha az aktif olan tokoferoksil radikalini
olusturur. Olugan bu radikal de C vit tarafindan siipiiriiliir (41).

2.4. Erdosteinin yapisi ve dzellikleri

Klinikte mukolitik ve ekspektoran 6zelligi dolayisiyla oral olarak yaygin bir

sekilde kullanilan erdosteinin bazi 6zellikleri agagida siralanmistir (51).

Fizikokimyasal dzellikleri: Erdostein dogal bir amino asit olan homosisteinin
bir formu olup bu amino asitin N-tiolaktonik seklidir. Kimyasal ad1 N-(karboksimetil
tioasetil) homosistein tiolaktondur. Kimyasal kapali formiilii CgHijO4N;Sy’dir.

Kimyasal yapis1 agagida goriildigii gibidir.

S
N\ o ”

CHa Cl

CHe—CH— NH— C0 —CHy—S8—CHz— COCH

Beyaz mikro kristalli ac1 ve renksiz toz goriiniimiindedir. Degisik maddeler

icindeki ¢oziiniirliikleri asagida verilmistir:
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Su: 3.55 mg/ml; metanol: 10.71 mg/ml; etanol: 3.79 mg/ml; aseton: 5.34
mg/ml; kloroform: 0.52 mg/ml; eter: 0.09 mg/ml; metilenkloriir: 0.19 mg/ml’dir.
Erime sicakligt 154-155 °C’ dir.

Farmakolojik ozellikleri: Erdostein mukolitik tipte mukus modifiye edici
orijinal maddelerden biridir. Brongiyal mukozalarin sekresyonlar iizerine sulandinci
aktivitesi esas olarak absorbsiyondan sonra transformasyona ugrayarak aktif
metabolitlerine doniigmesine baglidir. En son aktif metabolitler serbest -SH
radikalleri tagimaktadir. Bu radikaller glikoproteinlerin birbirine baglandiklan
disiilfit kopriilerine baglanarak kirilmasim saglarlar. Boylece mukus elastikliginde ve
vizkozitesinde azalma olugturarak ekspektoran etki gosterir. Metabolize edilmeden
once erdostein kapali (inaktif formda) iki adet tiol grubu tasir. Brongiyal
sekresyonlarda bulunan mukopolisakkaritlerin disiilfit kopriilerinin agilmas: ancak
erdostein molekiiliiniin metabolize olarak stilfidril radikallerin serbest hale gelmesi
ile ve tiolakton halkasimn agilmasi ile miimkiin olur. Bu ilacin gastrointestinal
diizeyde iyi tolere edilmesi ve organlara dagilimi serbest —SH gruplarinin yokluguna
baghdir. Insanlarda ve hayvanlarda erdosteinin etkileri ve metabolizmas: agagida
gosterildigi gibi bulunmugtur.

1. Hayvanlarda: Bir ok deneysel modelde mukolitik aktiviteye sahip oldugu
gosterilmigtir. Mukoproteinlerin disiilfit kopriilerinin pargalanmasma sebep olur.
Bazi bronkopnomopatilerde artan siyalomiisinlerin par¢alanmasina sebep olur.
Mukosiliyer temizlenmeyi arttirarak ekspektorasyonu daha rahat hale getirir. Serbest
radikal siipiiriicii aktivitesi nedeniyle antioksidan ozelliklere sahiptir. Sigara i¢imiyle
inaktive olan pulmoner AAT’yi korur.

2. Insanlarda: Metabolize edildikten sonra bronsiyal sekresyonlarda bulunan
farkl: glikoprotein bilesiklerinin molekiil i¢i ve molekiiller arast distlfit kopriilerini
parcalar. Brongiyal sekresyonlarin mukus vizkozitesinin azalmas agisindan ¢ok
kuvvetli bir aktiviteye sahiptir. Ayrica mukosiliyer transportu arttirir. Sekresyonlarin
normal vizkositesini saglayarak hizla balgam hacmini azaltr. Boylece hem
skstiriikteki hem de ekspektorasyondaki zorluklari yener. Kronik bronsitli hastalarda
ekspektorasyonun sekretuar IgA konsantrasyonunu arttirir. Bu ozelligi molekiiliin
antiinflamatuar aktivitesinin bir sonucu olabilir. B6ylece brongiyal inflamasyonun
onemli 6pelerinin azalmasma yol agar. Hem saglikh bireylerde hem de kronik

bronsitli hastalarda sigara igimiyle inaktive olan AAT nin fonksiyonunu koruyucu

16



etki gosterir. Erdostein brongiyal sekresyonlarda amoksisilinin penetrasyonunu
arttirtr. Yine erdostein ve metabolitleri PMN nétrofillerin tiitiin ile indiiklenen
kemotaktik aktivitelerindeki azalmaya kargt koruyucu etki gésterir.

Farmakokinetik ozellikleri: Erdostein oral olarak alindiktan sonra hizla
absorbe olur. Oral tek bir dozdan sonraki Tmax.: 1.2 saattir. Alindiktan sonra hizla
en az l¢ adet aktif metabolite doniigtiiriiliir: N-tioglikolil homosistein (Met I),
N-asetilhomosistein (Met II) ve homosistein (Met III). Bunlarin herbirinin ortak
ozelligi serbest tiyol gruplarini igermesidir.

Erdosteinin yarilanma Omrii 1.4 saattir. Ancak metabolitlerin tek tek
yarilanma 6miirleri birbirinden farkhidir. Ornegin Met I ve Met II nin yarilanma 6mrii
1.2 ve 2.7 saattir. Bu iig metabolitten higbirisi idrarda ve fegeste bulunmaz.
Kullamldiginda idrardaki inorganik siilfatlarin miktar1 artar. Besinlerle birlikte
alinmasi erdosteinin ve metabolitlerinin pikini hafif¢e geciktirir. Fakat bu higbir
zaman maksimum plazma konsantrasyonuna ulagmasini engellemez. Birden gok
ilacin alindif1 tedavilerde erdosteinin farmokokinetigi fazla degismez. Ozellikle
enzimatik indiiksiyon ve akiimiilasyon gézlenmemistir. Insan yas1 ile erdosteinin ve
metabolitlerinin farmokinetiginin defismedigi gésterilmistir. Saghklh bireylerde ve
kronik bronsitli hastalarda ilacin farmakokinetigi agisindan bir fark gézlenmemisgtir.
Kreatin klerensi 25-40 ml/dakika olan bsbrek yetmezlikli yagli hastalarda erdostein
ve metabolitlerinin farmakokinetik 6zellikleri saglikli yagh bireylerden farkl
bulunmamigtir. Teofilin veya eritromisin ile herhangi bir farmakokinetik etkilesim
g6zlenmemistir.

Klinik olarak erdosteinin kullanim endikasyonlar::

1. Mukus ve mukopiiriilan igeriginin sulandirilmasi veya ekspektorasyonun
arttinlarak ventilasyonun saglanmasi:

a) Akut ve kronik bronkopulmoner hastaliklar (akut ve kronik bronsitin
alevli veya stabil fazlari, brongektaziler, hipersekretuar brongiyal astma)

b) Ust respiratuar yolun akut ve kronik hastaliklan1 (rinit, siniizit, farenjit,
larenjit, trakeit).

2. Bronsiyal hastaliklarin gelisimin dnlemek amactyla:

a) Amfizemin eklendigi hipersekretuar bronkopulmoner rahatsizliklar
b) Sigara igenlerdeki kronik bronsitler.
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3. Profilaktik olarak ve cerrahiden sonra solunum basarisinin saglanmasi

amaciyla:
a) Bronkopnomoni
b) Pulmoner atalektaziler.

Siddetli karaciger ve bobrek yetmezliklerinde giinlik doz yart yariya
distirilmektedir. Preklinik ¢aligmalarda her ne kadar embriyofetal olugumlar iizerine
toksik, teratojonik ve mutajenik etkileri gosterilmemis ise de yeni bir ajan olarak
erdostein, hamilelik esnasinda ve dogumdan hemen sonra ve ayrica siit emzirme
déneminde ve iki yasin altindaki gocuklarda kullanilmamaktadir.

Erdosteinin yan etkilerinin ¢ok az oldugu gosterilmistir. Ayrica birden ¢ok
tedavi protokollerinden sonra viiciitta birikim ve metabolik aktivasyon gibi etkilere
rastlanmamigstir (52).

Erdosteinin antioksidan ézellikleri:

1. In vitro g¢alismalar: In vitro olarak erdostein sigaramin gaz fazina
maruziyetten sonra meydana gelen AAT’nin hasarina karst koruyucu etki gosterir
(53). Alkali hidrozisini takiben erdostein glutatyon ve askorbik asit gibi indirgeyici
ajanlara benzer aktivite sergilemigtir.

2. Hayvan ¢aligmalar: Siganlarda oral olarak uygulanan erdostein kismi fakat
onemli bir diizeyde sigaramn indiikledigi AAT elastaz inhibitor kapasitesinin (EIK)
azalmasma karst koruyucu etki gosterir. 500-1000 mg/kg Erdostein uygulanan
siganlarin bronkoalvoler sivilarinda EIK swrasiyla %27 ve %16.5 azalmis olarak
bulunmugtur. Bunun kontrolii olan plasebo grubunda bu deger %44 olarak
dlgtilmiigtiir. Bes giin siiresince giinde bir defa oral yolla alinan erdosteinin farelerde
paraquat toksisitesini dnledigi tespit edilmigtir. Normalde bu madde ROS tiretimine
bagh olarak ilerleyici ve geri doniisiimsiiz solunum yetmezligi ile 6lime sebep
olmaktadir. Erdostein hem yagam siiresini uzatmakta hem de mortalite hizim
azaltmaktadir (54). Bagka bir galismada 200 ve 400 mg/kg dozunda oral olarak
uygulanan erdosteinin S enantiomerinin doza bagimh olarak fareleri paraquatin
toksik etkilerinden korudugu gosterilmistir (55). Buna karsilik R-erdsostein, asetil
sistein, glutatyon ve askorbik asit paraquatin bu etkilerine karsi herhangi bir
koruyucu 6zellik géstermemektedir.

3. Insan g¢aligmalan: Dért hafta siireyle giinde ii¢ defa 300 mg erdostein
verilen 24 saghkli sigara igen bireyde fonksiyonel AAT diizeyi (alveoler dokuda
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elastine kars1 elastazin hidrolitik 6zelliklerini inhibe edici aktif kisim) 1-1.2 mmol/l
olan plasebo degerleri ile karsilagtiginda 1.1-2.2 mmol/I’ye yiikselmigtir (56).
Erdostein alanlarda AAT nin EIK ytizdesi %25 *ten %85’ e ¢ikmugtur.

Periferal PMN hiicrelerin kimyasal sitimuluslara dogru hareket etmeleri
sigara igenlerde azalmistir. Onalt1 sigara igen ve kronik bronsiti olan birey giinde 3
defa 300 mg erdostein ile iki hafta tedavi edildiginde PMN hiicrelerinin kemotaktik
ajanlar olan kazein ve formil-metiyonil-ldsin-fenilalanine olan cevap verme
kapasitesinde sigaranin neden oldug: azalma ortadan kalkmugtir (57).

Hipersekresyonlu enfeksiydz bronsitte ko-trimaksozol ile yapilan tedavi
protokoliine erdostein eklendiginde balgam ¢oziicli ve antibiyotigin difiizyonunu
arttirics etkisi ile tedaviyi kolaylastirdig: goriilmiistiir (58).

Bronsiyal sekresyonlar akut ve kronik solunum yolu enfeksiyonlarinda hem
hastalifin seyrinde hem de tedavinin etkinliginde gok dnemlidir. Baz1 aragtiricilar bu
sekresyonlarin miktar ve kivamini etkileyebilecek ajanlarin tedaviye eklenmesiyle
tedavi siiresi ve etkinliginin degistirilebilecegini 6ne siirerek birtakim preparatlari
denemigsler ve erdosteinin oral olarak alimmindan sonra etkin oldugunu bulmuglardir
(59).

Plasebo kontrollii olarak yapilan bir ¢aliymada diger bazi ajanlarla birlikte
erdostein  uygulanarak  klinik, fizyolojik ve farmakolojik parametreler
degerlendirilmistir. Bu amagla global etkinlik skoru adi verilen baz: kriterler géz
Oniine alinarak su 5 semptom skorlanmagtir: Ekspektorasyon zorlugu, dispnenin
siddeti, Okstriigiin niteligi ve sikligi, balgamin niteligi ve balgamin vizkozite
gorliniimii. Sonugta erdosteinin yukarida sayilan biitiin kriterler tizerine biyolojik
tolere edilebilirligi g6z oniinde bulundurularak miikemmel bir etki olusturdugu
g6zlenmistir (60).

Ekspektorasyonun birbirine ¢ok siki olarak bagli birkag mekanizmasi
mevcuttur. Bu baglamda, ekspektoran ajanlar bir kag sekilde etki mekanizmas:
gosterirler: Balgamin vizkositesini azaltarak, solunum yolu sivilarinin ve siirfaktanmn
sekresyonunu artirarak ve trakeal mukusu normalize ederek (61,62). Erdosteinin
ekspektoran etkisi aragtinldiginda, balgamin vizkozitesini azalttigi, mukosiliyer
transportu hizlandirdid1, solunum yolu sekresyonunu arttirdigi ayrica kimyasal yolla

stimiile edilen Oksiiriik refleksini ve hava yoluna plazma sizintisim baskiladi
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gbzlemlenmis, sonug olarak birden fazla etki mekanizmasina sahip miikemmel bir
ekspektoran oldugu gosterilmistir (63).

Bir aragtirmada (64) saglikh bireylere tek veya multiple oral dozlar halinde
erdostein verildikten sonra erdosteinin direkt olarak veya metabolitleri yoluyla idrar
ve fekal yolla atilimi ve plazma diizeyleri arastinlmig ve agagidaki bulgular elde
edilmigtir:

1. Multiple uygulamalar erdosteinin metabolizasyonunu ve plazma dagilimini
etkilemektedir.

" 2. Tek bir oral doz alindiginda agliktaki biyoyararlamm tokluga gore daha iyi
bulunmustur.

3. Erdosteinin plazma proteinlerine baglanmasini aragtirmak igin normal
plazma omekleri in vitro olarak erdostein ile inkiibe edilmis ardindan equilibrium
diyalizine tabi tutulmus ve sonugta %64,5’unun proteinlere bagli oldugu tespit
edilmistir.

4. Idrarda higbir sekilde erdostein kalintisina rastlanmamis ve plazmada iig
adet metaboliti tespit edilmistir.

5. Erdostein uygulanmasindan sonra idrarda inorganik siilfatlar artmis ancak
multiple dozlardan sonra ileri artiglar tespit edilmemisgtir.

6. Cok az feces Orneklerinde erdosteine rastlanmis ancak metabolitine
rastlanmamustir.

7. Besinler erdosteinin absorpsiyon zamanin geciktirmis ve uzatmistir.

8. Ardisik dozlardan sonra bile erdosteinin herhangi bir yan etkisine

rastlanmamusg ve tolere edilebilirligi ¢ok iyi bulunmustur.

Akut ve alevli kronik bronkopnémopatili hastalarda ambroksol ¥¢ erdosteinin
etkinligi aragtirnlmus, 6lgiilen parametrelerdeki klinik ve istatistiksel degisimler goz
oniine alinarak her iki ajanin da tolerabilitesinde doyurucu oldugu sonucuna varilmig
ve erdosteinin belirgin bir terapétik aktivitesine rastlanmigtir (65).

2.5. E Vitamini (E vit)’nin yapis1 ve ozellikleri

Bitkisel yaglardan elde edilen tokoferoller ve tokotrienollerin hepsine isim
olarak E vit denmektedir. Yagda eriyen vitaminler arasinda yer alan E vit dogada 8

tokoferolden olugur. a-tokoferol iglerinde en aktif olam ve dogada en g¢ok
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bulunanidir. Yapisinda bulunan fenolik hidroksil gruplu aromatik halka molekiiliin
aktif kismudir (41). E vit’in yapisi ve sekli asagidaki gibidir:

Primer olarak ozellikle enzimatik olmayan oksidasyonu engelleyen bir
antioksidandir. Dokuda 6zellikle membrandan zengin kisimlarda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Bulundugu membran bdolgelerinde lipit peroksidasyonu
zincirini kirarak hiicre hasarimi 6nlerken diger taraftan hiicre i¢i sinyal yollarmn
normal fonksiyonunu devam ettirmesi bu vitaminin varligina baghdir (41,66,67).
Aygicek yag1 gibi bitkisel yaglar zengin E vit kaynaklaridir (68). Karaciger ve
yumurtada orta derecede yer alir. Yagda ¢oziinmiis olarak alinir ve yaglarla beraber
emilir. Yagda eridifi igin hiicre membramna lokalizedir. PUFAs’larin
oksidasyonunda engelleyici bir gorev alan E vit’e olan ihtiyag ¢oklu doymamig yag
asidi alimimin artmasiyla dogru orantilidir (48). Etkinligi ¢ogunlukla lipit emilim ve
taginmasimin bozuk oldugu kisilerde goriiliir ve anormal hiicresel zar yapilar ile
kendini gosterir. Klinikte &zellikle antioksidan &zelliginden faydalanilarak
kullamlmigtir. E vit alimimin artigiyla koroner kalp hastaliklarindaki azalma yapilan
calismalarla gosterilmigtir. Buna ek olarak E vit’in, C vit ve B-karoten ile beraber
katarakt olugumunu geciktirdigi bilinmektedir. Giinliik alim g¢ok yiksek dozlara
ulasmadif siirece dier yagda eriyen vitaminlerin tersine E vit toksisit;e;i daha azdur.
Giinliik 300 mg’a kadar olan dozlarda herhangi bir yan etki goriilmemistir (48).

E vit hiicre membraninda yer alan PUFAs’lan radikallerin ataklarindan
korumaya ¢aliir. O, 'OH, 'O, ve diger radikalleri siipiiriir (66). GSH-Px ile
tamamlayici bir antioksidan etki gosterir. Se metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar.
Se eksikliginde, E vit emilimi bozulur. Ayrica E vit de Se’un viicuttan kaybim 6nler.
Lipit peroksil (LOO") radikallerini yikarak lipit peroksidasyonunun zincir
reaksiyonunu kirar ve antioksidan 6zelligini burada gosterir. Reaksiyon sonunda
olusan tokoferoksil radikali stabildir ve bdylece peroksidasyon durmus olur. Ancak
olusan bu radikalin ortamdan uzaklagtirilmasi yine de gereklidir. Burada devreye C
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vit girer. C vit ya da GSH yardimiyla tokoferoksil radikali indirgenir. Bundan dolay1
E vit’in yaninda C vit’de 6nemli bir gérev gérmiis olur (36,41,68).

Aynca a-tokoferol iskemik dokuda nétrofil kaynakl inflamatuar cevabi
antiinflamatuar ve antikoagiilan etkileriyle engeller. Aragidonik asit metabolizmasim
fosfolipaz A2 ve 5-lipooksigenaz aktivitelerine etki ederek regiile eder. Oral E vit
uygulanmasinin  pro-inflamatuar olan 5-lipoksigenaz  sentezini engelledigi
gosterilmistir. Diger taraftan E vit prostasiklin sentezini arttinir. Iskemik kosullarda
vasodilatér olan prostasiklin salgis1 bu yolla arttinlmig olur. E vit trombosit
agregasyonunu inhibe ederek dolagimin devamu i¢in yardime: olur (41). Birgok /R
hasarinda E vit’in lipit peroksidasyonu 6nleyici etkisi basari ile gosterilmistir (69).
o-tokoferol sepsisli hayvanlarda tedavi olarak uygulandifi zaman karaciger lipit
peroksidasyonunu azaltir. Yaygin intravaskiiler koagiilasyon yavaglatilmis ve plazma
laktat seviyeleri azalmigtir (70-72). Siganlarda Zimosan ile olugturulan peritoniti
takiben gelisen pulmoner inflamasyon modelinde yararh etkileri goriilmiistiir
(73,74). Akciger hasarini engellemede gosterdigi aktivite biiyiik oranda alveollerdeki
makrofaj pro-inflamatuar cevabin inhibisyonu seklinde kendini gostermektedir (75).
Insanlara oral E vit takviyesinin yapilmasi monositlerin respiratuar patlama sirasinda

ki ROS iiretimini azaltmistir (66).
2.6. Bleomisin (BLM)’in yapisi ve dzellikleri

Bazi kanser tiirlerinde DNA sentezinin inhibisyonu ve DNA ipliginin
kinlmas: tizerine etki eden CssHgsCiN1702,S; formiilii ile gosterilen ve molekiil

agirlig1 1487,5 olan BLM nin yapisi ve sekli agagidaki gibidir:
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Antitiimor aktivitesi 2 agidan ele alinabilir.

In vitro; HelLaS3 hiicreleri Ehrlich kanser hiicreleri ve Yoshida kanser
hiicreleri gibi hiicrelerde hiicre biiyiimesini ve DNA/protein sentezini inhibe eder.

In vivo; Képeklerde spontan lenfosarkomun kaybolmasim saglar.

Deri kanseri, bag-boyun kanseri (maksiller, dil, dudak, farinks, larinks, ag1z
boslugu kanserleri), akciger kanseri (6zellikle primer veya metastatik skuamdz hiicre
karsinomu), ozefagus kanseri, malign lenfoma (retikulum hiicre sarkomu,
lenfosarkom, hodgkin hastalig1), uterus serviks kanseri, néroglioma ve tiroid kanseri
gibi kanserlerde kullanma endikasyonlart vardir.

Aqik sari-beyaz liyofilize irlin halinde enjeksiyona hazir preparatlar olarak
piyasada satilmaktadir. Intravendz, intramuskiiler, subkutan ve intraarteriyal seklinde
verilebilmektedir. Suda tam olarak, etanolde az ve eterde ise pratikte ¢oziinmez.

BLM aslinda sitotoksik bir antibiyotiktir. Pulmoner toksisitesi ¢ok yiiksek
oldugundan ve bir ¢ok organ ve dokuya birikme egilimi bulundugundan kullammi
sinirlanmaktadir. Bilinen antikanser ilaglar icerisinde farkli bir mekanizma ile,
stiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi ROS {ireterek antikanser etki gosterir. Fakat
bu arada biriktigi dokularda antikanser etkisinin yanminda lipit peroksidasyonuna

neden olarak, akcifer prostaglandin sentezini degistirerek ve kollajen sentezini
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arttirarak fibrozise neden olur. Baz1 durumlarda verilmesinden hemen sonra dispne,
oOksiiriik ve dokiintiiyle seyreden akut bir sendrom olusturur (76). Boyle hastalarda
akciger biyopsisi yapildiginda eozinofilik infiltrasyon ve hipersensitivite cevabina ait
bulgular tespit edilmigtirr BLM alan hastalarda ilag toksisitesine bagh gelisen
mortalite oram %1-2’dir. Pulmoner toksisite gelisen hastalarda ise mortalite %10-83
arasinda degigir (77). Bu tiir durumlarda kortikosteroidlerin kullanilmas:
onerilmektedir. Her durumda bazi hastalarda radyografik veya fizyolojik

anormallikler kalabilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Deney hayvanlarinin temini ve deneylere hazirlanmasi

Cahgmada kullanilmak iizere Sprague Dawley tipi erkek siganlar Farmakoloji
Anabilim Dali1 deney hayvanlan yetigtirme biriminden temin edildi. Siganlar deney
giiniine kadar havalandirma sartlar1 saglanmus, - giines 15181 alan odalarda ozel
kafeslerde tutuldu. Diizenli olarak standart pellet yemle beslendi ve gesme suyu
verildi. Sulart her giin degistirildi ve kafes temizligi giinasin yapildi. Kontrol grubu
i¢in 8, sadece BLM ve BLM ile birlikte E vit uygulanacak 2 grup igin 9’ar ve BLM
ile birlikte erdostein uygulanacak grup i¢in 10 sican ayri ayn kafeslere ve bir kafeste
en ¢ok 4 sigan olacak gekilde ayrildi.

3.2. Deney gruplarmnin olugturulmasi

1. Grup, Kontrol grubu (n=8): Bu gruptaki si¢anlara i.t. uygulamadan 2 giin
once sodyum bikarbonat (NaHCO;) 10 mg/kg/giin dozunda oral olarak 1x1 (giinde
bir kez) uygulanmaya bagland: ve si¢anlarin kesildigi 14. giine kadar toplam 17 giin
siirdiiriildii. BLM uygulamasimin yapildign giin 0.(sifinnci) giin olarak kabul edildi.
Kontrol grubuna 0. giin i.t. olarak tek doz fosfatla tamponlanmug steril salin (PBS,
phosphate buffered saline) verildi.

2. Grup, BLM grubu (n=9): Bu gruptaki siganlara sadece 0. giin i.t. olarak
BLM (Bleocin; bleomycin hydrochloride; Nippon Kayaku Co.,Ltd., Tokyo, japonya)
uygulandi. 7.5 ii/kg dozunda BLM 250 pl PBS iginde ¢oziilerek tek doz seklinde
verildi (78).

3. Grup, BLM + E vitamini (E vit) grubu (n=9): Bu gruptaki sicanlara
BLM uygulamasindan 2 giin dnce intaperitoneal (i.p.) olarak E vit (Epynal-ROCHE)
10 mg/kg dozunda 1x1 olarak uygulanmaya bagland1 ve siganlarin kesildigi 14. giine
kadar (79) toplam 17 giin boyunca tedaviye devam edildi. Sifirinc1 giin ise i.t. BLM
uyguland: (7.5 ti/kg, 250ul PBS iginde tek doz).

4. Grup, BLM + Erdostein (n=10): Bu gruptaki siganlara BLM
uygulamasindan 2 giin 6nce NaHCO; iginde ¢éziinmiis erdostein (Edmond Pharma,
Italya) 10 mg/kg 1x1 (59,80,81) dozunda oral olarak verilmeye baglandi. Erdostein
tedavisine, hayvanlarin kesildigi 14. giin sonuna kadar toplam 17 glin boyunca
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devam edildi. BLM ise sadece bir kez i.t. olarak 0. giin 7.5 i/ kg dozunda verildi
(250 ul PBS iginde).

3.3. Cerrabhi girisimler ve BLM ile fibrozis olusturulmas:

Biitin ila¢ uygulamalar1 her sabah saat 08:00°de yapildr. it. BLM
uygulamasindan 12 saat 6nce a¢ birakilan siganlar tartild: ve 250 g’1 gecenler rasgele
gruplan olusturmak i¢in ayrildi. Genel anestezi amaciyla 1 mg/kg dozunda xyalzine
ile 0.5 ml’kg dozunda ketamin aym enjektdre cekildi ve i.p. olarak uyguland.
Anestezik maddeler uygulandiktan sonra siganlarin refleksleri kontrol edilerek derin
anesteziye girmeleri i¢in beklendi. Bu islemlere paralel olarak BLM’nin 15 {initelik

flakon formu PBS iginde ¢oziildii.

Daha sonra siganlarin boyun 6n bélgesinin cilt dokulari orta hat kesisi ile
agildi. Uygun bir klemp yardimu ile cilt alt1 yag dokusu, bag dokusu ve vaskiiler
yapilar dikkatli bir sekilde zarar verilmeden ekarte edilerek trakea’ya ulasildi.
Trakea i¢ine insiilin enjektériinde hazir bekletilen BLM enjekte edildi. Kontrol
grubuna ise 250ul PBS uygulandi. BLM nin i.t. olarak uygulamgim takiben ilacin
tamaminin akcigerlere dogru akmasini saglamak amaciyla siganlar kafas: yukarida
olacak sekilde 30 saniye kadar bekletildi. Bu iglem bittikten sonra kesi bolgesi 4/0’lik
keskin govdeli atravmatik cerrahi ipek iplikle dikildi. Daha sonra siganlar ayilmaya
brrakildi. Viicut 1silar1 37 °C’de tutulmaya ¢aligildi. Ayillma esnasinda biitiin
siganlarin viicut 1s1lar1, solunumlar ve refleksleri takip edildi. Deneylerin son giiniine
kadar siganlann tedavisi yapilirken kesi bolgesini enfeksiyona karsi korumak
amaciyla giinliik yara bakimi (antiseptik Batticon soliisyonu ile) yapildi. Deney

islemleri stiresince siganlarin kesi bélgelerinde enfeksiyon gézlenmedi.

3.4. Bikarbonat uygulanmasi

Deney grublarinda kullanilacak olan erdostein NaHCO; iginde ¢oziinmiis
oldugu i¢in kontrol grubuna da erdosteinle aym ekimolarda olan bidistile suda
¢oziilmiis NaHCO; ¢ozeltisi verildi. Tam bir kontrol saglamak amaciyla kontrol
grubuna 0. giin it. PBS uygulandi. Bunun sebebi ise diger gruplara verdigimiz

BLM’nin PBS iginde ¢6ziinmiis olmasidir.
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3.5. E Vitamini uygulanmasi

E vitamini enjeksiyonlart 100 {initelik (1 mililitrelik) insiilin enjektorii ile
uygulandi. Hayvanlar arka bacaklarindan kaldirilarak barsaklarin bas tarafina dogru
kaymas: saglandi. Enjeksiyon karin alt kismindan cilt, ciltalt1 ve karin kaslan
gegilerek peritonun igine girildigine emin olunduktan sonra yapildi. Enfeksiyona
kars1 korumak amaci ile (peritonit ve cilt enfeksiyonu gibi) her enjeksiyon islemi
Oncesi siganlarin karin alti kisimlar: antiseptik Batticon soliisyonu ile usuliine uygun
silindi.

3.6. Kullanilan aletler

Tez ¢alismamizda laboratuvar deneyleri esnasinda kimyasal analizler i¢in

asagida belirtilen aletler kullanilda:

Hanna Instruments HI 8521 marka pH-metre (Singapur), Labinco BV L 46
marka vorteks (Hollanda), Kétterman Labortechnik marka Ben Mary (Almanya),
Sartorius AG BP 310 S marka hassas terazi (Gottingen-Almanya), Ultra Turrax T25
BAasic maksimum 25000 devir/dakika homojenizatér (Almanya), Rotina 46R marka
sogutmali maksimum 5000 x g kapasiteli santrifiij (Almanya), LKB Biochrom
Ultraspec Plus 4054 uv/visible marka Spektrofotometre (Cambridge-Ingiltere) ve
Hitachi F-4010 marka Floresans Spektrofotometre (Tokyo-Japonya) kullamidi.

3.7. Akciger doku homojenizasyonu, siipernatant ve ekstraktlarmn

hazirlanmasi

Deney islemleri toplam 17 giin siirdii. Kontrol ve tedavi uygulamalarina BLM
uygulamasindan 2 giin 6nce baslandi. BLM uygulanmasindan 14 giin sonra
siganlarin dokulan ¢ikartildi. Siganlar deneyin baglangicinda, 7. giinde ve 14. giinde
olmak tiizere tartilarak agirliklari kaydedildi. Deneyin 14. giiniiniin sonunda genel
anestezi amaciyla siganlara, 1 mg/kg xyalzine ile 0.5 ml/kg ketamin ayni enjektore
¢ekilerek i.p. olarak uygulandi. Kalp atisi devam eden siganlarin toraks ( gdgiis )
bosluklar1 makas ile orta hat boyunca kesilerek akciger dokulart doku biitiinltigii
korunarak ¢ikartildi. Akcigerlerin makroskopik gériiniimleri not edildi.

Biyokimyasal analizlerde kullamlacak olan akciger dokular1 grup numaralari
belirtilerek hemen aliiminyum folyoya sarilarak plastik kaplara konuldu. Sonra sivi
azot tankina konularak sivi azot iginde donduruldu ve -85 °C’ye ayarli derin
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dondurucuda (Nuaire —85 °C Ultralow Freezer - Japonya) biyokimyasal testlerin
yapilacag giine kadar muhafaza edildi.

Deneylere baslandigs giin derin dondurucudan ¢ikarlan akciger dokular
temizlendi. Distile su ile yikand1 ve kurutma kagidi ile kurutuldu. Daha sonra buz
akiileri yardimiyla soguklufu muhafaza edilerek bir bistiiri yardimyla kiigiik
pargalara béliindiikten sonra yaklagik yaris1 hidroksiprolin ¢aliymasi igin saklanmak
lizere kapakli cam tiiplere konuldu. Geri kalan dokularin yas agirliklan hassas terazi
ile tartilarak not edildi ve cam tiiplere aktanildi. Dokularin tizerine pH’s1 7.4 olan 2
ml 0.2 mM soguk Tris-HCl tamponu eklendi (0.2 mM olarak hazirlanan Tris
soliisyonu ve HCI soliisyonu 50/39.9 (v/v) oraninda kangtirilarak hazirlandi,
homojenizasyon islemlerinin tamaminda bu tampon kullaruldi). Daha sonra cam
tiiplerdeki dokular i¢i kar ile dolu bir beher iginde soguklugu muhafaza edilerek
homojenizatérde 16.000 devir/dakika hzda 2 dakika siireyle homojenize edildi.
Homojenat {izerine 4 ml daha tampon ilave edildi ve 1 dakika stireyle tekrar
homojenize edilerek toplam siire 3 dakikaya tamamlandi. Elde edilen homojenat
vortekslendikten sonra 2 ml’lik kismu eppendorf tiiplere aktanldi ve bu
homojenatlarda MDA ve protein tayinleri yapildi. Homojenatlarin bir bdlimii, 45
dakika siireyle 3500 x g'de +6 °C de sogutmali santrifijde santrifiije edilerek
stipernatant elde edildi. Aynlan siipernatantlardan GSH-Px ve protein tayinleri
yapildi. Stipernatanttan bir hacim alinarak 1/1 (v/v) oraminda kloroform/etanol (3/5,
v/v) kangimi ilave edilerek vortekslendikten sonra 45 dakika siireyle 3500 x g’de
sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. Ustte olugan etanol fazindan protein ve SOD
enzim aktivite tayini yapildi. MPO enzim tayininde kullanilacak siipernatanin elde
edilmesi igin ise % 0.5°lik hexadecyltrimethyl ammonium bromid (HIﬁ‘MAB), doku
agirh@inin 5 kati olacak sekilde ilave edilerek homojenizatorde 16000 devir/dakika
hizda 2 dakika siireyle homojenize edildi.

3.8. Biyokimyasal Testler

3.8.1. Homojenat, siipernatant ve ekstrakt numunelerinde protein

miktarlarinin tespiti

Protein seviyelerinin tespit islemleri Lowry metoduna gore yapildi (82).
Hazirlanan alkali ¢o6zeltide (C reaktifi) bakir-protein kompleksi olusur ve
fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Fenol Reaktifi) rediikleyerek
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koyu mavi bir renk olugturur. Ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantil1 bir
sekilde renk koyulagir. Folin reaktifi sadece asit ortamda dayaniklidir. Rediikleme ise
pH 10°’da olusmaktadir. Bu ytizden folin reaktifi acele olarak alkali bakir-protein
¢ozeltisine ilave edildi ve vortekslendi. Boylece fosfomolibdat-fosfotungstat (folin)
reaktifi par¢alanmadan once rediiklenme olayr gergeklesir. Standart ve numuneler

kore karg1 700 nm’de okundu.

Deneylerde; CuSO,, NasSitrat, Na,CO;, NaOH, Folin-Ciocalteu-Fenol
reaktifleri kullamldi.

"Standart deneylerinde konsantrasyonunu bildigimiz sigir serum albiimininden
hazirlanmig g¢ézeltiler kullanildt. Optik dansite (OD) — mg/ml protein konsantrasyonu
ile standart grafigi ¢izilerek protein degerleri bu grafikten okundu.

Protein (mg/ml) = grafikten okunan deger x faktér
F (faktor) = standart hacmi (0.5 ml)/numune hacmi (0.010ml) = 50

Standart ¢aligmalarinda 0.5 ml, numune ¢aligmalarinda 0.010 ml kullanildig
icin faktdr hesabi bu sekilde yapilarak isleme dahil edilir.

3.8.2. Akciger dokusu hidroksiprolin (OH-P) miktarlarinin tespiti

Homojenizasyon iglemleri sirasinda kiigiik pargalara ayrilan akciger
dokularinin, BLM diffiiz fibrozis yaptid1 i¢in, yaklagik yarisi randomize bir sekilde
OH-P diizeyi tespit deneyleri i¢in ayrildi. —80 °C’de dondurularak deney giiniine
kadar saklandi. Calisma esnasinda dondurulmus dokular ¢oziilerek izotonik NaCl ile
yikand1 ve kurutma kagidina serilerek kendi halinde kurumaya birakilarak tartild:.
Cam tiiplere konularak 100 °C’ye ayarlanmig etiivde 72 saat kurutuldu.
Kontaminasyon engellenerek kurutulan dokular kii¢iik bir havan iginde toz haline
getirildi. Toz haline gelmig kuru dokularin herbirinin kuru agirliklan hassas terazide
olgiilerek kaydedildi. Toz halindeki dokular 15 ml’lik vidali kapakli cam tiipler
igerisine konularak izerine 2 ml 12 N HCl ilave edildi. Daha sonra etiivde 130 °C’de
3 saat kaynatilarak hidrolize edildi. Buharlagma nedeniyle miktar1 1 ml’nin altina
diigenler olgiilerek 12 N HCl ile tekrar 1ml’ye tamamlandiktan sonra 3000 rpm’de 15
dk santrifiij edildi. Ustteki siipernatant kismindan 0.5 ml alinip iizerine 0.5 ml
isopropanol eklenerek 2500 x g’de 10 dk daha santrifiij edildi. Sonra iist fazdan 0.3
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ml alinarak ¢aligildi. Hidroksiprolin tespiti Woessner’in tarif ettigi yontemle kismen
modifiye edilerek yapild: (83).

Deney islemleri esnasinda; OH-P standardi, kloramin-T, P-dimetil amino
benzaldehit, perklorik asit, isopropanol, Na-asetat-3 H,O, Na-sitrat-5.5 H,O, 12 N
HCI], ImM HCI kimyasallann kullanildi (Merck&Co., Inc., Whitehouse Station, NJ,
USA).

Hidroksiprolin standardi; 1,231 mg OH-P 5 ml 0,001 M HCl’de goziilerek
giinlilk stok standart ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu stok standart ¢ozeltisi 1/2,
1/4, 1/6, 1/8 oranlarinda diliie edilerek daha diigik konsantrasyonlarda standart
gozeltiler hazirlandi. Sonra OH-P deney islemleri bu 6rneklere de uygulanarak 558
nm’de standart koriine kargt okundu. Cikan absorbans degerleri ile standart grafigi
olusturuldu. Bu grafikten egim bulunarak hesap islemlerinde kullanildi.

Kloramin-T g¢ozeltisi; 70 mg kloramin-T 1 ml bidistile suda ¢oziilerek tizerine

4 ml asetat/sitrat tamponu ilave edilerek giinliik hazirland.

Ehrlich reaktifi; 4 gr P-dimetil amino benzaldehit 6 ml (%60°lik) perklorik

asitte ¢dziilerek iizerine 26 ml isopropanol ilave edilerek giinliik hazirland.

Asetat/sitrat tamponu; 57 gr Na-asetat-3H,O ve 44,47 gr Na-sitrat-5.5 H,O
400 ml bidistile suda ¢oziildii. Uzerine 385 ml isopropanol ilave edillerek HCl ile pH
6’ya ayarlandiktan sonra hacmi 1000 ml’ye tamamlandi. Daha sonra deney islemleri

agagidaki tabloya gore yapildi.

Koér Numune
Bidistile su 0,3 ml -
Numune - 0,3 ml
Isopropanol 0,2 mi 0,2 ml
Kloramin-T 0,1 ml 0,1 ml
Ehrlich reaktifi 2,6 ml 2,6 ml

Numune ve kor tiipleri iizerine reaktifler yukaridaki siraya gore eklendikten
sonra vorteksle karigtirildi ve 60 °C’de su banyosunda 25 dk inkiibe edildikten sonra
558 nm’de kore karg1 okundu. Sonuglar mg/g kuru doku olarak verildi.
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3.8.3. Akciger dokusu total siiperoksit dismutaz (SOD) aktivite tespiti

SOD (Superoxide dismutase, EC 1.15.1.1) enziminin aktivite tespit deneyleri
ksantin/ksantin oksidaz reaksiyonlar1 ile iiretilen O, radikalinin nitroblue
tetrazoliumu (NBT) indirgemesi prensibine gore yapilir. SOD enziminin olmadig
ortamda olusan siiperoksit radikalleri NBT’yi indirgeyerek mavi-mor renk
olugturmaktadir. Eger ortamda SOD varsa NBT indirgenmesi meydana gelmez ve
mavi-mor renk goriilmez, enzimin miktarina ve aktivitesine bagl olarak rengin
koyulugunun da degistigi goriiliir. Bu reaksiyon spektrofotometrede 560 nm dalga
boyunda maksimum absorbans gésterir. Siiperoksit dismutaz enziminin aktivite tespit
deneyleri Sun ve arkadaslarinin belirttigi metoda (84) ve Durak ve arkadaglarimin
tarif ettifi modifikasyona (85) gore yapildi. Bir iinite SOD enzimi; NBT
rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim miktaridir. Hesap islemlerinden
sonra SOD enzimi aktivite sonuglar1 U/mg protein olarak gosterildi.

% Enzim inhibisyonu = (Absysr — AbSpym) / Absisrx 100

Deneylerde; assay reaktifi, 167 U/l ksantin oksidaz (XO), 2M (NH4),SO4 ve
0.8 mmol/l CuCl, kullamldi. Assay reaktifi 0.3 mmol/l ksantin, 0.6 mmol/l
Na,EDTA, 150 umol/l NBT, 400 mmol/l Na,CO3, 1g/l sigir serum albiimini (BSA)

kullamlarak elde edildi. Deneyin agamalar1 agagidaki tabloda gosterilmigtir.

Kor Numune
Reaktif 2.85ml 2.85 ml
Ekstrakt - 0.100 ml
Bidistile su 0.100 ml -,
X0 (167 UN) 0.050 ml 0.050 ml

Tiipler 3-5 defa alt iist edilerek 25 °C'de 20 dk inkiibe edildi.

CuCl, 1 ml 1 ml

Distile suya kars1 kérden baglanarak numuneler 560 nm’de okundu.
Hesaplama iglemleri;
% Inhibisyon = ([Absorbans kér (K) - Absorbans numune (N)] ) / K x 100
% 50’lik inhibisyona 1 U denildigi i¢in;
Aktivite: (U/ml) = [(% inhibisyon/50) x (1 / 0.1)] ml
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U/ml = [(K-N) /K ] x 20 x 5 (sulandirma faktérii)
Spesifik aktivite (U/mg protein) = [U/ml/mg/ml protein]. Sonuglar, U/mg
protein olarak ifade edildi.

3.8.4. Akciger dokusu glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivite tespiti

GSH-Px (Glutahione peroxidase, EC 1.11.1.9) H;O, varhifinda rediikte
glutatyonun (GSH) okside glutatyon (GSSG)’a yiikseltgenmesini katalizleyen bir
enzimdir. HyOy’nin bulundugu ortamda GSH-Px’in olugturdugu GSSG, GRd ve
NADPH yardimi ile GSH’a indirgenir. NADPH’In NADP"’ya yiikseltgenmesi
strasindaki absorbans azalmasinin 340 nm’de tespit edilmesiyle GSH-Px aktivitesi
hesaplanir. Birim zamanda okside olan NADPH’1n mikromol olarak miktarn enzim
tinitesini verir.

Deneylerde; 150 mM rediikte GSH, 8 mM NADPH, 1 M NaNj3, GRd, 50 mM
H,0,, fosfat tamponu (pH = 7, 50 mM), 3.2 M (NH4);SO4 kullamldi. Deneyin

agamalar1 agagidaki tabloda gésterilmistir.

Fosfat tamponu (5 mM, EDTA’l) 2.650 ml
Rediikte GSH 0.100 ml
NADPH 0.100 ml
GRd 0.010 ml
NaN; 0.010 ml
Numune 0.020 ml

Vortekslenerek 30 dk inkiibe edildi.

H0, 0.100 ml

Spektrofotometrede 340 nm’de numunelerin absorbans degerleri 5 dk
boyunca 15 saniyede bir kaydedildi. Diizenli olarak absorbans azalmasi goriilen

araligmin 1 dk’lik siiresi esas alinarak hesap yapildi.
Aktivite hesabr; TU/L = [(AA/t) / 6.22 x 10] x (1 /0.02)

Spesifik aktivite IU/gr protein = (IU/1) / (1000xW). Sonuglar U/g protein
olarak hesaplandi. GSH-Px aktivitesi Paglia ve ark. tarif etmis olduklari metoda gore
calisildi (86).

32



3.8.5. Akciger dokusu malondialdehit (MDA) seviyesi dl¢iimii

TBA ile 95 °C'de reaksiyona giren MDA, pembe renkli bir goriintim
olusturur. Olusan rengin giddeti ortamdaki MDA miktann ile orantili olarak
artmaktadir. Ortamdaki n-butanola gececek sekilde ekstrakt olusturulan MDA
floresans spektrofotometrede eksitasyon 525 nm, emisyon 547 nm dalga boylarinda
Olgtildii. MDA standart grafigi kullamlarak, numunelerin MDA miktarlar tespit
edildi.

Deneylerde; 29 mmol/l TBA ¢ozeltisi (pH= 2.8), 6 M HCI ve n-Butanol
kullanild1. Deneyin agamalar asagidaki tabloda gésterilmistir.

Numune | Numune Standart Standart

Korii Koérii
Deiyonize su 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml
Plazma 50 ul 50 pl - -
Standart - - 50 ul 50 pl
TBA soliisyonu 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml

karigtirilda.

1 saat inkiibasyon 96 °C 25°C 96 °C 25°C

Inkiibasyon bitince buz banyosuna sokuldu ve asagidaki kimyasallar eklendi.

HCI

25pl

25ul

25ul

25ul

n-Butanol

3.5ml

3.5ml

3.5ml

3.5ml

Kangtinlip 1500 x g'de 10 dk santrifiij yapildi. Ustteki butanol fazi alinarak
floresanspektrofotometre ile okundu (Eksitasyon: 525 nm, emisyon: 547 nm).
Deneyin standart grafigi, 2 adet MDA molekiiliiniin birlesmesinden olusan 1,1,3,3-
tetrametoksipropan ile ¢aligilarak yapildi. Farkhi konsantrasyonlarda hazirlanan
standartlar, numunelerle aym sartlarda ¢aligildi ve floresanspektrofotometrede
okunmalarmdan elde edilen degerler ile standart grafigi ¢izildi. Bu grafik
kullanilarak olugturulan egim sabiti elde edilen numune degerlerine tatbik edilerek
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MDA miktari, yas gram doku bagina nanomol olarak hesaplandi. Bu deneyler
Wasowicz ve arkadaslarinin tarif ettigi metoda gére galisildi (87).

3.8.6. Akciger dokusu myeloperoksidaz (MPO) aktivite tespiti

Myeloperoksidaz (Myeloperoxidase, MPO; EC 1.11.1.7) enziminin aktivite
tespit deneyleri MPO aracili H,O, ile yapilan oksidasyon igin substrat olarak
4-aminoantipyrine (4-AAP)/phenol solusyonu kullanilarak yapildi.

Deney islemlerinde; 25mM 4-AAP, %2 phenol, %0.5°lik hexadecyltrimethyl
ammonium bromid (HDTMAB), 1.7 mM H,0; kullanildi.

%0.5’lik HDTMAB ile homojenize edilen dokular 3220 rpm/45 dakika
+4°C’de santrifije edildi. Ustte kalan ekstrakt siipernatanti alinarak kullamldi.

Deneyin agamalan agagidaki tabloda gosterilmistir.

Numune
4-AAP-%2 phenol 1.3 ml
H,0, 1.5 ml
Ekstrakt stipernatanti 0.2 ml

510 nm’de 5 dakika boyunca absorbans artig1 tespit edildi ve lineer aktivite
artiginin gozlendigi absorbans degerleri alinarak hesap islemleri yapildi (88).

Hesap islemleri; U/l = [A OD /A t (dakika)] x (3/0.2)] x F formiiliiyle yapildi.

1 enzim Unitesi; 25 °C’de 1 dakikada 1pumol H,O,’yi harcayan enzim olarak

gosterildi. Sonuglar mU/g protein olarak verildi.
3.9. istatistiksel analizler 7

Istatistikler Windows 95-98 uyumlu SPSS® 7.5 ile yapildi. Gruplarm
dagilimina Non-parametrik testlerden one-sample Kolmogorov-Smirnov Test ile
bakildi. D6t Grupta da yer alan tiim sonuglar normal dagilim gosterdiginden
parametrik testlerden one-way ANOVA testi uygulandi, Post Hoc testlerden LSD
(Least significant difference) ile gruplar arasi anlamlilik incelendi. Gruplar normal
dagilim gosterdiginden korelasyon analizi igin Bivariate korelasyon testlerinden
Pearson Korelasyon testi kullamldi ve two-tailed significanta bakildi. Istatistiksel
anlamlilik i¢in p<0.05 olan degerler anlamh olarak kabul edildi. Degerler ortalama +
standart hata olarak verildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda sigan akcigerinde fibrozis olusturmak iizere i.t. BLM uygulandi.
BLM’nin i.t. 7.5 ii/kg tek doz uygulandifinda akcigerde yaygin fibrozis olusturdugu

bilinmektedir. Bunun géstergeside akciger dokusu hidroksiprolin seviyeleridir. Akcigerin

oksidan/antioksidan durumunun gostergesi olarak da siiperoksit dismutaz, glutatyon

peroksidaz aktiviteleri, lipit peroksidasyonunun gostergesi olarak malondialdehit seviyeleri

ve nétrofil gogiiniin gdstergesi olarak da myeloperoksidaz aktiviteleri olgiildii. Bulgular

tablo 1 de verilmigtir.

Tablo 1: Gruplarda akciger dokusunda hidroksiprolin, enzim ve malondialdehit

sonuglari
OH-P SOD GSH-Px MDA MPO ]
Gruplar mg/g kuru doku | U/mg protein | U/g protein | nmol/g yas doku | mU/g protein
+SEM +SEM + SEM + SEM + SEM
I |Kontrol 13.274 + 0.464 0.237+0,014 | 6.161 +0.309 456.0 £ 19.3 54.82+5.19
II |BLM 22.688 + 0.525 0.179+£0.007 | 2.711 +£0.202 766.3 +29.6 96.22 + 6.23
III {BLMH+E vit 17.776 £ 0.473 0.185+0.010 | 3.567+0.284 5853 +34.8 92.27+9.94
IV |BLM+Erd 10.160 + 0.420 0.191+£0.009 | 4.501+0.184 4662+ 19.8 55.15+3.49
P degeri
I-1X 0.0001 0.0001 0.001 0.0001 0.0001
I-I11 0.0001 0.001 0.001 0.002 0.0001
-1V 0.0001 0.003 0.001 AD AD
II-111 0.0001 AD 0.019 0;9001 AD
II-1v 0.0001 AD 0.0001 0.0001 0.0001
ni-1v 0.0001 AD 0.009 0.003 0.0001

(AD: anlamh degil, BLM: bleomisin, E vit: E vitamini, Erd: erdostein, OH-P: hidroksiprolin, SOD:
stiperoksit dismutaz, GSH-Px: glutatyon peroksidaz, MDA: malondialdehit, MPO: myeloperoksidaz, SEM:

standart hata)

Tabloda verilen bulgular anlama ve degerlendirmeyi kolaylastirmak amaciyla

caligilan herbir parametre igin ayr bir grafik hazirlamp asagida gosterilmistir.
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4.1. Akciger dokusu hidroksiprolin miktarlan

OH-P seviyeleri sekil 1°de gdsterilmigtir. OH-P seviyesi BLM grubunda
kontrol grubuna gore artmig ve bu artis istatistiki olarak anlamh bulundu (p<0.0001).
E vit grubunda BLM grubundaki kadar yitksek artiy sozkonusu degilse de diger iig
gruba goére anlamh sekilde farkli bulundu (p<0.0001). Erdostein grubunda ise BLM
grubu ile kargilagtirldiginda anlaml sekilde azalmig (p<0.0001), kontrol grubu ile
kargilastinildiginda kontrol seviyesininde altinda oldugu i¢in anlamh sekilde diisiik
bulundu (p<0.0001). E vit grubu ile erdostein grubu karsilastinldiginda ise erdostein
grubu anlamh sekilde diigiik bulundu (p<0.0001).

mg/g kuru

doku
25 *$&

* ¥ &

20 .

15
+#$
10

T 1 i
Kontrol Bleomisin Bleomisin Bleomisin
+E Vit +Erdostein

Sekil 1: Kontrol, BLM, E vit ve erdostein gruplarinda OH-P seviyeleri.
(Not: Hata gubuklar1 SEM degerlerini yansitmaktadir.)

* p<0.05 Kontrol grubuna gore

# p<0.05 BLM grubuna gére

$ p<0.05 BLM + E Vit grubuna gore

& p<0.05 BLM + Erdostein grubuna gére
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4.2, Akciger dokusu SOD aktiviteleri

SOD aktiviteleri gekil 2°de gésterilmistir. SOD aktivitesi BLM grubunda
kontrol grubuna gore anlamli sekilde (p<0.0001) azalmistir. E vit ve erdostein ise
azalan bu aktiviteyi bir miktar arttirmigtir ancak bu artiy kontrol grubu ile
kargilagtinldiginda anlamli bulunmamigtir. BLM, E vit ve erdostein gruplarimin
ticiindeki aktiviteler de kontrole gére anlamh gekilde azalmig olarak bulundu (siras1
ile p<0.0001, p<0.001 ve p<0.003). BLM, E vit ve erdostein gruplarindaki siganlarda
SOD aktivitesi kendi aralarinda kargilagtinldiginda aralarinda anlamli bir fark

bulunmad;.

U/mg
protein
0,30 -

#$&

0,25 -
0,20 -
0,15 4
0,10

0,05 |

0,00 -

Kontrol Bleomisin Bleomisin Bleomisin
+E Vit +Erdostein

Sekil 2: Kontrol, BLM, E vit ve erdostein gruplarinda SOD aktiviteleri.

* p<0.05 Kontrol grubuna gore

# p<0.05 BLM grubuna gére

$ p<0.05 BLM + E Vit grubuna gére

& p<0.05 BLM + Erdostein grubuna gére
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4.3. Akciger dokusu GSH-Px aktiviteleri

GSH-Px aktiviteleri sekil 3’de gosterilmigtir. Biitiin gruplarda GSH-Px
aktiviteleri kontrol grubu ile karsilagtinldiginda anlamh sekilde azalmis olarak
bulundu (her 3 grup igin p<0.001). Enzim seviyesinde azalma en fazla BLM
grubunda goriilmiigtiir. Diger gruplar karsilastirildiginda E vit BLM grubundaki bu
azalmayi anlamli olacak gekilde yiikseltmis (p<0.019) ancak kontrol seviyesinden
uzak kalmistir. Erdostein ise bu azalmay kontrol grubu seviyesine ¢gikarmasa da E
vit’den daha fazla olarak oldukga etkili bir sekilde yiikseltmigtir (p<0.0001). E vit ile
erdostein karsilastinldiginda aralarinda anlamli olacak sekilde (p<0.009) fark

bulundu.
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Sekil 3: Kontrol, BLM, E vit ve erdostein gruplarinda GSH-Px aktiviteleri.

* p<0.05 Kontrol grubuna gore

# p<0.05 BLM grubuna gore

$ p<0.05 BLM + E Vit grubuna gore

& p<0.05 BLM + Erdostein grubuna gore
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4.4. Akciger dokusu MDA miktarlan

MDA seviyeleri sekil 4’de gosterilmigti. BLM grubu MDA miktarlan
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli ve oldukga yiiksek
bulunmugtur (p<0.0001). BLM ile E vit grubu kargilagtirlldiginda BLM grubundaki
artist E vit’in istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azalttig1 (p<0.0001) bulundu.
MDA degerleri kontrol grubuna yaklasmig olmasina ragmen istatistiksel olarak
anlaml olacak sekilde hala yiiksek oldugu bulundu (p<0.002). Erdostein ile BLM
gruplan kargilastirildiginda ise MDA seviyeleri anlamli sekilde azalmig olarak
bulundu (p<0.0001). Erdostein ile kontrol grubu kargilastinldiginda ise aralarinda
anlaml bir fark bulunmadi. E vit ile erdostein grubu karsilagtinldiginda, E vit grubu
MDA seviyeleri erdostein grubundan anlaml olacak sekilde yiiksek bulundu
(p<0.003).
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Sekil 4: Kontrol, BLM, E vit ve erdostein gruplarinda MDA miktarlari.

* p<0.05 Kontrol grubuna gore

# p<0.05 BLM grubuna gére

$ p<0.05 BLM + E Vit grubuna gore

& p<0.05 BLM + Erdostein grubuna gére
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4.5. Akciger dokusu MPO aktiviteleri

MPO aktivite sonuglart Sekil 5°de gosterilmigtir. BLM grubu kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlaml bir sekilde MPO seviyelerinin
yaklagik 2 kat arttig1 bulundu (p<0.0001). BLM ile E vit grubu karsilastinldiginda
MPO miktarlar1 arasinda anlamli bir fark yoktu ve iki grup hemen hemen aym
degerlere sahipti. E vit ile kontrol grubu karsilagtinldiginda oldukg¢a yiiksekti ve
anlamli bir gekilde fark vardi (p<0.0001). Erdostein grubu BLM ile
kargilagtirildiginda MPO seviyelerinde anlamli bir azalma (p<0.0001) bulunup, bu
seviyeler kontrol grubu ile kargilagtirildiginda hemen hemen ayni olup aralarinda
anlaml bir fark yoktu. E vit ile erdostein grubu kargilagtirildiginda erdostein grubu
anlamh gekilde diisiik seviyelerde MPO degerlerine sahipti (p<0.0001).
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Sekil 5: Kontrol, BLM, E vit ve erdostein gruplarinda MPO aktiviteleri.

* p<0.05 Kontrol grubuna gore

# p<0.05 Bleomisin grubuna goére

$ p<0.05 Bleomisin + E Vit grubuna gore

& p<0.05 Bleomisin + Erdostein grubuna gore
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Yapilan korelasyon analizleri sonucunda, Grup 2’de MDA ile OH-P arasinda
negatif bir korelasyon bulunmugtur (r = -0.705, p = 0.034). Grup 3’de, MPO ile SOD
ve MPO ile OH-P arasinda negatif bir korelasyon gézlenmistir (swrastyla r = -0.728,
p = 0.026; r = -0.700, p = 0.036). SOD ile GSH-Px ve MDA ile OH-P arasinda ise
pozitif bir korelasyon bulunmugtur (sirasiyla r = 0.766, p = 0.016; r = 0.682,
p=0.043). Grup 4’de MDA ile GSH-Px arasinda pozitif bir korelasyon gézlenmisgtir
(r=0.722, p=0.028).
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5. TARTISMA

Bu deneysel calismada BLM ile basarihi bir sekilde akciger fibrozisi
olusturuldu. BLM’nin dozu, fibrozis olusturma siiresi ve sekli deney oncesinde 6n
¢aligmalar yapilarak optimize edildi. BLM uygulanan siganlar 14. giiniin sonunda
anestezi altinda ag1ldiginda makroskopik olarak fibrozisin olugtugu gozlendi. Kontrol
grubu ve BLM uygulanan gruplardaki doku hidroksiprolin degerleri fibrozisi tam
olarak destekledi. E vit doku OH-P diizeyini BLM grubu degerlerine gore diiglirmiis
ancak bu diigtirme erdostein grubu kadar bariz bulunmamustir. Erdostein ise doku
OH-P diizeyini anlamli olarak diigiirmiis, hemen hemen kontrol grubu ile aym
diizeylerde tespit edilmigtir.

Antioksidan enzimler olan SOD ve GSH-Px birbirinden farkli sekilde
etkilenmigtir. SOD aktivitesi hi¢bir deney grubunda digerlerinden anlamli olacak
sekilde farkli bulunmamustir. GSH-Px aktivitesi BLM grubunda kontrole gére
anlamli derecede azalmig, E vit ve erdostein gruplarinda ise kontrol grubu
degerlerine ulagmasa da BLM grubuna gére artmugtr.

Doku diizeyinde yapilan analizlerde OH-P seviyesinden sonra en géze garpici
bulgular MDA diizeylerinde elde edilmigti. BLM uygulanmas: ile doku MDA
diizeyi yaklagik olarak 1.7 kat artmugtir. Bu anlamli artiy BLM’nin oksitatif stresi
onemli dlglide artirdiginin bir gostergesi olabilir. E vit ve erdostein BLM ile birlikte
uygulandiginda MDA diizeyleri kontrol diizeyine yaklagacak gekilde gerilemistir.
Ancak bunlardan erdosteinin etkisi daha dikkat gekici olarak bulundu.

Akciger dokusuna PMNL gég¢iiniin 6nemli bir gostergesi olan MPO aktivitesi
yaklagik iki kat artmigtir. BLM ile birlikte E vit uygulanmasi1 MPO diizeyinde
herhangi bir degisiklide sebep olmamugtir. Halbuki erdostein uygwlanmasi MPO
diizeyini kontrol degerlerine kadar geriletmistir. Bu sonuglardan hareketle E vit’in
kismen, erdosteinin ise baskin derecede BLM ile olugturulan fibrozisi
yavaglatabilecegi veya en azindan fibrozisin alt yapisim olugturan birbirinden farkli
mekanizmalar1 dokunun lehine olacak gekilde degistirebilecegi sSylenebilir.

Akciger fibrozisi akciger parankiminde kollajen proteinin aginn bir sekilde
artmas: ve akcigerin normal fonksiyonlarinin kisitlanmasi olarak tarif edilmektedir.
Bugiine kadar yapilan aragtirmalarda inflamasyon bu patolojik gidisin énemli bir
sebebi olarak gdsterilmistir (89). Sonugta total akciger kapasitesi, maksimum hava

alip genigleme kapasitesi ve oksijenlenme bagarisi azalir. Bu tip hastalarda goriilen
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ilk belirtiler hipoksi nedeniyle ortaya ¢ikan agir1 solunum yapma istegidir
(hiperkapni).

Hastalarda ve deney hayvanlarinda olugturulan fibrozis modellerinde yapilan
histolojik ve morfolojik ¢aligmalar, fibrozisin alveol membranlarinin kalinlagmasiyla
bagladigim ve ardindan koagiilasyon kaskatinin devreye girerek olay: ilerlettigini
gostermistir (90). Ardindan meydana gelen alveol i¢i anormal bir stvinin birikmesini
takiben PMNL’lerin olay yerine gégii s6z konusu olur. Bu son durum inflamasyonun
baglamasi anlamina gelir ki, interstisyumun etkilenmesi ile fibrozis gelisméye baglar.
Burada aktive olan 6nemli bagka bir mekanizma ise myofibroblastlarin epitel bazal
memranindaki araliklardan gecerek luminal yiizeye ulagmasi ve burada prolifere
olmasidir. Biitin bu ardigik olarak gelisen patolojik siiregler; yani hasar,
koagiilasyon, inflamasyon ve fibrozis, temel olarak akut akciger yaralanmalarinda
gozlenen degisimlerdir. Ancak burada gelisen olaylar akcigeri tamir yoniinde
geligtigi i¢in sonugta herhangi bir solunum kaybi ve akciger patolojisi
gelismemektedir. Silikoz ve asbestozda oldugu gibi subakut ve kronik akciger
hastaliklarinda ise olay tamir olarak algilanmaz. Akciger her ne kadar savunma
amactyla igerdigi sistemleri harekete gegirse de sonugta geriye doniilmez sekellerin
olustugu fibrozis meydana gelir (91).

Doku ve organ seviyesinde gelisen bu fibrozisin en ince detaylan bile
¢aligilmig olup siirecin biitiin safhalar1 hemen hemen aydinlatilmistir. Ancak hiicresel
seviyede fibrozisi tetikleyen ve ilerlemesine katkida bulunan mekanizmalar tam
anlamiyla ve kesin olarak ortaya konulmamistir. En ¢ok tizerinde durulan kimyasal
mekanizmalar, ROS ve aktive olmug proteazlardir. Mitokondrilerde gergeklesen
elektron transport zincirinin iki noktasinda elektron akis1 sirasinda elgktronlarn bir
sonraki transport elemanina degil de kagak olarak molekiiler oksijene aktarilmasi
sonucu siiperoksit radikalleri olusur. Normal kogullarda bunun bir 6nemi yoktur.
Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemler stresi uzaklagtirarak ortami
denge halinde tutmaktadirlar.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda BLM’nin esas olarak hangi ana ve/veya
yan yollar1 kullanarak fibrozis olusturdugu tizerinde durulmustur. Koslowski ve ark.
(78) sigan akcigerinde olusturduklari deneysel BLM kaynakh fibrozisde kronik
inflamasyon gézlemlemigler. Akciger dokusunda ve alveol makrofajlarinda katepsin

L, B, H ve S diizeylerinin siddetle yiikseldigini bulmuglardir. Akut inflamasyon
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periyodunda akcifer dokusu metalloelastaz aktivitesinde on kat bir artig tespit
etmislerdir. Yapilan bazi aragtirmalarda silikon tozu (92) ve radyasyon (93)
maruziyetinde BLM benzeri yollarla fibrozis olugtugu tespit edilmigtir. Fibroblastlar
ve diiz kas hiicreleri oldukga yiiksek oranda jelatinaz aktivitesi icermekte olup (94)
fibrozisin 6nemli bir bulgu oldugu sarkoidoz vakalarinda alveol makrofajlarinda bu
enzim tespit edilmigtir (95). Notrofil elastazi pulmoner fibrozisli hastalarda dnemli
rol oynamaktadir (96). Elastaz aktivitesinin in vivo olarak inhibe edilmesi ise biiyiik
Olgiide hastalifin geligimini geciktirmektedir (97). Gen delesyonu ile nétrofil elastaz
aktivitesinden yoksun hale getirilmig farelerde yapilan bir aragtirmada BLM kaynakli
bir fibrozisin gelismedigi ve deney hayvanlarinin bu yolla olusan fibrozise direngli
oldugu gézlemlenmistir (98,99).

Protein C metabolik yolu koagiilasyon sisteminde &nemli regiilatdr olarak
gorev yapmaktadir. Bu zimojen antikoagiilan molekiil endotel hiicreleri, monositler
ve trombositlerin fosfolipit yiizeyinde bulunan trombomodulin-trombin kompleksi ile
aktive protein C’ye ¢evrilir (100). Aktive protein C koagiilasyon faktérlerinden
faktor V(a) ve VIII(a)’mn proteolitik inaktivasyonunu katalizleyerek antikoagiilan
aktivite gosterir. Baz1 aragtirmalarda aktive protein C’nin TNF-a gibi sitokinlerin
ekspresyonunu modiile ederek ve notrofil aktivasyonunu bloke ederek inflamatuar
cevapta rol oynadifi gosterilmistir (101). Son olarak yapilan bir ¢alismada aktive
protein C’nin i.t. olarak uygulanmasimin BLM kaynakl akciger fibrozisini inhibe
ettigi gosterilmigtir (102).

ROS’un akciger hasan ve fibrozisinde rol oynadigi en iyi silikon tozlan ile
yapilmig ¢aligmalarda ortaya konmustur. Bu tozlar H,0,, O7, '0,, OH gibi ROS
tirtinleri olugturarak akciger hasarina sebep olmaktadir (103). Yine bupunla baglantila
olarak silikon partikiillerinin lipit peroksidasyonu olugturdugu hem iz vitro hem de in
vivo olarak gosterilmigtir (104). Diger taraftan silikon partikiillerinin serbest radikal
reaksiyonlar1 yoluyla oldugu tahmin edilen bir mekanizma ile DNA ¢ift zincir
kirlmalari, deoksiguanozin hidroksilasyonu ve timin glikol formasyonuna sebep
oldugu gosterilmistir (105). Silikonun bu etkileri biiyilk oranda serbest radikal
iiretimi ile ¢ok yakin iligkisi bulunan NF-kB (niikleer trankripsiyon faktér B)
lizerinde gerceklesmektedir. Silikonun fare makrofaj hiicre kiiltiirii olan RAW 264.7
hiicrelerinde NF-kB’ yi aktive ettigi gosterilmistir (106). NF-kB indiiksiyonundan

sonra bir seri reaksiyonla inflamasyonda 6nemli rol oynayan bazi interlokinler aktive
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olmaktadir. Ayrica prostaglandin E, sentezinde gérev alan siklooksijenaz II enzimi
aktive olarak membran seviyesinde daha fazla serbest radikal iiretilmektedir (107).

Siganlarda olugturdugumuz bu fibrozis modelinde, erdosteinin akcigerleri,
hem makroskopik hem de biyokimyasal parametreler g6z Oniine alindifinda
korudugu gbze garpmaktadir. Erdosteinin hangi mekanizma tizerinden bdyle bir etki
olusturdugu heniiz agik degildir. Caligmamiz fibrozis modeline erdosteinin
etkinligini aragtiran sirh  sayida aragtirmalardan birisi oldugundan temel
mekanizmay izah edici bulgular ¢ok biiyiikk 6nem kazanmaktadir. Bugiline kadar
yapilan arastirmalarda erdosteinin ekspektoran ve mukolitik aktivitelerinden bagka
en 6nemli etkilerinden birinin de nétrofil fonksiyonlan iizerine yaptig1 etkiler oldugu
bildirilmistir. Solunum sistemi bir biitiin olarak degerlendirildiginde akcigerler
internal bir organ olarak gorev yapmakta, hem iist solunum yollartyla gevresel
etkilere hem de yogun damarsal yapisindan dolay1 organizma i¢i endojen etkilere
maruz kalmaktadir (108).

Solunum havasi bakteri, viriis ve polenler gibi birgok biyolojik organizmayz,
fiziksel (iyonize edici ajanlar, lifler, silika/asbestoz ve tozlar) ve kimyasal gevre
kirleticileri (gazlar, NO, NO,, O3 vs.) igermektedir. Bunlarin hepsi ROS iiretimini
direkt veya indirekt olarak artirabilen ajanlardir. Akcigerler hem humoral hem de
hiicresel birgok koruma sistemine sahiptir. Ornegin akcigerlerin alveoler makrofajlari
ve damar yapilarindan dokuya difiize olabilen PMNL dokuyu koruma amagh alarak
fagositoz ile birlikte inflamatuar bir cevap baglatabilmektedir. Bu yolla spesifik bir
stimilusla aktive olan PMNL’ler ve makrofajlar oksitatif patlama veya solunum
patlamas1 ad: verilen bir reaksiyonlar zincirini olugturmaktadir. Dolayis: ile ajan
patojen veya kimyasal indiikleyiciden koruma saglanirken bir yanggn da akciger
dokusu zarar gormektedir. Akciger fibrozisi incelendiginde BLM’nin kimyasal bir
indiikleyici gibi davranarak akciger parankimine ve alveolere PMNL gogiinii artirdig
gosterilmistir. Bu agidan PMNL gogtinii dnleyen her tedavi edici ajan fibrozis
geligimini de etkin bir sekilde yavaslatacaktr.

Yapilan bir galigmada her ne kadar klinik bulgular agik olmasa da erdosteinin
met I formunun antiinflamatuar 6zellikler gésterdigi ve bu yoniiyle birgok pulmoner
hastalikta kullammimnin faydali olacag sonucuna vanlmgtir (109). Uzun siireli sigara
igme ahigkanlifimin periferal notrofillerin  zellikle kemotaktik fagositik ve

bakterisidal kapasitesi lizerine olumsuz etki olugturdugu gosterilmistir. Erdosteinin
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tasidig1 -SH grubu nedeniyle antioksidan 6zellik gésterdigi i¢in periferal nétrofillerin
bu fonksiyonlari iizerine regiile edici ve koruyucu etkilerinin olabilecegi diisiiniilmiis
ve yapilan bir aragtirmada (110) sigara igen saglikli bireylerin PMNL’si tizerine
erdosteinin kemotaksisi diizenleyici yonde etki ettifi gOsterilmigtir. Ayrica aym
caligmada sigaranin direkt etkisiyle serbest oksijen radikallerinin baz1 biyolojik
yapilar {izerine olan toksik etkilerinin erdosteinin —SH gruplarindan kaynaklanan
antioksidan etki ile azaldiyi bulunmugtur. Sigaramin bu yan etkileri Uzerine
antioksidan karakterli maddelerin koruyucu etkisi yapilan birgok aragtirma ile
gosterilmistir. Bunlar daha ¢ok reaktif serbest —~SH gruplan tasiyan antioksidan
karakterli maddelerdir (111,112). Erdostein ile bu maddelerin en biiyiik benzerligi
—SH gruplan igermesidir. Bu ¢alismay1 daha 6nceden yapilmis bircok ¢alisma
desteklemektedir (113,114).

Aktive olmus akciger nétrofillerinden salgilanan ve sigaramin direkt etkisi ile
olusan ROS’un AAT’yi inaktive ettigi bilinmektedir (115). Bunun yaninda AAT’nin
EIK’daki azalma iizerine metionin bakiyelerinin oksidasyonunun sebep oldugu
(116), geri déniisiim icinde (EIK de artma) koruyucu veya tamir edici enzim ve
kimyasal ajanlarin gerekli oldugu bilinmektedir (117). Bu verilerden hareketle
akcigerleri serbest radikal kaynakli hasardan korumak igin doku antioksidan
seviyesinin Onemli oldugu sonucuna varilabilir. Bu amagla yapilan bir in vitro
caligmada insan AAT’si iizerine erdosteinin koruyucu etkisi arastirilmg ve sonug
olarak sigaradan kaynaklanan oksidatif akciger hasarmn 6nlenmesinde kulaniminin
faydal olacag: bulunmustur (53). Aragtiricilar bunu erdosteinin bir elektron donérii
gibi davranarak indirgeyici 6zellik gostermesine veya direkt olarak peroksinitritlerle
reaksiyona girerek gosterdigi antioksidan etkisine baglarmslardllr, Olusturulan
peroksinitritlerin insan al-proteinaz inhibitorlerinin antielastaz aktivitesini inaktive
ettigi ileri siiriilen iddialar arasindadir (118).

Erdosteinin PMNL kaynakli ROS tizerine inhibe edici veya slipiiriicii
etkisinin ortaya konabilecegi en giizel galigma modeli in vitro kosullarda bu
hiicrelerin indiiklenerek erdosteinin etkisini aragtirmaktir. Nitekim bazi aragtiricilar
erdostein ve bunun aktif metaboliti olan Met I’in forbol miristat asetat (PMA) ile
indiiklenmis insan nétrofilleri, sigan nétrofilleri ve Guinea pig eozinofillerinin
tirettii liminal bagimh kemiliiminesan (LDCL) tizerine etkisini gostermek igin in

vitro bir ¢alisma planlamiglardir (80). Buna gére PMA indiiksiyonu bagan ile
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olusturulmus ve sigan nétrofilleri esas alindifinda erdosteinin deney sistemine
indiiksiyondan 10 dakika once ilave edilmesi ile LDCL’nin 6nemli sekilde inhibe
oldugu, aym etkinin Met I i¢in de gegerli oldugu goriilmiistiir. Guinea pig periton
eozinofillerinde de benzer sekilde ¢ok anlamli LDCL inhibisyonu gézlenirken, insan
nétrofillerinde hafif ve 6nemli olmayan bir azalma tespit edilmigtir. Bununla beraber
insan nétrofillerinde Met I’in LDCL lizerine 6nemli inhibe edici etkisi oldugu
bulunmustur. Aragtiricilar Met I’in direkt siipiiriicii bir etkisinin olup olmadigim
ortaya koymak i¢in deney ortamma PMA’dan 10 dakika once degil de PMA
ilavesinden sonra eklemisler, LDCL’de istatistiksel olarak anlamli azalma tespit
etmislerdir. Bu azalma GSH’1n olusturdugu azalmayla hemen hemen aymdir.

Akcigerler ile ilgili problemlerin bir ¢ogundan esas sorumlu olarak
nétrofiller tutulmaktadir. Sigara igiminden sonra akcigerin hem alveollerinde hemde
parankiminde gelisen akut inflamatuar reaksiyon, arkadan gelen patolojilerin onctisii
olarak kabul edilmektedir (119). Yapilan ¢alismalar sigara igicilerin lokositozise
sahip oldugunu ortaya koymustur (120). Diger taraftan sigarayla baglantili olarak
gelisen amfizemin altinda yatan asil sebebin PMNL’lerin akciger dokusuna ve
alveollere gocii oldugu iddia edilmistir. Akcigerlerdeki proteaz-antiproteaz
dengesinin bozulmasi ve proteolitik atafin baglamas: ile amfizem gelismektedir
(121).

Sigaranmin proteaz-antiproteaz dengesine PMNL yolu ile etki ederek amfizem
olusturmasi, ameliyat olarak akcigerinin bir lobu veya bir kismu ¢ikarilan sigara
icicilerde detayiyla agiga kavusturulmustur (122). Bu akciger dokusu &rneklerinde
PMNL sayis1 sigara igmeyenler veya birakanlara gére oldukga yiiksek bulunmusgtur.

Akcigerlerin mukosiliyer aktivitesi sigara i¢imi, siilfiirdioksit,. stilfurik asit,
formaldehit ve metallerden etkilenebilmektedir (123). Bunlarn diginda HCI ve
H,SO4’e direkt maruziyetin mukosiliyer transportu inhibe ettigi gosterilmistir (124).
Son olarak Hosoe ve ark. yaptiklan ¢alismada erdosteinin siganlarda mukosiliyer
aktiviteyi ve temizlenmeyi artirdidi, bronkoalveoler lavaj sivisinda nétrofillerin
sayisint azalttift ve bu yolla inflamasyonun azalmasina katkida bulundugu tespit
edilmistir. Ayrica erdostein; lipopolisakkarit verilerek notrofil aktivasyonu saglanmig
siganlarda bronkoalveoler stvinin voliimiinii kontrol seviyesine getirmistir. Bu sonug
erdosteinin bronkokonstriiksiyonu baskiladifi anlamimna gelmektedir. Erdostein bir

bronkodilatér olmadig1 igin bu etkisinin indirekt bazi diger faktorlere bagh
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olabilecegi diigliniilmiigtiir (81). Sonugta bu etkinin yukarida bahsi gegen konularda
da agiklandif1 gibi erdosteinin antiinflamatuar ve antioksidan etkilerine bagli oldugu
ileri stirtilmiistiir. Alveoler makrofajlardan, alveollere ve parankime invaze olan
inflamatuar hiicrelerden sentezlenen oksijen radikalleri diiz kas konstriiksiyonunu
artirmakta ve vaskiiler permeabiliteyi yiikseltmektedir (125). Diger taraftan HyO,
aragidonik asidin salimmim ve bronkokonstriikksiyonu indiiklemektedir (126).
Erdosteinin antioksidan (127) ve radikal siipiiriicii etkileri géz oniine alindiginda
bronkokonstritksiyonu nasil engelledigi ve hangi sebeple olursa olsun meydana
gelebilecek obstritksiyonu ortadan nasil kaldirdigi daha iyi anlagilmaktadir. BLM
kaynakli fibrozisin geligiminde dnemli mekanizmalardan birinin de iretilen agiri
serbest radikaller oldugu daha 6nceki boliimlerde bahsedilmigti. Fibrozis gelismeden
hemen onceki olaylar zincirinde de zaten bronkokonstriikksiyon ve alveol i¢i sivi
viskozitesinin artmasi mevcuttur. Calismamizda erdosteinin fibrozis olusumunu
geciktirmesi veya engellemesinde, indirekt yoldan olusturdugu bronkodilatasyon ve
kan akimim normalize etmesinin etkili olabilecegi akla gelmektedir. Diger taraftan
aynt caligmada arastiricilar lipopolisakkarit verilen siganlarda albiimin sizintist,
mukopolisakkarit hipersekresyonu ve inflamatuar hiicrelerin denaturasyonu etkilerini
gozlemlediler. Erdostein muhtemelen mukopolisakkarit hipersekresyonu ve albiimin
s1zintis iizerine etki etmeyip direkt olarak antiinflamatuar etki ile patolojiyi diizeltici
yonde etki gostermistir.

ROS’un birgok akcier hastalifi patofizyolojisinde onemli fonksiyonlar
tistlendigi konusunda siirekli yeni deliller bulunmaktadir (42). Cevresel toksinlere
maruz kalma sonucunda gelisen karakteristik akciger hastaliklan olan RDS, astim,
hava yolu hiperaktivitesi ve akciger fibrozisi antioksidan tedavi il}c;, bir dereceye
kadar Oniine gegilebilen hastaliklardir (128,129). Idiyopatik pulmoner fibrozis gibi
fibrotik akciger bozukluklarinda hastaligin gelisim asamalarinda ROS’un 6nemli
derecede fonksiyonu oldugu iddia edilmektedir (130). Bu hastalikta karakteristik
olarak alveoler makrofajlarda ve nétrofillerde artma, parankim hiicre hasan ve alveol
duvanmnn fibrozisi gézlenmigtir. BLM toksisitesi aym yolla kendisini gostermekte,
oksijen radikali olusumu artarak akciger fibrozisi olusmaktadir. Artan oksijen
konsantrasyonlarinda toksisitenin daha da arttifn gozlenmistir. Bunun diginda
BLM’nin demir gibi bazi elementlerle kompleksler olugturdugu goriilmiistiir (131).
Akcigerde tip II ve daha az olasilikla tip I epitel hiicreleri diisiik BLM hidrolaz
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aktivitesi gostermekte veya bu enzim hi¢ bulunmamaktadir (132). Akcigerlerin
neden BLM’ye bu kadar hassas oldugunu izah eden bir bulgu da hidrolaz
aktivitesinin diisik olmasidir. Akcigerlerle ilgili yapilan I/R galigmalarinda
reperflizyon agamasinda 6dem, vazokonstritksiyon ve 18kosit infiltrasyonu
gozlemlenmistir. Bu olaylar kismen aragidonik asit metabolitleri ile
olugturulmaktadir. Bunun delili ise siklooksijenaz inhibitorlerinin reperfiizyon
hasarim minimuma indirmesidir (133). SOD, CAT, dimetil tiyoiire, N-asetil sistein
ve allopiirinoliin koruyucu etkisi gésterilmistir. Fakat hicbiri miikemmel koruma
gostermemektedir (134). Yapilan bazi in vivo ve izole perfiize akciger calismalarda
IR hasart icin nétrofillerin mutlaka gerekli olmadigi ortaya konulmugtur (135).
Buradan anlagilmaktadir ki notrofiller hasan olusturan degil hasarin olusumuna
katkida bulunan hiicrelerdir. BLM kaynakh fibrozisin olusum mekanizmasi bazi
yonlerden I/R hasarina benzemektedir. Bu agidan gerek IR patofizyolojisinin
agtklanmasi gerekse tedavi yaklasimlari aym zamanda kismen BLM toksisitesi igin
de gegerlidir. SOD, CAT gibi antioksidan enzimlerin infiizyon seklinde sistemik
olarak veya direkt olarak akciger damarlarma BLM ile birlikte verilmesi hem yeni
bir tedavi anlayigmn olusturulmasinda hemde bu enzimlerin  endojen
fonksiyonlarinin agiga kavusturulmasinda 6nemli katkida bulunacagindan ileride bu
tip galigmalarin yapilmasi yol gosterici olacaktir,

Kollajenin yapisinda yaklagik %30 oramnda OH-P  bulunmaktadir.
Yapisindaki amino asitleri formiillize etmek gerekirse OH-P-X-Y seklinde
gosterilebilir. Ekstraselliiler matrikste kollajen yapimimn artmasi ile OH-P seviyesi
artar. Kollajen agisindan amino asitler ayn bir 6zellik gostermektedir. Alveoller arast
septumda lokalize olan kollajen, elastin ile olduk¢a esnek bir yap kazanan
alveollerin fazlaca gerilmesini onleyerek saglam kalmasim saglar. BLM ile
olusturulan fibrozis modelimizde &6zellikle doku makrofajlarinin ve invaze olan
PMNL’lerin etkisi ile interalveoler septum bag dokusunda normalde bulunan
fibroblastlar kollajen sentezini arttirir. Boylece baslangigta sadece alveollerin
hareketini siirlayan sertlesme zamanla tamamen dokunun yapistm bozar. Normal
alveoler yap1 tamamen ortadan kalkar.

Vicutta E vit diizeyinin diigik olmasi immiin hiicre membranlarinin
stabilizasyonunun bozulmasi ve prostaglandinler gibi immiin supresér ajanlarin

tiretimini artinir (136). Bir caligmada farelerin diyetine 500 mg/kg oral E vit
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eklenmesi immiin cevabi birkag yonden gelistirmigtir. Fareler uzun siire (6 ay)
antioksidan tedaviye alindiktan sonra Influenza viriisii ile nazal olarak infekte
edildiginde yalmzca E vit ile beslenen farelerde viicut agirligi azaimamig ve akciger
viriis titresinde 6nemli azalma gdriilmiigtiir. E vit’in bu pozitif etkileri viriisiin
temizlenmesinin artmas1 ile gergeklesmekte ancak inflamatuar aracilarin
modiilasyonunda herhangi bir araci rolii iistlenmemektedir. E vit glutatyon ile
kombine edilerek kullamidiginda farelerde tek bagina verildiginde elde edilen immiin
sistemdeki diizelme ortadan kalkmis, buna kargihk karacigerin MDA ve 4
hidroksinonenal diizeyleri azalmistir. Yash insanlarda diyete uzun siireli E vit
suplementasyonu yapildiginda immiin cevap geligmistir (137). Laughton ve ark.
BLM kaynakli fibrozis modeli ile yaptiklan galigmalarda E vit'in BLM kaynaklh
DNA hasarina kars1 koruyucu oldugunu (138) gostermisler ve benzer olarak hamster
da E vit eksikliginin BLM ile olusturulan akciger hasanm hizlandirdigini
gostermislerdir. Kiling ve ark. mekanizmasin tam olarak agiklayamamakla birlikte E
vit verilmesinin subkutan olarak uygulanan BLM’nin fibrotik etkilerini 6nemli
derecede azaltigim1 bulmuslardir. Bundan hareketle de yiiksek dozda E vit
verilmesini BLM tedavisi alan hastalara fibrozisi geciktirme veya engelleme y6niiyle
katkisinin olabilecegini ileri stirmiislerdir (139). E vit'in giinde tek doz 10 mg/kg
uygulanmast OH-P diizeyini kontrol diizeyine ¢ekemese de BLM ile olusturulan
fibrozisi yavaglatacak derecede bir etkinlik gostermistir. Erdosteinin ise OH-P
diizeyini ¢ok etkin bir sekilde azaltmasi nedeniyle BLM’ye bagh fibrozisi
engellemede oldukga etkin fonksiyon gérdiigii agiktr.

Siiperoksit dismutaz biitiin organ ve dokularda oldugu gibi akcigerde de
onemli derecede eksprese edilmekte ve hiicresel savunmada 6nem}L fonksiyonlar
tistlenmektedir. Akciger ve eritrositlerde SOD’un gok dnemli anahtar bir fonksiyonu
vardir. Ciinkii bu iki sistemin hiicreleri oksijene difer organ ve dokularda
oldugundan gok daha fazla maruz kalrlar. Molekiiler oksijene bir elektron ilavesi ile
rahatga sentezlenebilen O, diger radikallerin olugmasina da dnciiltik edeceginden bu
ilk asamada detoksifiye edilmesi énem kazanmaktadir. BLM uygulanan siganlarda
akciger doku SOD aktivitesinin azalmas birkag anlam tastyabilir:

1. Antikanser bir ilag olarak baz1 kanser tiirlerinde oldukga yaygin kullamlan
BLM niikleer DNA’da tek ve ¢ift zincir kinlmalarina sebep olur. Kinlma yaptig

noktalarin belli bir baz dizisine spesifik olup olmadig1 bilinmemektedir. Dolayistyla
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6. ve 21. kromozomlara lokalize olan sirastyla Cu, Zn ve Mn-SOD genleri tesadiifi
olarak biitiinliigiinéi kaybetmis ve SOD ekspresyonu azalmig olabilir. Ancak bunun
ortaya konabilmesi i¢in ilgili genin in vitro kosullarda amplifiye edilerek kirilma
noktalarin gosterilmesi gerekir. Bu sadece SOD proteini igin gegerli bir olay
olmayip diger biitiin proteinlerin genleri aym: sekilde bir etkiye maruz kalabilirler.
GSH-Px aktivitesinde de BLM grubunda benzer azalmanin bulunmasi ayni olasilif
akla getirmektedir.

2. Enzimlerin aktif merkezi genel olarak endojen ve eksojen bazi maddelerin
etkilerine agik olup bazi maddeler bazi enzimleri geri doniisiimli veya geri
doniistimstiz olarak inhibe edebilmektedir. Olusan inhibisyonun kompetitif,
nonkompetetif veya unkompetetif oldugunu anlayabilmek igin in vitro kosullarda bir
seri deneyin yapilmas: gerekir (140). BLM bu sekilde direkt olarak enzim proteinine
etki ederek aktiviteyi azaltmis olabilir.

3. BLM hiicre iginde baz1 sistemleri harekete gegirerek iiglincti molekiillerle
inhibisyonu saglamus olabilir. Yukarida bahsedildigi gibi bunun tam olarak agiga
kavusturulabilmesi, ilgili enzimin ticari preparatimn alinarak in vifro kosullarda
BLM ile inkiibe edilmesi ve aktivitesinin bundan nasil etkilendiginin kaydedilmesi
gerekir.

E vit ve erdostein BLM ile azalmis olan SOD aktivitesine herhangi bir
degistirici etki yapmamustir. Kontrol grubu ile karsilagtinldiginda her iki grupta da
halen SOD aktivitesi istatistiksel olarak anlamli derecede diigiik bulunmustur. Belki
de bu ajanlarin antioksidan karakteri BLM'nin olusturabilecegi biitiin patolojik
etkileri en bastan kontrol altina alarak SOD aktivitesinin cevap olarak artmasin
engellemis olabilir. Ayrica, siiperoksit radikali SOD enziminig, substratidir.
Ortamdaki siiperoksit radikal arti1 erdostein tarafindan engellenmis olabileceginden
buna bagli olarak da SOD aktivitesi artmamus olabilir. Bu durum GSH-Px aktiviteleri
ile ters goziikse de bu enzimin substrati H,O,’dir. H;O;, ise farkhi ve gok gesitli
kaynaklardan koken alabilir.

Bowler ve ark. hemorajinin olusturdugu akciger hasarm engellemek i¢in
akciger dokusuna mahsus olmak iizere ekstraselliiler SOD ekspresyonunu artirmislar
ve hemorajiden sonra gelisen akciger hasarim 6nledigini bulmuslardir (141). Genel
olarak ekstraselliiler SOD’un akciger hasarim1 6nlemesi su mekanizmalar tizerinden

gergeklesmigtir: NF-kB aktivasyonunun azaltilmas1 ve lipit peroksidasyonunun
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azaltilmasi. Bizim modelimizde de BLM’nin SOD iizerine yaptig1 aktiviteyi inhibe
edici etki digsardan uygun yollarla SOD verilerek engellenebilir gibi géziikmektedir.
Bu agidan ileriki ¢aligmalarda aymi modellerde SOD'un siganlara verilmesi bu
konuyu aydinlatacak ve yeni tedavi protokollerinin gelistirilmesine katkida
bulunacaktir.

SOD’un sentezledigi H,O,’yi suya ¢evirmekle gérevli olan GSH-Px aktivitesi
BLM uygulandiginda SOD’a benzer sekilde azalmigtir. SOD igin gegerli olan
yorumlarin bu enzim iginde gegerli olabilecegini diigtiniiyoruz. SOD’dan farkli
olarak E vit ve erdostein GSH-Px akjtivitesini BLM grubu ile karsilastinldiginda
istatistiksel olarak anlamhi derecede artirmigtir. Ancak kontrol diizeyine
getirememistir. Bu agidan bakildiginda erdostein daha etkin gibi goziikmektedir.
Ciinkii E vit ve erdostein gruplar arasinda da GSH-Px aktivitesi bakimindan anlamh
farklilik mevcuttur (p<0.011).

Glutatyon bagimli antioksidan enzim sistemi serbest oksijen radikallerine
kargi hiicresel korumanin saglanmasinda hem patolojik hem de toksikolojik
durumlarda 6nemli bir yer tutmaktadir. Mitokondriler birgok hiicre tipinde hiicresel
GSH miktarimin %10’unu icermektedir. Hiperoksi ve oksidan sistemin arttif
durumlarda mitokondriyal ROS’un artmas: sonucunda bu organellerin etkili bir GSH
redoks siklusuna ihtiyaci vardir. Mitokondriler CAT yoniinden fakir oldugundan
(142) hidroperoksitleri detoksifiye etmek igin GSH-Px’e bagimh durumdadirlar.
Bunun disinda mitokondriler GSH sentez edemediklerinden en 6nemli GSH
kaynaklan okside GSH’in indirgenmesi ve digaridan GSH’mn transfer edilmesidir
(143). Mitokondriyal GSH’mn baskilanmasi ise hiicrelerin oksidan hasara
yatkinliginn artmast ile korele bulunmugtur (144). Shan ve ark. hiicre korunmasinda
mitokondriyal GSH’1n kritik bir role sahip oldugunu ve segici olarak bazi maddelerle
mitokondriyal GSH konsantrasyonunun azaltilmas: sonucunda sigan hepatositlerinde
t-BuOOH (tert butil hidroperoksit) aracili hiicre hasarimn artifim bulmuslardir
(145). Biitin bunlarin 1s13inda  mitokondriyal GSH/GSSG orammin hiicre
korunmasinda ¢ok 6nemli oldugu savunulmusgtur (146).

BLM ile olusturulan akciger fibrozisinde ilk agamada GSH-Px aktivitesinin
azalmasi bu anti kanser ajanin direkt olarak enzim aktivitesini azaltabilecegini veya
indirekt olarak mitokondriyal GSH deplesyonu olusturarak kofaktor eksikligi

{izerinden enzim aktivitesini azaltabilecegini akla getirmektedir. Erdostein ve E vit’in
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enzim aktivitelerini olumlu yonde etkilemesi belki de antioksidan etkileri ile
mitokondri membranim lipit peroksidasyonu ve ardindan gelisecek hasardan koruma
mekanizmasi iizerinden gerceklesmektedir. Calismamizda E vit grubunda SOD ile
GSH-Px enzimleri arasinda pozitif korelasyon (r = 0.766, p = 0.016) bulunmas1 bu
iki antioksidan enzimin oksidatif stresten birlikte etkilendigini ve tedavilerimizden
olumlu yamt alindigimi gostermektedir.

Rahman ve ark. akcigerin antioksidan defansinda GSH’in kritik bir 6éneme
sahip oldugunu ve O&zellikle hava yollarn1 epitelinin oksidan hésardan ve
inflamasyondan korunmasinda esansiyel oldugunu vurgulamglardir (147).
Glutatyonun redoks durumundaki dengesizlikler inflamatuar akciger hastaliklarinda
proinflamatuar genlerin transkripsiyonuna yol agmaktadir (148). Bu agidan N-asetil
sistein gibi sistein tagryan bilesiklerin GSH prekiirsérii gibi davranmasi, dolayisiyla
tedavi edici olarak kullamlmas: 6nerilmistir. Bu bilesik disiilfit baglarim indirgerken
aym zamanda direkt antioksidan olarak da etki géstermektedir (149). Dolayisiyla
erdosteinin GSH-Px aktivitesini indirekt yoldan diizeltmek igin verilmesi mantikli bir
tedavi protokolii olabilir. Ciinkii bu bilesik GSH’n sentezine veya rediiklenmesine
katkida bulunarak GSH-Px aktivitesini artirabilir.

Bazi calismalarda GSH’m aerosol seklinde preparatlart hazirlanarak
inflamatuar akciger hastaliklarinin tedavisine g¢aligilmugtir (150,151). Bu faydah
etkisinin yaninda ozellikle astim hastalarinin okside glutatyon olusumuna baglh
olarak bronkokonstriiksiyon ihtimali bu tedavi sgeklinin uygulanma alamm
kisitlamaktadir (152). Sonug olarak GSH preparatlan veya GSH olusumunu artiracak
her tiirlii preparat BLM kaynakh akciger fibrozisi gibi inflamasyonun énemli rol
oynadid1 akciger hastaliklarimn tedavisine katkida bulunabilir. 7

Malondialdehit doymamus yag asitlerinin oksidatif olarak parcalanmasi, yani
peroksidasyonu sonucu agia gikan bir lipit {iriiniidiir. Bir ortamda yiikseldiginin
tespit edilmesi lipit peroksidasyonu oldugunu gosterir. Hiicre membrani ve organel
membranlarinda akigkanli1 saglayan oldukca fazla miktarda fosfolipit, dolayisiyla
bunun yapisinda yer alan doymamus yag asitleri mevcuttur. Oksidan/antioksidan
dengenin bozulmas: ile detoksifiye edilemeyen ROS ilk hedef olarak membran
lipitlerini okside etmekte ve basta hiicrenin biitiinliigii olmak tizere biitiin hiicresel
fonksiyonlan direkt veya indirekt olarak etkilemektedir. Mitokondrilerde iiretilen
enerjinin (gekirdekli hiicreler i¢in gegerli olmak iizere) yaklasik %70’i membran
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biitiinliigiiniin korunmasi ve transport islemlerinin gergeklestirilmesi igin kullanilir.
Bu gergek membranin 6nemini ortaya koymaktadir.

Calismamizda kontrol grubunda ortalama 456 nanomol/gr yas doku olan
MDA doku diizeyinin BLM uygulamasi ile 766 nanomol/gr yas doku diizeyine
yiikseldigi tespit edilmis olup BLM’nin lipit peroksidasyon siirecini hizlandirmig
oldugu agikca goriilmektedir. Tek basina SOD ve GSH-Px aktivitelerinde gézlenen
BLM’ye bagiml azalma MDA’daki yiikselmenin sebebi olabilir. Ciinkii stiperoksit
radikalleri ve H,0,, akciger dokusunda bu enzimlerin aktivitesi diigiik oldugundan
tam olarak uzaklagtirilamamakta ve ardindan lipit peroksidasyonu reaksiyonlarn
zinciri baglamaktadir. E vit ve erdostein etkin bir sekilde BLM ile olugturulan MDA
arigtm  tekrar  kontrol seviyesine dogru azaltmigtir. Kendi aralarinda
karsilagtinldiginda erdostein lipit peroksidasyonunu daha etkin bir sekilde
engellemistir. Kontrol gurubu ve erdostein grubu arasinda MDA degerleri agisindan
istatistiksel farklilik mevcut degildir.

SOD ve GSH-Px aktivitelerini azaltarak indirekt yoldan lipit
peroksidasyonunu artirmanin diginda BLM’nin diger bazi yollar ile de MDA
olusumunu tetiklemesi olasidir. Birgok aragtirmada BLM’nin tedavi edici etkisinin;
olugturdugu serbest radikallere bagli olarak gelistigi ileri stiriilmiistir (37).
Dolayistyla béyle bir ortamda lipit peroksidasyonunun meydana gelmesi dogaldir.
Ozellikle akcigerler gibi BLM’nin yogun konsantre olabildigi organlar lipit
peroksidasyonu etkisine agik hale gelmektedir. Fibrozis siirecinde MDA’nin sebep
veya sonug olarak fonksiyon gorebilecegi de olasihk dahilindedir. Ciinkii MDA
patolojik bir siirecin {irlinii oldugu gibi kendisi de toksik dzellik tagimaktadir. Sentez
edildiginde hiicre membrammin i¢ veya dig kisminda bulunmasina bagh olarak
hiicreler aras1 bosluga ve dolayisiyla plazmaya gegebilecegi gibi hiicre igine dogru da
yonelebilir. Her iki durumda da bulundugu ortamdaki kimyasal yapilar1 bozucu etki
gosterebilir. Bu etkiler aktivitesi karacierde tespit edilen spesifik aldehit
dehidrogenazlarla MDA ’nin yok edilmesi zamanina kadar devam eder.

Bu ¢alismada MDA diizeyleri ashinda lipit peroksidasyonunun bir indeksi
olarak alinmistir. Ciinkii tiyobarbitiirik asit nonspesifik bir sekilde MDA ile
etkileserek karakteristik pembe rengini olusturmaktadir. MDA disinda lipit
peroksidasyonunun ara iriinleri olan konjuge dienler de TBA ile reaksiyon
verebilmektedir. Bu agidan spektrofotometrik olarak yapilan bazi galigmalarda lipit

54



peroksidasyonu gostergesi, tiyobarbitiirik asit reaktif tiriinleri (TBARS) olarak ifade
edilmigtir (152,153). Biz bu ¢aligmada daha aligilmig ve tamnan bir ifade oldugu igin
MDA’y tercih ettik.

Kaynag1 ne olursa olsun oksidan hasarin derecesi degisik kaynaklardan ilgili
ortama salinan oksidanlarla savunma sistemi olan antioksidan aktivitenin arasindaki
dengeye baghdir (154). Lipit peroksidasyonu bu dengesizligin dogal bir sonucu
olarak meydana gelmektedir. Akciger dokusu oksijen ile siki bir temas iginde oldugu
icin serbest oksijen radikali iiretim ihtimali uygun kosullar yerine geldiginde diger
dokulardan daha fazladir. Erdostein ve E vit kullanilan siganlarin akciger dokusunda
MDA diizeylerinin diigikk bulunmasi her iki kimyasalin da lipit peroksidasyonunu
kismen veya tamamen engelledigi ve bdylece fibrotik degisiklikte ara basamaklardan
biri olan hiicresel biitiinliiglin bozulmasinin 6niine gegtigi sdylenebilir.

Myeloperoksidaz PMN nétrofillerin sitoplazmasinda azurofilik graniiller
olarak bulunur. Fonksiyonu ajan patojenlerle ve kimyasal indiikleyicilerle
karsilagarak aktive olan nétrofillerin yabanci partikiilleri sindirebilmesi i¢in kuvvetli
oksidan maddeler olan hipoklorat, hipobromat ve hipoiyodat gibi Halid iiriinleri
olugturmaktadir.

MPO
H,0, > HOCI, HOBr, HOI, HOF

CLBr,LF

Organ ve dokularda MPO aktivitesi bu bolgelere nétrofillerin invazyonunu
gostermek igin siklikla kullanilan bir parametredir. Aktivitesinin artmas: kesinlikle
notrofillerin dokuya gegtigini gosterir. inflamasyon durumlarinda bu hiicrelerin
dokularda sentezledigi oksijen radikallerinin ve Halid ﬁrﬁnlerinif’i/ O6nemli bir
fonksiyonu vardir. Membrandz yapilarda fosfolipaz A2, siklooksijenaz ve
lipooksijenaz enzimatik yollar1 devreye girerler, boylece prostaglandin ve 16kotrien
sentezi yoluyla inflamasyon siireci daha karmagik hale gelir. Biitiin bu olaylar
zincirinde dokuya invaze olan nétrofillerin yeri oldukga 6nemlidir.

Akcigerde bulunan BLM’nin olusturdugu patolojik siirecin bir veya birkag
asamasinda nétrofiller dokuya invaze olmaktadir. Caliymamizda BLM grubundaki
yiiksek MPO aktivitesi bunu gostermektedir. Zaten BLM’nin nasil olup da ilgili
dokularda serbest oksijen radikalleri olusturdugu siiphelidir. Dokuya Iokosit
invazyonunu artirmasi ROS artiginin baglica sebebi olabilir. Diger taraftan farkh bir
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yolla, 6rnegin mitokondriyal elektron transport zincirinin bir noktada kesintiye
ugramasi veya ksantin oksidaz aktivasyonu sonucu dokuda serbest radikal iiretilmesi,
nétrofillerin dokuya invazyonunda tetikleyici fonksiyon gorebilir. Hangi yolla olursa
olsun net sonu¢ dokuya notrofil gogliniin artmasi ve doku makrofajlarinin
aktivasyonudur. BLM muhtemelen fibrozisi bu siireglerle hizlandirmakta iki hafta
siire zarfinda onemli degisiklikler olusturmaktadir. Dokuya nétrofil invazyonunu
Onlemek i¢in antiinflamatuar ajanlar bagta olmak iizere bir¢ok kimyasal madde
denenmisgtir. Bunlarin bir kismi bagarili bulunmugtur. Son yapilan baz1 ¢aligmalarda
kafeik asit fenetil ester gibi yeni kimyasallarin etkinligi gosterilmistir (155,156).
Erdostein bu agidan heniiz tam anlamiyla arastirilmig degildir. Simdiye kadar
etkinligi ispatlanmig kullanim alani; her tiirlii akciger inflamasyonu ve patolojisinde
mukolitik, ekspektoran, mukosiliyer diizenleyici, salg1 artirici amaghdir. Fibrozisin
onlenmesi amaciyla kullanimi yenidir. Sonuglarimizdan agik¢a goriilecegi gibi
erdostein grubu MPO aktivitesi hemen hemen kontrol grubuna esittir. BLM ile
birlikte uygulandifinda nétrofil gé¢iinii tamamen bloke etmis gibi goriilmektedir. E
vit igin aym seyi sdylemek giictiir. Zaten E vit’in nétrofil goclinii engelleyici
yoniiniin aragtirildifi fazla aragtirma yoktur. Bir ¢aligmada E vit’in BLM kaynakl
akciger fibrozisini azaltti1i bulunmug ancak mekanizmas: konusunda nétrofiller ile
ilgili yorum yapilmamugtir (145). Bizim ¢aligmarmzda E vit grubunda grup igi
korelasyon analizlerinde MPO ile SOD enzimleri arasinda negatif korelasyon
(r=-0.728, p = 0.026) bulunmasi da bu durumu desteklemektedir.

Sonug olarak;

1. BLM ile siganlarda akciger fibrozisi bagari ile olusturulmus, bunun
gostergesi olan kollajenin yapisindaki temel amino asit olan OH-P se}viyeleri BLM
uygulamasin takiben kontrole gore bir hayli ylikselmistir.

2. Erdostein ve E vit akciger dokusunda BLM’nin neden oldugu kollajen
birikimini kismen engellemigtir. Erdosteinin etkinligi E vit’e gore daha istiin
bulunmustur. Bu da bize BLM kaynakli fibrozisin olusum agamasmin baslangicinda
baskilanabilecegini gostermistir.

3. BLM uygulamas: ile her iki antioksidan enzim de etkilenmis ve anlamh
azalmalar meydana gelmigtir. Bu da bize fibrozisin olusturdugu hasarin, serbest
radikallerin agin {iretilmesi ve bunun karsilifinda antioksidan sistemin yeterince

calisamamas: lizerinden meydana gelebilecegini gostermektedir. Azalan GSH-Px
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aktivitesi E vit ve erdostein tarafindan anlamli sekilde yiikseltilmistir. Erdostein
grubundaki yiikselme kontrol grubuna daha yakin gergeklesmistir. Diger antioksidan
enzim olan SOD BLM ile anlamh olarak azalmig ancak E vit ve erdostein bu
azalmay1 anlamli sekilde ytikseltememigtir. Bu duruma bizim yorumumuz deney
diizenegimizde kullandifimiz bu ajanlarin  antioksidan karakteri BLM’nin
olusturabilecegi biitiin patolojik etkileri (6zellikle serbest radikal kaynakli olarak
gelisenleri) olayin baglangicinda kontrol altina alarak SOD aktivitesinin cevap olarak
artmasim engellemis olabilecegidir. Ciinkii siiperoksit radikali SOD enziminin
substratidir. Ortamdaki stiperoksit radikal artisi erdostein tarafindan engellenmis
olabileceginden buna bagli olarak da SOD aktivitesi artmamis olabilir. Bu durum
GSH-Px aktiviteleri ile ters goziikse de bu enzimin substrati HO,’dir. HyO; ise farkh
ve ¢ok gesitli kaynaklardan kéken alabilir.

4. MPO aktivitesinin BLM grubunda oldukea yiiksek olmasi fibrozis sahasina
notrofil infiltrasyonunun oldugunu gosterir. Doku hasarinda en ©&nemli roliin
nétrofillere ait oldugu soylenebilir. E vit ve erdostein anlamli bir sekilde MPO
&ﬁzeylerini azaltmig ve nétrofil gégiine bagl serbest radikal salinimini 6nlemistir.

5. Doku MDA diizeyleri BLM grubunda artmigtir. Bu artig fibrozis siirecinde
ozellikle de membran yapilarinda lipid peroksidasyonunun arttigim gostermektedir.
E vit ve erdostein anlamli bir gsekilde MDA diizeylerini azaltmgtir.

Pulmoner fibrozis hastalik grubunda baslangig asamasinda tan1 konulan
vakalarda fibrozis siirecini yavaglatmak amaciyla E vit ve erdosteinin kullanilmas,
calismamizin verilerinde goriilen faydali etkileri nedeni ile Onerilebilir. Ayrica
kanser tedavi protokoliinde BLM uygulanacak hastalara tedavi éncesinde profilaktik
amagh olarak erdostein verilmesi, fibrozis olugmasini kismen Onleyici fonksiyon
gosterdiginden, faydal olabilecegi kanaatindeyiz. Bu durumlarda E vit ve erdosteinin
birlikte kullamminmin faydali olup olmayacagini sdyleyebilmek igin ileri galigmalara

ihtiyag vardir.
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6. OZET

Bu ¢aligmada si¢an akcigerinde deneysel olarak bleomisin (BLM) ile fibrozis
olusturup antioksidan enzimlerin seviyeleri ve lipit peroksidasyonunun géstergesi
olan parametreler g¢alisilip, E vitamini (E vit) ve erdosteinin akciger fibrozisi tizerine
olumlu etkilerinin olup olmadig: arastinildi. Bunun i¢in kontrol (n=8), BLM (n=9), E
vit (n=9) ve erdostein (n=10) olarak 4 grup olusturuldu. BLM grubuna intratrakeal
(i.t.) BLM, E vit grubuna i.t. BLM + intraperitoneal (i.p.) E vit ve erdostein grubuna
ise i.t. BLM + oral erdostein verildi.

Akcigerde fibrozisin gostergesi olarak doku hidroksiprolin (OH-P)
seviyeleri kullamldi. BLM grubunda OH-P seviyeleri kontrol grubuna gére fibrozis
olustuguna delil olacak sekilde yiiksek bulundu (p<0.0001). E vit grubundaki
degerler BLM grubuna gore diigiik (p<0.0001), kontrol grubuna goére ise yiiksek
bulundu (p<0.0001). Erdostein grubu BLM grubuna gére diisiik (p<0.0001) ve hatta
kontrol grubu seviyelerinin de altinda oldugu gézlendi. BLM nin akcigerde fibrozis
olusturdugu, E vit ve erdosteinin bu fibrozisi azalttigi ve kontrol grubu ile
karsilagtirldiginda erdosteinin bunu daha iyi yaptig1 s6ylenebilir.

BLM grubu siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
aktiviteleri kontrol grubuna gore diisik (p<0.0001), lipit peroksidasyonunun
gostergesi olan malondialdehit (MDA) seviyeleri ve notrofil goglinii gosteren
myeloperoksidaz (MPO) aktiviteleri ise ytiksek bulundu (p<0.0001).

E vit grubu SOD aktiviteleri BLM grubundan farksiz, kontrol grubuna gore
anlaml sekilde (p<0.001) diigiik bulundu. Erdostein grubu ile farksizdi. GSH-Px
aktiviteleri BLM grubuna gore yiiksek (p<0.019), kontrol grubuna gore ise diigiikti.
MDA diizeyleri BLM grubuna gore diisiik (p<0.0001), kontrol grubundan anlamh
olarak yiiksekti (p<0.002). MPO aktiviteleri BLM grubundan farksiz, kontrol
grubundan ise yiiksekti (p<0.0001).

Erdostein grubu SOD aktiviteleri BLM grubundan farksiz, kontrol grubuna
gore ise diigiik bulundu (p<0.003), E vit grubundan da farksizdi. GSH-PX aktiviteleri
BLM grubundan yiiksek (p<0.0001) bulundu, kontrol grubuna goére ise diigiiktii
(p<0.0001). E vit grubundan ise anlamh yiiksekti (p<0.009). MDA seviyeleri ve
MPO aktiviteleri BLM grubundan diisiiktii (p<0.0001), kontrol ile karsilastirildiginda
ise hemen hemen aym idi ve fark yoktu. E vit grubuna gore ise anlamh diigiiktii
(p<0.0001).
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Sonu¢ olarak erdosteinin fibrozis siirecinde antioksidan savunma
sistemlerini destekledigi, notrofil go¢iinii engelleyerek serbest radikal salimmmim ve
hasarim1 azalttifl, bunlan E vit’e goére daha iyi bir sekilde gergeklestirdigi
soylenebilir. Tedavi protokoliinde BLM bulunan kanserli hastalara profilaktik amagl
ve pulmoner fibrozis tanis1 konulan hastalarda stireci yavaslatmak ve tedavi etmek

amaciyla erdosteinin verilmesi dnerilebilir.
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7. SUMMARY

In this experimental study, bleomycine (BLM)-induced lung fibrosis was
developed by single intratracheal injection of BLM. The levels of lipid peroxidation
end products and antioxidative enzyme activities were studied. The effects of vitamin
E (vit E) and erdostein on the parameters studied and lung fibrosis were also
examined. For these purposes, rats were divided into four unequal groups: sham
operation group (control, n=8), BLM group (n=9), vit E + BLM group (n=9) and
erdostein + BLM group (n=10). Rats were received BLM by intratracheally in the
BLM-applied groups, vit E by intraperitoneal injection in vit E + BLM group,
erdosteine by orally in erdosteine + BLM group.

Hidroxyproline (OH-P) levels were taken as the indicator of lung fibrosis as
stated by previous studies. OH-P levels were found to be elevated in BLM group
suggesting clearly the fibrosis in lung tissue (p<0.0001). Tissue OH-P levels were
decreased in vit E group compared to BLM group (p<0.0001), but it was still high
compared to control group (p<0.0001). On the other hand, tissue OH-P levels were
decreased in erdosteine group compared to both BLM group (p<0.0001) and contol
group, but the last one was not statistically significant. According to the findings
about OH-P, vit E and erdosteine are both effective inhibitor agents in coping with
BLM-induced lung fibrosis. Erdosteine is more effective than vit E.

Superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px)
activities were found to be decreased (p<0.0001); malondialdehyde (MDA) levels as
an index of endogenous lipid peroxidation increased (p<0.0001); myeloperoxidase
(MPO) activities as an index of neutrophil invasion to the lung tissue increased
(p<0.0001) in BLM group compared to control group.

SOD activities in vit E group were unchanged compared to both BLM and
erdosteine groups and decreased compared to control group (p<0.001). GSH-Px
activity in vit E group were increased compared to BLM group (p<0.019) and
decreased compared to control group. Tissue MDA levels in vit E group were
decreased compared with BLM group (p<0.0001) and increased in control group
(p<0.002). MPO activities were unchanged compared to BLM and increased
compared to control group (p<0.0001).

In erdosteine group; SOD activities were found to be unchanged compared

to BLM and vit E groups, decreased compared to control group (p<0.003); GSH-Px
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activities were found to be increased compared to BLM (p<0.0001) and vit E
(p<0.009) groups, decreased compared to control group (p<0.0001); tissue MDA
levels and MPO activities were found to be decreased compared to both BLM
(p<0.0001) and vit E (p<0.0001) groups, statistically unchanged compared to control
group.

In conclusion, erdosteine may attenuate the BLM-induced lung fibrosis via
its antioxidant properties and the inhibitory effects on the neutrophil sequestration
into lung tissue, so scavenge the free oxygen radicals and it is more effective agent in
comparison with vit E. In the light of these results, we may suggest that erdosteine
may be used for two purposes; 1) to attenuate the fibrotic process in the patients with
fibrotic lung diseases, 2) as a prophylactic agent in the human neoplasms in which

BLM is the main anticancer drug used.
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