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Abstract

Amag: Oleik asit (OA) ile olusturulan akut akciger hasarinda serum
nitrik oksit metabolit diizeylerindeki degisiklikleri ve N-
asetilsistein (NAS) tedavisinin bu metabolitler iizerine etkilerini
deneysel sican modelinde aragtirmak.

Gerec ve Yontemler: Her biri 7 hayvandan olusan 5 grup olustu-
ruldu. Oleik asit etanolda coziildiikten sonra serum fizyolo-
jik ile sulandirilarak hazirlandi. Birinci gruba (Sham grubu)
serum fizyolojik + etanol verildi. ikinci gruba (NAS grubu)
NAS + serum fizyolojik + etanol verildi. Ugiincii gruba (OA
grubu) oleik asit + serum fizyolojik + etanol verildi. Dor-
diincii gruba (Pre-OA-NAS grubu) oleik asit infiizyonundan
15 dakika once NAS uygulandi. Besinci gruba (Post-OA-
NAS grubu) oleik asit infiizyonundan 2 saat sonra NAS uy-
gulandi. Tiim gruplarda OA infiizyonundan 4 saat sonra
median sternotomi ile gogiis kafesinin acgilmasini takiben
kalp ponksiyonu ile kan 6rnegi alindi ve serum nitrit + nit-
rat diizeyleri 6l¢iildii.

Bulgular: Serum toplam nitrit + nitrat diizeyleri OA grubunda, Sham
grubu ile Kkarsilastirildiginda anlamli  olarak artmis iken
(p=0.000), NAS uygulanan pre-OA-NAS (p=0.0001) ve post-
OA-NAS (p=0.000) gruplarinin her ikisinde de serum toplam
nitrit + nitrat diizeylerinde belirgin azalma saptandi.

Sonug: Oleik asit ile olusturulan akut akciger hasari modelinde, hasar
gostergesi olarak serum nitrik oksit metabolit diizeylerinin artti-
81, NAS kullanilmasinin metabolit diizeylerini azaltmakta etkili
oldugu gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Akut akciger hasari, oleik asit,
nitrik oksit metabolitleri, N-Asetilsistein
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Objective: To explore the changes in serum nitric oxide metabolite
levels as a consequence of oleic acid (OA) -induced acute lung
injury and to describe the effects of N- acetylcysteine (NAC)
treatment on OA metabolite levels in an experimental rat model.

Material and Methods: Five groups of rats, each containing 7
animals, were used in this study. OA was dissolved in ethanol
and diluted with saline. Group 1 (sham) was given saline (NaCl
0.9%) and ethanol; group 2 (NAC) was administered NAC,
saline and ethanol; group 3 (OA) received OA, saline and
ethanol; group 4 (Pre-OA-NAC) received NAC 15 minutes
before oleic acid infusion; group 5 (Post-OA-NAC), received
NAC two hours after OA infusion. In all of the groups blood
samples were taken 4 hours after OA infusion following mid-
line sternotomy with cardiac puncture. Serum nitrite and nitrate
levels were measured.

Results: Serum total nitrite and nitrate levels in the OA-Group were
found to be increased significantly when compared with the
shams (p<0.001), whereas NAC administration caused a
significant decrease in serum total nitrite/nitrate levels in both
pre-OA-NAC (p<0.001) and post-OA-NAC (p<0.001) groups.

Conclusion: It was shown that serum nitric oxide metabolite levels
increased as an injury marker in this OA-induced acute lung
injury model. NAC was effective in decreasing nitric oxide
metabolite levels.

Key Words: Acute lung injury, oleic acid, N-Acetylcysteine,
nitric oxide metabolites
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iiksek morbidite ve mortalite hizlarina
sahip Akut Akciger Hasar1 (AAH) ve Akut
Respiratuar Distress sendromu (ARDS);
travma, aspirasyon, sepsis, pndmoni, endotoksemi
gibi pekcok klinik tabloya eslik etmektedir.
Giinlimiizde ARDS’nin tam olarak iyilestirici bir
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tedavisi miimkiin olmayip biiylik oranda destek
tedavisi yapilabilmektedir."> Intravensz yolla
verilen oleik asit’in (OA) akcigerlerde olusturdugu
morfolojik ve hiicresel degisiklikler AAH ve
ARDS’de goriilenlere benzemektedir. Bu nedenle
OA ile olusturulan akut akciger hasar1 modeli
deneysel calismalarda sik olarak kullanilmakta ve
cok sayida farmakolojik ajan, ARDS tedavisine
katki saglamak amaciyla denenmektedir.””

Nitrik oksit (NO), memeli dokularinda L-
arginin’den nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ara-
cilig1 ile endogen olarak siirekli sentezlenen, 6-30
saniye gibi cok kisa yar1 émiire sahip, yliksiiz yapi-
st ile biyolojik membranlardan kolayca difiize olup
hiicre i¢i hedeflerine ulasarak farkli olaylarda araci
rolii oynayan, c¢oziiniirliigii az bir gazdir.”® NO,
icerdigi ortaklanmamig elektronu ile oksijen,
superoksit radikalleri, demir-bakir-kobalt-
manganez gibi gecis elementleri metaller ile komp-
leks yapabilir. Bu ozellikleri NO’in hiicre/doku
diizeyinde cok sayida olayda rol oynamasina ve
cesitli bilesikler olusturmasina olanak saglar.lo

NO, siiperoksit (O°,) ile reaksiyona girdiginde
peroksinitrit (ONOQO") olusur. Giiclii bir oksidan

olan peroksinitrit; proteinleri, lipidleri,
karbohidratlari, niikleik asitleri ve  diger
biyomolekiilleri oksidize ederek inflamasyon,

ateroskleroz, iskemi-reperfiizyon hasari, sepsis ve
ARDS gibi ¢esitli hastaliklarin patofizyolojisine
katiir ve doku hasarinda artisa yol acar.'*"
Peroksinitrit ayrica H' ile reaksiyona girerek hid-
roksil radikali (HO") gibi kuvvetli oksidanlarin
olusumuna da yol acar."

NO’in damar endoteli, makrofajlar,
trombositler, sinir hiicreleri, surrenal bezler, mide,
uterus epitel hiicreleri, pankreas adacik hiicrelerine
ek olarak akcigerlerde sentezlendigi gosterilmistir.®
Akcigerlerde NO havayolu epiteli, makrofajlar ve
intrapulmoner vaskiiler endotelyumdan sentezlen-
mektedir.'* NO, diiz kas hiicresine etki ederek
vaskiiler gerilimi azaltip, pulmoner akimi artirarak
ventilasyon perfiizyon oraninin uygun diizeyde
tutulmasina katkida bulunur.'> NO, dolasimdaki
kisa yar1 omrii ve gaz yapisi nedeni ile stabil nitrik
oksit metabolitleri (NOx) olan nitrit ve nitrata ok-
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side olmakta ve bu bilesikler bobrekler araciligi ile
disar1 atilmaktadir.'® Nitrit ve nitrat anyonlarin
konsantrasyon Ol¢iimii NO iiretiminin kantitatif
gostergesi olarak kullanilabilir.

Intravenéz OA verilerek olusturulan akut ak-
ciger hasar1 modeli ile yaptigimiz 6nceki ¢alisma-
larimizda akut akciger hasarinin gelismis oldugunu
histopatolojik olarak gostermis ve bu hasarda
peroksinitrit’in etkili oldugunu, ayrica serum total
antioksidan kapasitesinin de OA uygulamasi ile
azaldigim belirlemistik.'"” OA ile akciger hasari
olusturulan  modellerde nitrik  oksit
metabolitlerinin ne yonde etkilendigi ve N-
Asetilsistein  (NAS) tedavisi ile nitrik oksit
metabolitlerinde degisiklik olup olmadigini aras-
tirmak amaciyla bu ¢alisma planlandi.

serum

Calismamizda OA kullanarak olusturulan ak-
ciger hasarinda oksidan stress gostergesi olarak
stabil nitrit + nitrat diizeyleri ol¢iildii. Antioksidan
ve antiinflamatuar etkileri bilinen NAS’in, bu
metabolit diizeylerini ne yonde etkiledigi incelendi.

Gerec¢ ve Yontemler
Aragtirma projesi i¢in Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu onayi1 alindi1 ve ¢aligma Mer-
sin Universitesi T1ip Fakiiltesi Deneysel Tip Aras-
tirma Merkezinde gerceklestirildi.

Calismada agirliklart 140-160 gr olan otuz bes
adet, Wistar cinsi, disi sican kullanildi. Deneysel
islem Oncesi gece a¢ birakilan sicanlara anestezi
icin  intramiiskiiler yolla 80 mg/kg dozunda
ketamin verildi. Kuyruk veninden 24G braniil yer-
lestirilerek OA ve NAS infiizyonlart uygulandi.
Denek iizerine yerlestirilen 1sitict lamba ile viicut
15151 36-38°C arasinda tutuldu.

Akut akciger hasar1 intravendz yolla, 100
mg/kg dozunda verilen OA (cis-9-Octadecenoic
acid; Sigma-Aldrich Chemie Gmbh. Steinheim,
Almanya) ile olusturuldu. OA, etanol igerisinde
coziindiirtildiikten sonra ¢ozeltiye %0,9 NaCl ilave
edilerek konsantrasyonu 25 mg/ml olacak sekilde
seyreltildi (etanol/serum fizyolojik orani: 1/9).
Hazirlanan ¢ozelti 5 dakikada intravendz yolla
infiize edildi.”
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Her biri 7 hayvandan olusan 5 grup olusturuldu.
Birinci gruptaki hayvanlara (Sham grubu) serum
fizyolojik + etanol (9:1) inflizyonu yapildi. Normal
sicanlarda NAS 1 beklenmedik bir etkisinin olup
olmadigin1 kontrol etmek amaciyla ikinci gruba
(NAS grubu) serum fizyolojik + etanol + NAS ve-
rildi. Oleik asitin olusturdugu akciger hasarini gos-
termek amaciyla iiciincii grup olusturularak (OA
grubu), etanol ve serum fizyolojik icerisinde ¢oziin-
diiriilmiis OA verildi. Dordiincti gruba (Pre-OA-
NAS grubu) OA infiizyonundan 15 dakika once
NAS verilerek OA ile olusturulan akciger hasarina
kars1 NAS’in koruyucu bir etkisinin olup olmadig1
arastirilldi. Besinci gruba ise (Post-OA-NAS grubu)
OA infiizyonundan 2 saat sonra NAS verilerek ge-
lismis olan akciger hasar iizerinde NAS’in hasari
geri dondiiriicii etkisinin olup olmadig arastirildi.

NAS verilen sicanlarda, Y% oraninda serum
fizyolojik ile sulandirilan NAS 150 mg/kg dozunda
kuyruk damar yolundan
intravenoz yol ile uygulandi.

veninde  bulunan

NAS infiizyonu zamanindan bagimsiz olarak
OA inflizyonundan 4 saat sonra sicanlara tekrar
ketamin ile anestezi verilerek median sternotomi
ile gogiis kafesi acgildi. Kalbe ponksiyon yapilarak
biyokimyasal analiz i¢in kan 6rnegi alindi.

Serum Nitrit + Nitrat Diizeylerinin Olgiilmesi

Nitrit ve nitrat seviyeleri fotometrik endpoint
yontemi ile belirlendi (Roche Diagnostic GmbH,
Manheim, katalog no: 1 76 281). Test, nikotinamid
adenine diniikleotid fosfat (NADPH) kullanarak
nitrat rediiktaz enzimi varliginda nitratin nitrite
rediiklenmesi prensibine dayanmaktadir. Olusan
nitrit  sulfanilamide ve n-(naftil)-etilendiamin
dihidroklorid ile reaksiyona girerek kirmizi-viole
diazo boyasini olusturur. Diazo boyasi1 da goriiniir
alandaki absorbansindan faydalanilarak (550 nm)
olciildii.

Istatistik Degerlendirme
Serum toplam nitrit + nitrat diizeylerinin karsi-
lagtirilmast icin tek yonlii varyans analizi ve Tukey
post hoc testleri kullanildi. Tanimlayici istatistikler
ortalama + standart sapma olarak verildi. p<0.01
diizeyi, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Bulgular
Nitrit + Nitrat diizeyi ortalamalari, standart
sapmalari, gruplar igerisindeki minimum ve mak-
simum degerleri tanimlayici istatistikler Tablo 1°de
verilmigtir.

Tartisma ve Sonu¢

Oleik asit ile olugturulan 6dem ve akciger ha-
sar1 modeli, AAH ve ARDS’nin gelisme meka-
nizmalarinin anlagilmasinda ve yeni tedavi yon-
temlerinin arastirillmasinda sik olarak kullanilan
patolojik bir modeldir."**' OA ile olusturulan ak-
ciger hasar1 modellerinde oleik asit’in intravenoz
yolla verilmesinden kisa bir siire sonra baslangi¢
hasar1 pulmoner vaskiiler endotel hiicrelerinde
olusur ve bunu inflamasyon ve akciger hasari takip
eder. Bu oksido-inflamatuar siirece alveolo-
kapiller ~membran yapisinin  bozulmasi ve
permeabilite artisi, intraalveoler ve interstisyel sivi
artist ve hemoraji, polimorfoniikleer 16kosit
infiltrasyonu, oksidan enzimlerin aktivasyonu,
sitokin salinimi, adezyon molekiilleri ve reaktif
oksijen {irlinleri tiretimi artisinin katkida bulundu-
gu cesitli calismalarla gosterilmistir.>>°

NO vazodilatasyon, bronkodilatasyon,
norotransmisyon ve antimikrobiyal savunma me-
kanizmalarinda rol alan onemli bir molekiildiir.
Fizyolojik diizeylerde NO vaskiiler ve bronsiyal
diiz kas relaksasyonunda onemli rol oynamasina
ragmen fazla miktarda olustugunda oksidan 6zel-
likleri nedeniyle dogrudan veya baska inflamatuar
oksidanlarin sinerjistik etkisi ile doku hasarina yol
acabilir.””*® Yapilan calismalar deneysel akut akci-
ger hasar1 modellerinde plazmada stabil nitrik oksit

Tablo 1. Deney gruplarinda serum nitrit+nitrat
diizeyleri (umol/l)

Gruplar Ortalama £SS ~ Minimum  Maksimum
Sham 22.9#4.3 17.3 29.0
NAS 21.9+.6 17.2 314
OA 31.582.5° 28.9 34.8
Pre-OA-NAS 20.7+4.2° 16.6 27.6
Post-OA-NAS 19.144.3° 14.3 25.1

F:9.969, p:0.000
a: Sham grubu ile kiyaslandiginda (p=0.000)
h: OA ornbn ile kivaslandigida (n=0.000)
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metabolitleri olan nitrit ve nitrat diizeylerinin art-
makta oldugunu gostermistir.”*

NAS’1m bir ¢ok deneysel ARDS modelinde in
vitro olarak, hipoklorik asit (HOCI), hidrojen pe-
roksit (H,O,) ve hidroksil radikali’ni (HO") temiz-
ledigi ve oksidanlara bagli doku hasarimi onledigi
gosterilmistir.”' NAS’in bu ozelliklerini hem
icerdigi siilfidril gruplarinin oksijen radikalleri ile
tepkimeye girme yetenegine, hem de dolayl olarak
antioksidan sistemleri indiikleyici etkisine bagh
oldugu diisiiniilmektedir.”***** NAS’1n antioksidan
ozelliklerine ek olarak antiinflamatuar 6zellikleri
de vardir ve NAS bu ozelliklerini sitokinlerin
salimmmin1  baskilayarak, adezyon molekiillerinin
serbestlesmesini ve niikleer faktor kappa B’yi
inhibe ederek gostermektedir.”™’

Bu caligmada  nitrik  oksit’in  stabil
metabolitleri olan serum nitrit + nitrat diizeyleri-
nin, OA ile olusturulan akut akciger hasar1 mode-
linde arttig1 ve NAS ile NOx serum diizeylerinin
diistiigii, boylece olusan oksidatif hasar1 6nlemede
NAS’1n etkili olabilecegini gosterdik. Hem hasar
olusmadan once koruyucu etkinin olup olmadigi-
nin degerlendirildigi pre-OA-NAS grubunda ve
hem de olusan akciger hasarimi diizeltici etkisini
arastirmak amaciyla olusturulan post-OA-NAS
grubunda NAS uygulanmasinin, NOx serum dii-
zeylerini anlamli olarak diisiirdiigii saptandi. NAS
antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleri ile akci-
ger hasar1 gelismis hastalarin tedavisinde kullanim
icin timit vermektedir.
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