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OZET

Amag: Mekanik ventilasyona bagl diafragma disfonksiyonunda (VBDD) oksidatif stresin rolii
oldugu ¢esitli caligmalar ile gosterilmistir. Bu ¢alismada hayvan modelinde VBDD’nunda diafrag-
matik ve sistemik oksidatif stresin roliiniin ve teofilin uygulanmasinin oksidatif stres tizerindeki
etkisinin arastirilmasi planlanmistir.

Gerec ve Yontemler: Calismamizda 30 adet, saglikli erkek Sprague-Dawley cinsi siganlar kulanil-
di. Siganlar 3 esit gruba ayrildi. Grup 1, Mekanik Ventilasyon (MV) uygulanmayan kontrol grubu;
Grup 2, 24 saat siireyle MV uygulanan plasebo grubu; Grup 3, 24 saat siireyle MV ve teofilin uygu-
lanan teofilin grubu olarak adlandirildi. Her ti¢ grupta diafragma, akciger dokusu ve plazmada ok-
sidatif stresi degerlendirmek i¢in malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit (NO) seviyeleri ile ksantin
oksidaz (XO) ve superoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri 6l¢iildii.

Bulgular: Kontrol grubuyla karsilastirildiginda plasebo grubunda diafragmada SOD (0,01-0,07
U/mg) ve XO (0,61-1,76 U/g) aktiviteleri ile NO (0,05-0,14 pmol/g) seviyesinde; akcigerde XO
(0,36-2,26 U/g) aktivitesinde; plazmada SOD (2,06-5,24 U/mL) ve XO (7,76-14,04 U/mL) aktivi-
teleri ile MDA (0,35-1,09 nmol/L) seviyesinde istatistiksel olarak anlamlilik gosteren artiglar mev-
cuttu (p<0,05). Plasebo grubuyla karsilastirildiginda teofilin alan grupta diafragmada sadece SOD
(0,096 U/mg) aktivitesindeki artig (p<0,05); akcigerde sadece XO (0,39 U/g) aktivitesindeki azal-
ma (p<0,001); plazmada ise MDA (0,36 nmol/L) seviyesindeki azalma (p<0,001) ve NO (22,3-29,7
umol/L) seviyelerindeki artis (p<0,05) anlamlilik gdsteriyordu.

Sonuglar: Bu ¢alismada siganlarda MV uygulanmasina bagli diafragmatik oksidatif strese akciger
ve sistemik oksidatif streslerinin de eslik ettigi ve bu oksidatif hasarin baskin olarak XO yolagi ile
olustugu gosterilmistir. Ayrica teofilin tedavisinin, olusan bu oksidatif stresi SOD aktivitesini artti-
rip, XO aktivitesini baskilayarak hafiflettigi ortaya konulmustur. Ancak bu konuyla ilgili daha ¢ok
say1ida ve molekiiler diizeyde hayvan ve insan ¢aligmalarina ihtiyag vardir.

Cikar Catismasi: Yazarlarin ¢ikar ¢atigmasi bulunmamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Mekanik ventilasyon, solunum kaslari, kas hasari, oksidatif stres, teofilin

ABSTRACT

Introduction: The role of oxidative stress in mechanical ventilation induced diaphragm dysfunc-
tion (VIDD) was shown in various studies. In this animal model, we planned to evaluate the role
of diaphragmatic and systemic stress on VIDD and the effect of theophylline application on the
oxidative stress.

Material and methods: Thirty healthy male Sprague-Dawley rats were used. They were evenly
divided into 3 groups as Group 1, control group (no application); group 2, placebo group receiving
mechanical ventilation (MV); Group 3, theophylline group receiving both MV and theophylline.
Malondialdehyde (MDA) and nitric oxide (NO) levels with xanthine oxidase (XO) and superoxide
dismutase (SOD) activities were measured in all groups to evaluate the oxidative stress at diaph-
ragm, lung tissue and plasma.

Results: SOD (0.01-0.07 U/mg) and XO (0.61-1.76 U/g) activities with NO (0.05-0.14 umol/g)
levels at diaphragm; XO (0.36-2.26 U/g) activity at lungs and SOD (2.06-5.24 U/mL) and XO
(7.76-14.04 U/mL) activities with MDA (0.35-1.09 nmol/L) levels at plasma were significantly
increased in placebo group (p<0.05) compared to control. Upon theophylline therapy, SOD (0.096
U/mg) activity at diaphragm and plasma NO (22.3-29.7 umol/L) levels were significantly increa-
sed (p<0.05); whereas XO (0.39 U/g) activity at lungs and plasma MDA (0.36 nmol/L) levels were
significantly decreased (p<0.001) compared to placebo group.

Conclusion: In this study, we showed that pulmonary and systemic oxidative stresses accompany
MYV application induced diaphragmatic oxidative stress in rats and this oxidative stress is predo-
minantly occurs through XO pathway. Also it was demonstrated that theophylline alleviates this
oxidative stress by increasing the SOD activity and repressing the XO activity. However, more
animal and human studies at molecular level are needed on this subject.

Conflict of Interest: Authors have no conflict of interest.

Key Words: Mechanical ventilation, respiratory muscles, muscle injury, oxidative stress, theophy-
Iline.
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Giris

Mekanik ventilasyon (MV) alveoler ventilasyonu siirdii-
remeyen hastalarda kan gazi dengesini devam ettirmek
icin kullanilan yasam kurtarict bir tedavi yontemidir.
Ancak MV uygulanan hastalarin yaklasik %25’inde
uzamis ventilator destegi gerekmekte, bu durum ise en-
feksiyon oranlari, yogun bakimda kalis siireleri, morbi-
dite ve mortalite oranlarinda artisa sebep olmaktadir [1].
Uzamis ventilator destegi hem diafragma kasinin kasil-
ma giiclinde azalma hem de atrofi ile sonuglanmaktadir.
Oksidatif stres MV’ un neden oldugu bu diafragmatik
disfonksiyona katkida bulunan 6nemli bir sebeptir [2].
Yapilan deneysel calismalarda solunum kas giigsiizlii-
gline neden olarak solunum kaslarinda artmis oksidatif
stres, protein sentezinin azalmasi ve proteolizin artmasi
gosterilmistir [2-4]. Ayrica antioksidan tedavinin bazi
hayvan c¢aligmalarinda ventilatére bagli diafragma dis-
fonksiyonu (VBDD) ile iligkili molekiiler ve biyokimya-
sal degisikliklerin pek ¢ogunu diizelttigi gdsterilmistir
[5.6].

Hayvan ¢alismalart VBDD’nun 6 saat gibi kisa bir sii-
rede gelistigini gostermektedir [2,3]. Bunlarin 6nlen-
mesi i¢in mekanik ventilasyon siiresince solunum kas
kiitlesini ve fonksiyonunu korumak igin stratejiler ge-
listirilmigtir. Bunlar; diafragmanin ¢alismasina olanak
saglayan uygun MV modlari, gesitli egzersiz yontemleri,
katabolik durumun stabilizasyonu ve farmakoterapi gibi
yontemleri icermektedir [7]. Ayrica VBDD insidansini
ve siddetini azaltmak icin beslenmenin, elektrolitlerin,
kardiyak ve renal fonksiyonlarin diizene konulmasi
onem arz etmektedir [8]. Farmakoterapik uygulamalar
icerisinde yer alan profilaktik teofilinin uygulamasinin
diafragma giigsiizliglinii 6nledigi ve diafragmatik yor-
gunlugu geriye dondiirdiigli gosterilmistir [9, 10].
VBDD’na oksidatif hasarin katkisinin bilinmesine rag-
men diafragmadaki oksidan {iriinlerin hangi yolak veya
yolaklarla iiretildigi, sistemik bir oksidatif stresin diaf-
ragmadaki bu oksidatif hasara eslik edip etmedigi ve
teofilinin bu oksidatif stres {lizerine nasil bir etki olus-
turdugu halen tam olarak bilinmemektedir. Bu calis-
mada hayvan modelinde VBDD’nunda diafragmatik ve
sistemik oksidatif stresin roliiniin ve teofilin uygulan-
masinin oksidatif stres {izerindeki etkisinin aragtirilma-
s1 planlanmastir.

Gerec ve Yontem

Hayvanlar

Deney hayvani olarak, biyomedikal arastirmalarda kul-
lanilan baglica tiir olmasi, boyutlarinin kiigtikligi ve
bakiminin kolayligi nedeniyle sigan tercih edildi. Bu
amagla, Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Merkez (SUDAMY’inde, SUDAM tarafindan
hazirlanmis standart sigan pellet yemi ve ¢esme suyu ile
ad libitum beslenen 30 adet, ortalama agirliklar1 315-375
g. olan saglikli 4 aylik erkek Sprague-Dawley cinsi si-
canlar segildi. Bu ¢alismaya baglamadan 6nce hayvanlar
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3 hafta siiresince 12 saatlik dongiilerle 151k ve karanlik-
ta tutuldular. Bu ¢alisma, Selcuk Universitesi Deneysel
Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi sartlarinda, Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulunun 10/02/2006 tarih ve 01 say1l1
karari ile gerceklestirildi.

Deneysel plan

Hayvanlar rastgele 3 esit guruba ayrildi.

Grup 1 (kontrol grubu): Akut olarak intraperitoneal
anestezi uygulandi.

Grup 2 (MV grubu): Steril sartlarda intraperitoneal
anestezi uygulandiktan sonra trakeostomi agilip 24 saat
boyunca monitérize edilerek MV’a baglandi.

Grup 3 (MV+Teofilin Grubu): Steril sartlarda intraperi-
toneal anestezi uygulandiktan sonra trakeostomi agilip
24 saat boyunca monitdrize edilerek MV’a bagland1 ve
teofilin inflizyonu yapildi (15 mg/kg yiikleme ve 0,05
mg/kg/saat siirekli idame).

Kontrol hayvanlarin protokolii

Bu hayvanlar ¢alismadan 6nce mekanik olarak ventile
edilmedi ya da uzun siire anesteziye maruz kalmadi-
lar. Kontrol gurubundaki hayvanlar tartildiktan sonra
intraperitoneal olarak sodyum pentobarbital (50 mg/
kg) uygulandi. Cerrahi diizeyde anestezi gergeklestik-
ten sonra deney hayvanlarindan 6nce sistemik oksidatif
stresi 6lgmek i¢in kan 6rnegi tiiplere alindi. Ardindan
batin cerrahi olarak agilarak diafragma ¢ikarildi, son-
ra akciger dokusu ve kostal diafragmanin segmentleri
alinarak hizli bir sekilde -80°C’de oksidatif hasarin
analizini yapmak tizere saklandi. Alinan kan 6rnekleri
de 1500 xg’de 10 dk. santrifiij edildikten sonra, plazma
ependorflara konularak -80°C’de saklandi.

Mekanik ventilasyon protokolii

Sepsis, diafragmatik kontraktil disfonksiyonla iliskili
oldugu icin dikkatli bir sekilde aseptik teknikler tim
cerrahi iglemler siiresince takip edildi. MV igin rastge-
le segilen hayvanlar tartildiktan sonra intraperitoneal
sodyum pentobarbital (50 mg/kg) uygulandi. Cerrahi
diizeyde anestezi saglandiktan sonra hayvanlara trake-
ostomi acgild1 ve kiigiik hayvan ventilatérii (SAR—-830,
IITC Life Science, A.B.D.) kullanilarak voliim kontrollii
mekanik ventilasyon uygulandi. Tidal volim 1 ml/100 g
viicut agirligl, solunum hizi istirahattaki eriskin sigan-
larin solunum sikligini taklit etmek i¢in 80/dk ayarlan-
d1. Tlave olarak pozitif ekspiryum sonu basing (PEEP) 1
cmH,O islem boyunca kullanildi.

Bir arteryel katater kan basincini siirekli 6lgmek igin
karotid artere yerlestirildi. Bir vendz katater, izotonik
salin inflizyonu uygulamak i¢in femoral venin epigast-
rik dalina yerlestirildi. Sodyum pentobarbitalin siirekli
inflizyonu (10 mg/kg/saat) ile MV periyodunda derin
anestezi saglandi. Kalp hizi, kan basinci, korneal goz
kapagi refleks kontrolii gibi yontemlerle anestezinin
seviyesi monitorize edildi. Viicut 1sis1 bir 1sitma batta-
niyesi kullanarak 37°C’de siirdiiriildii. [lave olarak kalp
hiz1 ve kalbin elektriksel aktivitesi igne elektrotlar sub-

Uzun ve ark



kutan olarak yerlestirilerek bir EKG araciligiyla moni-
torize edildi. Viicut s1v1 dengesi 2 ml/kg/saat IV serum
fizyolojik soliisyonu uygulanmasi ile stirdiiriildi. MV
siiresince siirekli idrar ¢ikiginin takibi, havayolu muku-
sunun ¢ikarilmasi, gozlerin nemlendirilmesi, hayvanin
dondiiriilmesi ve bacaklarin pasif hareketlerini igerir
takip ve bakimlar yapildi. Bu bakim saatlik araliklarla
uygulandi.

MV tamamlandiginda hayvanlarin viicut agirhigi yeni-
den tartildi. Deney hayvanlarindan once sistemik ok-
sidatif stresi 6lgmek i¢in kan 6rnegi tiiplere alind1. Ar-
dindan batin cerrahi olarak agilarak diafragma ¢ikarildi
ve once makroskopik olarak anormallik olup olmadigi
(renk degisikligi, kalinlasma, hemoraji) gbzden gegiril-
dikten sonra akciger dokusu ve kostal diafragmanin seg-
mentleri ¢ikarilarak hizli bir sekilde -80°C’de oksidatif
hasarin analizini yapmak ilizere saklandi. Alinan kan
ornekleri de 1500 xg’de 10 dk. santrifiij edildikten sonra,
plazma ependorflara konularak -80°C’de saklandi.

Biyokimyasal degerlendirme

Tim analizler 30 giin icinde gerceklestirildi. Plazma
ve doku Orneklerinde superoksit dismutaz (SOD; EC
1.15.1.1) ve ksantin oksidaz (XO; EC 1.17.3.2) aktiviteleri
ile malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit (NO) diizeyleri
analiz edildi.

Malondialdehit (MDA) analizi: Tiobarbitiirik asit
(TBA) reaksiyonu prensibine dayanan Wasowitz ve ark.
[11] yontemiyle calisildi. MDA seviyeleri, akciger do-
kusu ve diafragma i¢in nmol/g yas doku, plazma igin
nmol/L olarak saptandi. MDA 6l¢limii i¢in kullandigi-
miz yontemin en diisiik saptama limiti (/imit of detection
—LOD) 0,1 nmol/L ve linearite sinir1 (/imit of quantitati-
on—LOQ) ise 10 nmol/L idi.

Ksantin oksidaz (X0) analizi: Ksantin oksidaz akti-
vitesi Prajda ve ark. [12] yontemine gore ¢alisildi. XO
aktivitesi, akciger dokusu ve diafragma i¢in U/g protein,
plazma i¢in U/mL olarak saptandi. XO 6l¢timii i¢in kul-
landigimiz yontemde LOD 0,06 U/mL ve LOQ ise 20 U/
mL idi.

Nitrik oksit (NO) analizi: Kolorimetrik kit ydntemi-
ne (Cat. No. CM780001, Cayman Chemical Company,
ABD) gore degerlendirildi. Akciger dokusu ve diafrag-
ma igin umol/g protein, plazma igin umol/L olarak sap-
tandi. NO oOl¢iimii i¢in kullandigimiz yontemde LOD 2
pmol/L ve LOQ ise 35 umol/L idi.

Superoksit dismutaz (SOD) analizi: Total (Cu-Zn ve
Mn) SOD aktivitesi 6l¢iimleri Sun ve ark. [13] ydnte-
mine uygun olarak Durak ve ark. [14] modifikasyonu-
na gore gergeklestirildi. Bu yontemde SOD aktivitesi,
ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile liretilen siiperoksitin
nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina da-
yanmaktadir. Olusan siiperoksit radikalleri NBTyi in-
dirgeyerek renkli formazon olusturur ve 560 nm dalga
boyunda maksimum absorbans verir. Enzim olmadig1
ortamda bu indirgenme meydana gelip mavi—mor renk
olusmaktadir. Fakat ortamda SOD oldugunda NBT in-
dirgenemeyip mavi-mor renk olusamadigi durumda
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ise, enzim miktar ve aktivitesine bagl olarak agik renk
olusmaktadir. Enzim bulunmayan kor degeri ile enzim
bulunan numune absorbans degerleri hesaba katilarak
enzimin % inhibisyonu hesaplandi. NBT rediiksiyonunu
%50 oraninda inhibe eden enzim aktivitesi bir SOD {ini-
tesi olarak kabul edildi. SOD aktivitesi; akciger dokusu
ve diafragma i¢in U/mg protein, plazma i¢in U/mL ola-
rak saptandi. SOD o6l¢limii i¢in kullandigimiz yontemde
LOD 0,45 U/mL ve LOQ ise 5,06 U/mL idi. LOQ sinir1-
nin iizerindeki drnekler dilisyon yapilarak ¢alisildi.

Istatistiksel degerlendirme

Gruplardan elde edilen veriler bilgisayar ortamina akta-
rildi. SPSS (11,0 for windows) programi ile istatistiksel
degerlendirmeleri yapildi. Tim veriler ortalama + SS
olarak belirtildi. Gruplar aras1 biyokimyasal parametre-
lerin karsilastirilmasinda one-way ANOVA ve post hoc
Tukey testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik p<0,05
olarak kabul edildi.

Bulgular

Higbir hayvan enfeksiyon yiiziinden ¢alismadan ¢ikaril-
madi. Her iki deneysel gurupta 24 saat MV uygulamasi
sonrasinda hayvanlarin baglangic ve son viicut agir-
liklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu
(p>0,05). Bu sonuglar siganlara uyguladigimiz sivi ve
beslemenin yeterli oldugunu gosterdi. MV protokolii-
miiziin dengeyi silirdiirmede basarili olup olmadigini
tespit etmek icin MV periyodu boyunca monitorize etti-
gimiz arteriyel kan basinci ve kalp hizi fizyolojik aralik
i¢inde siirdii.

Diafragmadaki Oksidatif Stres

Kontrol, plasebo ve teofilin gruplarinda diafragma do-
kusunda olgiilen oksidatif stres belirteclerinin aktivite
ve seviyeleri Tablo 1’de 6zetlenmektedir. Kontrol gru-
buyla karsilastirildiginda MV uygulanan plasebo gru-
bunda (grup 2) SOD ve XO aktiviteleri ile NO seviyesin-
de istatistiksel olarak anlamlilik gosteren belirgin artis
mevcuttu (p<0,05). MDA seviyesinde de artis egilimi
olmasina ragmen bu artis istatistiksel anlamlilik sinirla-
r1 igerisinde degildi (p>0,05). Teofilin verilen grup 3’de
ise MDA seviyesi ve XO aktivitesindeki artisin hafifle-
digi, SOD aktivitesi ve NO seviyesindeki artisin devam
ettigi saptandi. Plasebo grubuyla karsilastirildiginda te-
ofilin alan grupta sadece SOD aktivitesindeki artis an-
lamlilik gosterirken (p<0,05), NO seviyesindeki artis ile
MDA seviyesi ve XO aktivitesindeki azalma istatistiksel
anlamlilik géstermiyordu (p>0,05).

Akciger Dokusundaki Oksidatif Stres

Kontrol, plasebo ve teofilin gruplarinda akciger doku-
sunda ol¢iilen oksidatif stres belirteglerinin aktivite ve
seviyeleri Tablo 2’de 6zetlenmektedir. Kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda MV uygulanan plasebo grubunda
(grup 2) SOD ve XO aktiviteleri ile MDA ve NO seviye-
lerinde artis olmasina ragmen sadece XO aktivitesindeki
artig istatistiksel anlamlilik gosteriyordu (p<0,05). Teo-
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Tablo 1: Diafragma dokusundaki oksidatif stres belirteclerinin gruplar arasindaki dagilimi

Kontrol Mv MV + Teofilin
(ort. £ SS) (ort. + SS) (ort. £ SS)
MDA
3.83+0.54 5.78 + 3.86 4.37 +2.19
(nmol /g yas doku)
NO (pmol/g protein) 0.05 + 0.01 0.14 +£ 0.092 0.24 +0.14
XO (U/g protein) 0.61+0.46 1.76 £ 0.982 1.37 £0.52
SOD (U/mg protein) 0.010 + 0,01 0.074 £ 0.022 0.096 + 0.03°
MDA: malondialdehit, NO: nitrik oksit, SOD: superoksit dismutaz, XO: ksantin oksidaz
p < 0.05: kontrol grubuyla karsilastirildiginda; ® p < 0.05: MV grubuyla karsilastirildiginda
Tablo 2: Akciger dokusundaki oksidatif stres belirteglerinin gruplar arasindaki dagilimi
Kontrol Mv MV + Teofilin
(ort. £ SS) (ort. = SS) (ort. £ SS)
MDA
6.06 + 1.37 7.32 +2,27 5.51 +1.01
(nmol /g yas doku)
NO (umol/g protein) 0.21 £0.05 0.28 +0.11 0,36 +0, 13
XO (U/g protein) 0.36 +1.16 2.26 +1.612 0.39 +£0.23°
SOD (U/mg protein) 0.05 +0.01 0.06 +0.02 0.08 +0.04

MDA: malondialdehit, NO: nitrik oksit, SOD: superoksit dismutaz, XO: ksantin oksidaz
p < 0.05: kontrol grubuyla karsilastirildiginda; *p < 0.001: MV grubuyla karsilastirildiginda

filin verilen grup 3’de ise MDA seviyesi ve XO aktivi-
tesindeki artigin hafifledigi, SOD aktivitesi ve NO sevi-
yesindeki artisin devam ettigi saptandi. Teofilin verilen
grupta XO aktivitesi kontrol grubunun XO aktivitesine
yakin degerdeydi. Plasebo grubuyla karsilastirildiginda
teofilin alan grupta sadece XO aktivitesindeki azalma
anlamlilik gosterirken (p<0,001), MDA seviyesindeki
azalma, SOD aktivitesi ve NO seviyelerindeki artis ista-
tistiksel anlamlilik géstermiyordu (p>0,05).

Sistemik Oksidatif Stres

Kontrol, plasebo ve teofilin gruplarinda plazmada 6lgi-
len oksidatif stres belirteglerinin aktivite ve seviyeleri
Tablo 3’de 6zetlenmektedir. Kontrol grubuyla karsilas-
tirilldiginda MV uygulanan plasebo grubunda SOD ve
XO aktiviteleri ile MDA seviyesinde istatistiksel olarak
anlamlilik gosteren belirgin artis mevcuttu (p<0,05).
NO seviyesinde de artig egilimi olmasina ragmen bu
artig istatistiksel anlamlilik sinirlart igerisinde degildi
(p>0,05). Teofilin verilen grup 3’de ise MDA seviyesi ve
XO aktivitesindeki artisin hafifledigi, SOD aktivitesi ve
NO seviyesindeki artigin devam ettigi saptandi. Teofilin
verilen grupta MDA seviyesi kontrol grubununkine ben-
zerdi. Plasebo grubuyla karsilastirildiginda teofilin alan
grupta MDA seviyesindeki azalma (p<0,001) ve NO se-
viyelerindeki artis (p<0,05) anlamlilik gésterirken, XO
aktivitesindeki azalma ve SOD aktivitesindeki artis ista-
tistiksel anlamlilik géstermiyordu (p>0,05).
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Iskelet kaslarinda oksidatif stresin, kasin kasilma gii-
ciinde bozulmaya sebep oldugu iyi bilinmektedir. Bir-
¢ok arastirici oksidatif stresin maksimum frekanslar-
daki uygulanan elektriksel uyarilara ragmen kasin
kasilma giiclinii azalttigini gostermistir [15]. Teorik ola-
rak serbest oksijen radikallerinin {iretiminin kontraktil
kaslarda daha yiiksek diizeylerde, hareketsiz kaslarda
daha diistik diizeylerde olmasi beklenmesine ragmen,
ilk olarak Konda ve ark. [16] hareketsiz iskelet kasla-
rinda da oksidatif hasarin olustugunu ve bu hasarin kas
atrofisine katkisi oldugunu gostermislerdir. Benzer ola-
rak kontrollii MV (KMV) modunda MV siiresince hem
sag hem de sol diafragma kasilmaz ancak MV’a bagli
olarak akcigerlerin mekanik genislemesi nedeniyle di-
afragmanin kas lifleri tekrarlayan pasif kisalmaya ma-
ruz kalirlar [17,18]. Glinlimiizde oksidan iiriiniin tipi ve
iiretim hizinin, mekanik olarak inaktif ve pasif kisalan
diafragma kasinda, hareketsiz iskelet kaslarindakilere
benzer olup olmadigi halen tam olarak bilinmemektedir.
Ancak son yillarda yapilan bir¢ok deneysel calismada
KMYV uygulanmasi sonucu gelisen VBDD gelismesinde
serbest oksijen radikallerinin 6nemli yeri oldugu goste-
rilmistir [2,3,6,19,20]. Benzer olarak biz de kendi deney-
sel calismamizda kontrollii modda MV uygulamasinin
sican diafragmasinda serbest oksijen radikallerinin iire-
timine neden oldugunu gosterdik. Ayrica diafragmada-
ki oksidatif yangiya ilave olarak akciger dokusunda ve
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Tablo 3: Plazmadaki oksidatif stres belirteglerinin gruplar arasindaki dagilimi

Kontrol Mv MV + Teofilin
(ort. = SS) (ort. = SS) (ort. £ SS)
MDA (nmol /L) 0.35+0.12 1.09 +0.182 0.36 + 0.96°
NO (pmol/L) 19.3+8.6 22,3+5/1 29.7 +4.5°
XO (U/mL) 7.76 +1.29 14.04 + 1.402 1242 +1.44
SOD (U/mL) 2.06 +0.81 5.24 £ 0,702 5.76 + 2.05

MDA: malondialdehit, NO: nitrik oksit, SOD: superoksit dismutaz, XO: ksantin oksidaz
ap < 0.05: kontrol grubuyla karsilastirildiginda; *p < 0.001: MV grubuyla karsilastirildiginda; ¢p < 0.05: MV grubuyla karsilagtirildiginda

plazmada da serbest oksijen tiirevlerinde artis oldugunu
saptadik.

Gliniimiizde VBDD’nun oksidatif stresle direkt olarak
iligkili oldugu ac¢ik olarak ortaya konulmustur. KMV,
diafragmanin kas liflerinde oksidize proteinlerin art-
masina sebep olur. VBDD gelisiminde bu artmis protein
oksidasyonu 6nemli bir yer tutmaktadir. Ciinkii orta de-
recede oksidize olmus proteinler proteazlar tarafindan
proteolitik bozulmaya daha fazla duyarhdirlar [21,22].
Bu nedenle proteinlerin oksidatif modifikasyonu diaf-
ragma kas liflerinde protein yikilisini hizlandirmakta
ve bu proteolitik yikim diafragma atrofisi ile sonuglan-
maktadir. Caligmamizda da MV uygulanan siganlarin
diafragmasinda kontrol grubuna gére XO aktivitesi ve
NO seviyesindeki anlamli artisin olmasi, MV’a bagh
diafragmadaki oksidatif hasarin protein oksidasyonu
yoluyla oldugunu diistindiirmektedir.

MV’a bagl diafragmatik oksidatif hasardan sorumlu
oksidan iiretim yolaklar1 hala tam olarak bilinmemekte-
dir. Whidden ve ark. [23] yaptiklar1 deneysel ¢alismada
MV’a bagl olarak siganlarin diafragmasinda XO akti-
vitesinin arttigint ve bir XO inhibitéri olan oksipiiri-
nolun bu aktivite artigini hafiflettigini, dolayisiyla XO
yolaginin diafragmatik oksidatif hasara 6nemli katkisi-
nin oldugunu vurgulamislardir. Benzer sekilde Lawler
ve ark. [24] siganlar tizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada,
artmig XO aktivitesinin 6nemli derecede yorulmus di-
afragmada seyirme ve diisiik frekans gerilimini baskila-
digin1 gostermiglerdir. Yine Vina ve ark. [25] yaptiklari
bir calismada hem siganlarda hem de insanlarda artmis
XO aktivitesinin yorucu egzersiz siiresince doku ha-
sar1 ve serbest radikal {iretiminden sorumlu oldugunu
ispatlamiglardir. Ksantin oksidorediiktaz (XOR) piirin
katabolizmasinda rol oynayan hiicre i¢i bir enzimdir.
Bu enzim spesifik olarak hipoksantin ve ksantinin tirik
asite indirgenmesini katalize eder. XOR’n ksantin de-
hidrogenaz (XDH) ve XO olmak iizere baslica iki formu
vardir. XDH piirin katabolizmasinda elektron alict ola-
rak NAD"1 kullanirken XO elektron alici olarak mole-
kiiler oksijeni kullanir ve hipoksantin-ksantini iirik asit
ve stiperoksite indirger. Bu yolakla iskelet kasinda XO
seviyesine bagli olarak bir oksijen serbest radikali olan
siiperoksit seviyesi artar [26]. SOD enzimi siiperoksit
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radikalini zararsiz hale getirir. Organizmada substrat
olarak serbest radikal kullanan tek enzim SOD’d1r. Hiic-
re iginde mitokondiride dogal olarak bulunan bir enzim
olan SOD, siiperoksit radikallerini daha az reaktif olan
hidroksi peroksid formuna ¢evirir. Bdylece hiicresel bol-
melerdeki siiperoksit diizeylerini kontrol ederek dnemli
bir savunma saglar [27]. Caillaud ve ark. [28] siganlarda
yaptiklar1 bir ¢alismada, iskelet kasiyla karsilastirildi-
ginda hem akciger hem de diafragmada SOD ve glu-
tatyon peroksidaz aktivitelerinin bazal degerden daha
yiksek bulmuslardir. Akciger ve diafragmanin antiok-
sidan kapasitesinin iskelet kas sisteminden daha yiiksek
oldugunu bildirmislerdir. Supinski ve ark. [29] yaptikla-
r1 bir ¢alismada, serbest radikal tiiketicilerin (polietilen
glikol emdirilmis SOD) dnceden uygulanmasinin diigitk
frekans uyarisi ile olusan diafragma yorgunlugunu 6n-
ledigini gostermislerdir. Bizim c¢aligmamizda da, MV
uygulanan sigcanlarin difragmalarinda XO ve SOD ak-
tiviteleri anlamli olarak artmisti. Bu sonug ise diafrag-
madaki oksidatif stresin XO yolag1 lizerinden siiperoksit
radikallerinin iiretiminin artigi ile saglandigini destek-
lemektedir.

Calismamizda ekstraseliiler 6rneklerde SOD o6lgiimii
i¢in kullanmis oldugumuz Sun ve ark.’nin [13] metodun-
da reaksiyonu durdurmak i¢in kullanilan CuCl, peptit
baglari ile reaksiyon verebilmektedir. Metoda bagli yan-
liliktan kurtulabilmek amacryla calismamizda ekstra-
seliiler drneklerde SOD 6l¢iimii i¢in Durak ve ark.’nin
[14] gelistirdikleri modifikasyonu kullandik. Ayrica ¢a-
lismamiz vaka ve kontrol gruplar1 arasindaki fark: ince-
lemektedir. Dolayistyla, CuCl,’lin sebep olacagi peptit
baglarina bagli renklendirmeden her {i¢ deney grubu da
ayn1 oranda etkilenebilecegi i¢cin metoda bagl yanlilik-
tan kurtuldugumuzu sdyleyebiliriz.

Hem hayvan hem insan ¢alismalarinda teofilinin etki-
si arastirildiginda diafragma kasinda kasilma giiclinii
artirdig1 gosterilmis ve bu artmanin tam mekanizmasi
agiklanamamistir. Kemirgenlerde yapilan in vitro calis-
malarda teofilinin diafragma kasinda kasilma giiciinii
diizelttigi ve yorgunluga kars1 koruyucu bir etki yapa-
bilecegi gosterilmistir [30,31]. Teofilinin birgok etkisi
ve yan etkisi oldugu iyi bilinmesine karsin, antioksidan
bir 6zellige sahip olup olmadig bilinmemektedir ve li-
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teratiir taramasinda da antioksidan 6zelliginin oldugunu
gosteren verilere rastlanmamistir. Bizim ¢aligmamizda,
teofilin verilen sicanlarda diafragmada, akciger doku-
sunda ve plazmada oksidatif stresin baskilandigini goz-
lemledik. Teofilin verilen grupta antioksidan bir enzim
olan SOD aktivitesindeki artisin anlamlilik gostererek
devam etmesi, XO aktivitesindeki artisin hafifleme egi-
liminde olmasi, teofilinin diafragmadaki oksidatif stresi
SOD iizerinden olugmus siiperoksit radikalini temizle-
yerek ve XO aktivitesini baskilay1p sliperoksit tiretimini
azaltarak hafifletmis olabilecegini diisiindiirmektedir.
Teofilin verilen sicanlarda MV’a bagl diafragmatik
oksidatif stresin tam olarak bloke edilemedigi gozlem-
lenmistir. Bu durum verilen teofilin dozu ve teofilin
verme siiresiyle iliskili olabilecegi gibi, diafragmada
serbest oksijen radikallerini iireten ve teofilin ile bas-
kilanamayan aktif bagka yolaklarin olabilecegini akla
getirmektedir. Calismamizda, MV uygulanan siganlarin
hem diafragma dokusunda hem de akciger dokusu ve
plazmalarinda NO seviyesinin arttigini saptadik. flging
olarak, teofilin verilen siganlarda NO seviyesindeki bu
artigin, diafragma, akciger ve plazmanin her {igiinde de
devam ettigini, XO gibi teofilin tarafindan baskilanma-
digin1 gozlemledik. Frank ve ark. [32] yiiksek volim-
le ventile olan sicanlarin diafragmasinda NO sentetaz
aktivitesinin 3 kat arttigin1 gostermislerdir. Zhu ve ark.
[33] NO’in in vitro si¢an diafragmasinin izometrik ka-
silmasini azalttigini bildirmislerdir. Albertini ve ark.
[34] yaptig1 bir calismada endojen NO iiretimini bloke
eden L-NAME (NG-nitro-L-arginine methyl ester) uy-
gulamasindan sonra diafragmatik giiciin zayiflamadigi-
n1, ancak hem L-NAME hem de sodyum nitroprussid
(NO’in bir vericisi) uygulandiginda diafragmatik daya-
niklilik kapasitesinde énemli bir azalma oldugunu sap-
tamiglardir. Van Gammeren ve ark. [19] ise siganlarda
yaptiklar1 bir ¢aligmada 18 saatlik MV’un siganlarin di-
afragmalarinda endotelyal NO, NO sentetaz ya da noro-
nal NO sentetazin protein seviyelerinde bir artisa neden
olmadigini géstermislerdir.

Caligmamizda lipid peroksidasyonun &nemli son iiriin-
lerinden olan MDA seviyesindeki artisin MV uygulanan
sicanlarin diafragmasinda kontrol grubuna gore anlam-
lilik gostermemesi, MV’a bagl diafragmadaki oksidatif
hasarda lipit peroksidasyonunun énemli bir yeri olmadi-
g1 fikrini vermektedir. MV’a bagli diafragmadaki oksi-
datif streste lipit peroksidasyonunun rolii halen tartigmali
bir konu olup, her ne kadar genel fikir lipit peroksidasyo-
nunun katkisi oldugu yoniinde olsa da bu konuda heniiz
tam bir fikir birligi bulunmamaktadir. Calismamizla
benzer olarak Caillaud ve ark. [28] sicanlarda yaptiklari
bir ¢calismada diafragmada MDA konsantrasyonlarinin
o6nemli derecede degismedigini bildirirken, Supinski ve
ark. [29] diafragma dokusunda serbest radikal aracilt li-
pit peroksidasyonunun bir belirteci olan thiobarbiturik
asit reaktif substanslarinin azaldigini ve diafragma yor-
gunlugunun gelisme hizint azalttigini rapor etmislerdir.
Yine bir¢ok deneysel ¢aligmada lipit peroksidasyonunun
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MV’a bagh diafragmadaki oksidatif strese katkisinin
oldugu bildirilmistir [2-4,23]. Calismamamizda MV uy-
gulanan siganlarin diafragmalarinda MDA seviyesinde
artis olmamasina ragmen, plazma MDA seviyelerinde
istatiksel anlamlilik gosteren artig olmustur.

Powers ve ark. [17] VBDD’nun baslangigta hizla gelis-
tigini (12 saat) ve kasilma giiciindeki bu bozulmanin
ventilatdrde gegen zamanla 6zellikle ilk 24 saatlik MV
stiresince ilerledigini ortaya koymuslardir. Bu nedenle
bizim bu deneysel ¢alismamizda, KMV siiresi 24 saat
olarak belirlenmistir. Bu deneysel ¢alismada sican mo-
delini se¢memizin iki sebebi vardir. Birincisi erigkin
siganlarin cerrahi iglemler i¢in yeterli bilyiikliikte ol-
malari, ikincisi ve daha dnemli olani ise insan ve si¢an
diafragmalarinin anatomik 6zellikler, fonksiyon ve kas
lif tipi agisindan benzer 6zelliklerde olmalaridir [35,36].
Anestetik ila¢ olarak sodyum pentobarbitalin secilme-
sinin sebebi ise bu anestezik maddenin oksidatif hasar1
arttirict etkisinin olmadiginin daha 6nceki ¢aligmalarla
kanitlanmis olmasidir [3,17,37].

Sonug olarak bu ¢aligmada birgok yeni ve 6nemli bulgu-
lar ortaya konulmustur. Bunlar sirasiyla; 1- sicanlarda
24 saatlik MV uygulanmasina bagli olarak olusan diaf-
ragmatik oksidatif strese, akciger ve sistemik oksidatif
stresler de eslik etmektedir, 2- diafragmadaki oksidatif
hasar agirlikli olarak protein oksidasyonu yoluyla ol-
maktadir, 3- diafragmadaki bu oksidatif hasar birden
fazla yolakla olmaktadir, ancak bunlar igerisinde baskin
olan XO yolagidir, 4- teofilin hem diafragma dokusun-
da hem de akciger dokusu ve plazmada oksidatif stresi
baskilamaktadir, 5- teofilinin diafragmadaki oksida-
tif stresi SOD iizerinden olusmus siiperoksit radikalini
temizleyerek ve XO aktivitesini baskilayip siiperoksit
iiretimini azaltarak hafifletmis olabilecegi kuvvetle
muhtemeldir. Ancak bu konuyla ilgili daha ¢ok sayida
ve molekiiler diizeyde hayvan ve insan ¢aligsmalarina ih-
tiyag¢ vardir.
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