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ABSTRACT

Aim: In our research on new and previously used agents it is intended to reach
proposals to protect and reduce toxic effects of sulfur mustard against lungs.
Material-Methods: Approximately 60 SD male rats in the same age and weight
were used in our research. One of sulfur mustard group agent the 2-chloroethy!
ethyl sulfide (CEES) known as half mustard was used to form the model. CEES
in 1 mg / kg dose were applied by the intratracheal way. The study is initiated
after creating the groups from experimental animals, sham, control (sulfur
mustard), sulfur mustard+ N-acetylcysteine, sulfur mustard+lipoic acid, sulfur
mustard+mesna and the sulfur mustard+amifostine. After sulfur mustard
toxicity model is created, in 15 minutes the therapeutic agents were begun
to apply. Treatment was administered for 3 days. After this time the rats were
surgically opened under anesthesia applying sternotomy and blood and lung
tissue samples were taken for the purpose of serum analysis. Because of
histopathological evaluation purposes this tissues are taken into Eppendorfs for
10% formalin, biochemical and ELISA assays and stored at -80°C and appropriate
conditions in the refrigerator until the analysis process. Result: Looking at the
results of the mortality rate, 60% mortality rate observed in pathological control
(SM) group, was observed statistically significant to decrease only in Amifostine
and lipoic acid group (respectively viii 10 % and 20% ) In the histopathological
evaluation; in routine H & E-stained tissue sections was made a general
histopathological evaluation and scoring especially with pulmonary edema,
hemorrhage and inflammation evaluations. In the evaluation, it was observed
that more intense edema, hemorrhage and inflammation in pathological control
group (SM) compared to sham group, decreased significantly only in the group
treated with Amifostine and lipoic acid. It was not observed any significant
difference between groups comparing in Serum malondialdehyde (MDA) levels
showing the level of lipid peroxidation caused by oxidative stress, comparing
NOx levels indicating the nitrostatif stress level, the antioxidant enzymes SOD
and GPx levels indicating antioxidant defense level and neopiter levels accepted
as one of inflammation criteria. Conclusion: As a result, in the light of the data
obtained, it needs to be tested in a more appropriate model, whether serum MDA,
SOD, GPx, NOx, as Neopterin oxido- nitrosative , antioxidant parameters would
be used for condition detection and monitoring in acute lung toxicity. Besides
new antioxidants such as Amifostine and a-lipoic acid has been shown to have
promising hope in treatment of acute lung toxicity caused by sulfur mustard.
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Amag: Arastirmamizda, siilfir mustardin (SM) akciger Gzerinde olusturdugu
akut toksisiteye karsi, yeni ve daha énce kullanilmis tedavi edici ajanlarin,
koruyucu ve/veya toksik etkileri azaltici etkileri ile ilgili dnerilere ulasiimasi
amaclanmistir. Gereg-Yontem: Arastirmada yaklasik olarak ayni yas ve
agirliktaki 60 adet SD erkek sican kullaniimistir. Modelin olusturulmasinda
Silfir mustard grubu bir ajan olan ve half-mustard olarak da bilinen
“2-Chloroethyl ethyl sulfide” (CEES) kullanilmistir. CEES 1 mg/kg dozunda
intratrakeal yoldan uygulanmistir. Calismaya deney hayvanlari, sham, kontrol
(stlfar mustard), silfiir mustard+N-Asetilsistein, silftir mustard+lipoik asit,
siilfiir mustard+mesna, siilfiir mustard+amifostin gruplarina ayrildiktan
sonra baglanmigtir. Stilfiir mustard toksisitesi modeli olusturulduktan sonra
15 dk. icinde tedavi edici ajanlar uygulamaya baslanmistir. Tedaviler 3 giin
stireyle uygulanmigtir. Bu siirenin sonunda sicanlar cerrahi anestezi altinda
sternotomi uygulanarak agilmig ve serum incelemesi amaciyla kan ve akciger
doku 6érnekleri alinmistir. Dokular histopatolojik degerlendirme amaciyla
%10°luk formole, biyokimyasal ve ELISA analizleri icin ise ependorflara alinarak
-80°C buzdolabinda analiz iglemlerine kadar uygun kosullarda saklanmigtir.
Bulgular: Oliim oranlarina ait sonuglara baktigimizda, patolojik kontrol (SM)
grubunda gortilen %6011k 61im oraninin sadece istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde Amifostin ve Lipoik asit gruplarinda (sirasiyla %10 ve %20) azaldigi
gdzlemlenmistir. Histopatolojik degerlendirmede ise; Rutin H&E ile boyanan
Akciger doku kesitlerinde 6dem, hemoraji, inflamasyon degerlendirmesi basta
olmak iizere genel histopatolojik degerlendirme ve skorlama yapilmistir. Yapilan
degerlendirmede sham grubuna gdre patolojik kantrol (SM) grubunda gériilen
yogun odem, hemoraji ve inflamasyonun sadece Amifostin ve Lipoik asit
verilen gruplarda anlamli olarak azaldiyi gozlemlenmistir. Serumda, oksidatif
stresin neden oldugu lipid peroksidasyonu diizeyini gdsteren malondialdehit
(MDA) seviyeleri, nitrostatif stres diizeyini gosteren NOx seviyeleri, antioksidan
savunmanin gostergesi olarak kullanilan antioksidan enzimlerden SOD ve GPx
diizeyleri ve inflamasyon kriterlerinden biri olarak kabul edilen neopiterin
diizeyleri yoniyle gruplar arasinda herhangi bir anlamli fark goriilmemistir.
Sonug olarak; elde edilen veriler igiginda serum MDA, SOD, GPx, NOx, Neopterin
gibi oksido-nitrosatif, antioksidan, inflamatuvar parametrelerin akut akciger
toksisitesinde durumun tespit ve takibinde kullanilip kullanilamiyacaginin daha
uygun bir modelde test edilmesi gerektigi, Amifostin ve a-Lipoik Asit gibi yeni
antioksidanlarin stilfiir mustardin olusturdugu akut akciger toksisitesinde umut
vaat ettigi gorilmistir.
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GIiRiS

Kimyasal savas ajanlar tarihsel surecgte, gerek askeri
mucadelelerde gerekse siviller lUzerinde defalarca
kullanilan, kitleler halinde 6lim ve yaralanmalara yol
acan bir grup kimyasalin ortak ismidir. Vezikan (yakici)
ajanlar olarak bilinen ve doz bagimli olarak etki gdsteren
bu ajanlardan mustard gazi, halen antidotu olmamasi

nedeniyle arastirmacilarin ilgisini cekmeye devam
etmektedir (1).

Son yulzyll icerisinde birgok Ulke tarafindan silahli
mucadeleler sirasinda kullanilan mustard gazi, buyuk
dlcekte son olarak Irak tarafindan iran’li asker ve siviller
Uzerinde kullaniimig, binlerce insanin yaralanmasina ve
Olmesine neden olmustur (2).

SM Uretiminin kolay ve ucuz olmasi, depolanma
suresinin uzun olmasi, mortaliteden ¢cok morbiditesinin
yuksek olmasi ve bodylece insanlari uzun yillar boyunca
bakima muhta¢ birakmasi, onun halen popduler bir
savas ajani olarak kalmasina neden olmaktadir. Bunun
yaninda renksiz ve kokusuz formunun uygulanmasi ile
disik farkindalk olusturmasi, akut evrede ¢ok hizl
bulguya rastlanmamasi, sadece bir kez duslk dizeyli
maruziyetinin bile ciddi akut ve kronik problemlere yol
acmasi, toksisitesinin ne derece kuvvetli oldugunun
gOstergesidir (3,4).

1.1 Siilfiir Mustard Maruziyetinin Patolojik Etkileri

Son dénemde SM toksisitesi Uizerine yapilan arastirmalar
sonucunda bir takim ilaglarin yararli etkileri g6zlense de
bunlar SM’ye karsi kesin bir antidot olmaktan uzaktirlar.
Bu ajanin kullanimi sonrasinda hedef kitleler 6lmekten
cok is gbremez hale gelirler. SM’yi bir savas ajani olarak
popduler kilan akciger, goz ve deri Uzerindeki etkileridir.
SM, bunun yaninda nazofarinkste, immin sistemde,
sindirim sisteminde, Ureme sisteminde, bobreklerde,
buyime ve gelisme Uzerinde ciddi patolojilere yola
acmaktadir. Ayrica hematolojik sistem tzerinde énemli
hasarlara neden olarak kanser riskinde belirgin bir artisa
neden olmaktadir (5,6).

1.1.1 Akcigerler

SM’ye yogun sekilde maruz kalmis insanlarda ilk birkac
haftadan sonra gelisen 6lim vakalarinin cogu solunum
yolunda olusan problemlerden kaynaklanmaktadir
(7). Hasta icin ¢ok rahatsiz edici olan bu problemler
mustard gazinin yliksek orandaki kimyasal tepkime
Ozelliginden dolayi akut safhada Ust solunum yollarinda
gelismeye baslar (8). Nazal mukozadan terminal
bronsiyollere kadar tim hava yollarinda etkiler ortaya
cikar. Burun ve sinuslerde agriyla baslayan semptomlar
sekresyon artigl, bogaz agrisi ve sonrasinda burun
kanamasi ile karakterizedir. Difteri hastaligina benzer
pséddmembranlar olusarak havayollarinda tika¢
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olusumuna sebep olabilir (9). Yiksek dozda laringeal
hasar sesin kisilmasi, catallasmasi ve sonrasinda
hastanin bogulma hissine kapilmasina sebep olabilir.
ileri diizeyde maruziyet trakeobronsit, siddetli &kstiriik,
dispne ve alveoler kanama ile sonlanabilir. Bitln
bunlara bagli olarak solunum yollari enfeksiyonu ise akut
dénemde beklenen bir durumdur. SM’nin inhalasyonu
sonrasinda tasipne ve buna bagl olarak respiratuar
alkaloz ortaya cikabilir. Uzayan dénemde pulmoner
6dem tablosu, epitel hiicre hasari ve surfaktan azalmasi
blyik olasilikla akut respiratuvar distres sendromunda
(ARDS) oldugu gibi asidoza yol agar (10).

SM’nin uzun dénem komplikasyonlarinin akut dénem
mekanizmalarindan farkl oldugu disltndlmektedir. Bu
nedenle akut ddnemde ajan maruziyeti sonrasinda hicbir
belirti vermeyen insanlar da bile gesitli rahatsizliklarin
ortaya c¢ikmasi beklenebilir. Kronik déneme bagh
semptomlar yine tim hava yollarinda olussa bile
solunum agacinda ortaya ¢ikan bozukluklar bunlarin en
sik olanidir. Tek doz ylksek mariziyet dahi mukozada
kalinlasmaya ve inat¢i ksuriklere sebep olabilmektedir.
Bronsiyal duvar kalinlasmasi ve bronsektazi gortilebilir.
interstisyel akciger hastaligi ve amfizem gelisebilir.
Pndédmoni, bronsiyolit, pulmoner fibrozis ortaya
cikabilecek 6nemli problemlerdendir. Pulmoner agacta
olusan papiller tarzdaki olusumlar zamanla stenoza
neden olur. Ayrica ajanin Uretildigi fabrikalarda galisan
iscilerde bronsiyal sistemde kanser olusumu ve KOAH
hastaligi goriilme riskinin arttigi bildirilmistir (11)

1.2. Bilinen Mekanizmalar Isiginda Mustard Gazinin
Fizyopatolojisi

Mustard gazi lipofilik 8zelligi nedeniyle kolayca ve hizh
bicimde viicuda girer. Bu asamadan sonra SM etilen
stlfonyum ara bilesigine déntserek elektrofilik 6zellik
kazanan bu ajanin temel olarak egilimi DNA lzerindeki
makromolekiler yapilara baglanma yoénindedir.
Bu esnada oksidatif-nitrosatif strese, inflamasyon
reaksiyonlarina ve DNA alkilizasyonuna yol agan mustard
gazinin vicutta olusturmus oldugu hasar farkl birgok
mekanizma Uzerinden olusturdugu distnilmektedir
(12,13).

Arastirmamiz, bir SM tirevi olan half-mustard ile
olusturulan akciger hasarinda, gesitli antioksidan
ajanlarin serum oksidatif/nitrosatif parametreleri, akciger
histopatolojisi ve sagkalim Uzerine olan etkilerini ortaya
koymayl amaclamaktadir.

2. GEREC-YONTEM

2.1. Deney Hayvanlari

Arastirmamiz,GATA Komutanhgi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu'nun, 11 Temmuz 2014 tarih ve 13/120 sayili
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toplanti karari ile onaylanmistir. Calismamizda 200-250
g agirhgindaki, toplam 60 adet Sprague-Dawley tiri
erkek sican kullanildi. Sicanlar basit rastgele érnekleme
yéntemiyle Sham, patolojik kontrol (SM), SM+AMF,
SM+LA, SM+Mesna ve SM+NAC olmak Uzere 6 gruba
ayrildi.

Sicanlar, GATA Arastirma ve Gelistirme Merkezi-
Deney Hayvanlari Bolimi’nden temin edilerek ¢alisma
slresince ayni laboratuvar kosullarinda tutuldu.
Calismaya baslamadan énce 7 giin sireyle aklimatize
edilen sicanlar, 23-25 oC sicakliktaki ortamda tutularak,
ticari sican yemi ve normal musluk suyuyla beslendi.
Calismada mustard grubu ajan olarak half mustard
olarak da bilinen Chlorethyl-ethyl Sulfide (CEES)
kullanilmistir.

2.2. Deney Gruplari

1. Sham Grubu: Bu gruptaki hayvanlara kontrol ve
deney gruplarina verilen miktarda (100pl) intratrakeal
izotonik NaCL mayi uygulandi. Tedavi olarak ise
herhangi bir uygulama yapiimadi.

2. SM Grubu: Bu gruptaki hayvanlara 1 mg/kg dozunda
100pl izotonik NaCL iginde ¢ozilen CEES toksisite
modelini olusturmak amaciyla intratrakeal olarak
uygulandi. Uygulamayi takiben 15. dk’da baslamak
Uzere U¢ gln boyunca sabah ve aksam intraperitoneal
izotonik NaCL uygulandi.

3. SM + AMF Grubu: Bu gruptaki hayvanlara 1 mg/
kg dozunda 100pl izotonik NaCL iginde ¢dzilen CEES
toksisite modelini olusturmak amaciyla intratrakeal
olarak uygulandi. Daha sonra amifostin 200 mg/kg/gin
dozunda uygulamayi takiben 15 dk.’da baslamak tzere
72. saate kadar 12 saat arayla sabah ve aksam toplam
6 doz intraperitoneal yoldan tedavi amaciyla uygulandi.

4. SM + LA Grubu: Bu gruptaki hayvanlara 1 mg/kg
dozunda 100pl izotonik NaCL icinde ¢ozilen CEES
toksisite modelini olusturmak amaciyla intratrakeal
olarak uygulandi. Daha sonra LA 100 mg/kg/gin
dozunda uygulamayi takiben 15 dk.’da baglamak tzere

Tablo 1. Deney ve kontrol gruplarinin uygulama-zaman ve doz gizelgesi

Gruplar

72. saate kadar 12 saat arayla sabah ve aksam toplam
6 doz intraperitoneal yoldan tedavi amaciyla uygulandi.

5. SM + Mesna; Bu gruptaki hayvanlara 1 mg/kg
dozunda 100yl izotonik NaCL icinde ¢dzilen CEES
toksisite modelini olusturmak amaciyla intratrakeal
olarak uygulandi. Daha sonra Mesna 64 mg/kg/giin giin
dozunda uygulamayi takiben 15 dk.’da baslamak tzere
72. saate kadar 12 saat arayla sabah ve aksam toplam
6 doz intraperitoneal yoldan tedavi amaciyla uygulandi.

6. SM + NAC: Bu gruptaki hayvanlara 1 mg/kg dozunda
100yp! izotonik NaCL iginde ¢ozllen CEES toksisite
modelini olusturmak amaciyla intratrakeal olarak
uygulandi. Daha sonra NAC 150 mg/kg/gun dozunda
uygulamayi takiben 15 dk.’da baslamak Uzere 72. saate
kadar 12 saat arayla sabah ve aksam toplam 6 doz
intraperitoneal yoldan tedavi amaciyla uygulandi.

2.3. Silfir Mustard Akut Akciger Toksisitesi
Modelinin Olusturulmasi

Mustard grubu ajanlarin neden oldugu akut toksisite
modelinin olusturulmasi amaciyla siganlar, 45 mg/
kg ketamin + 5 mg/kg ksilazin anestezisi uyutularak
sicak ortamda beklemeye alindi (Sekil 1-2). Uygulama
sirasinda olusabilecek olasi SM kontaminasyonu riskine
kars! koruyucu tedbirler alindi. Daha sonra Sham ve
SM gruplarindan baslayarak intratrakeal uygulamalar
gerceklestirildi (Sekil 3-4). Uygulamay takiben uygun
bir slre gbzlem altinda tutularak 15dk sonra tedavileri
verilen sicanlar kafeslerine alindi.

2.4. Doku ve Serum Orneklerinin Alinmasi

Uclinci gliniin sonunda sicanlara ketamin (100mg/
kg) + ksilazin (5mg/kg) uygulanarak cerrahi anestezi
olusturuldu. Anestezi gerceklestikten sonra, siganlar
icin 6zel olarak hazirlanmis cerrahi islem bdlimiinde,
supine pozisyonda igneler yardimiyla cerrahi iglemin
yapilacagl masaya sabitlendi (Sekil 5). islem icin
kullaniimasi planlanan diseksiyon seti yardimiyla torasik
kavite sternum altindan koltuk altina kadar acildi (Sekil

Uygulama Giinleri

15. dk
Sham (n=10)
SM (n=10) SF
SM + AMF (n=10) AMF
SM + LA (n=10) a-LA
SM + Mesna (n=10) M
SM + NAC (n=10) NAC
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1. glin 2. glin 3. glin Doz

SF SF SF 250yl
AMF AMF AMF 200 mg/kg/glin
a-LA a-LA a-LA 100 mg/kg/giin
M M M 64 mg/kg/gin
NAC NAC NAC I1(g /gi]n1 50 mg/
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Sekil 1. Anestezi amaciyla insilin ignesi kullanilarak sol ayak Sekil 2. intratrakeal siilfiir mustard uygulamasi icin kulanilan platform
quadriseps kasi igine ketamin (45mg/kg) + ksilazin (5mg/kg) Uizerinde sigan’a uygun pozisyonun verilmesi.
uygulamasi.

Sekil 4. Cerrahi anestezi dlizeyi saglandiktan sonra islem masasina
sicanlarin supine pozisyonda sabitlenmesi.

| .
Sekil 3. Gerekli koruyucu tedbirlerin alinarak

uygulama icin gerekli olan aletler yardimiyla
intratrakeal siilfur mustard uygulamasinin yapilmasi

Tk ¢ )

Sekil 5. Cerrahi aletler yardimiyla sternum alti median kesi Sekil 6. Toraks ekspozisyonu sonrasinda 10 cc’lik enjektor
yontemi ile kesi hattinin koltuk altlarina kadar genisletiimesi ile yardimiyla kan 6rneklemesi amaciyla sag atrium ponksiyonu
sternotomi ve toraks ekspozisyonu. ile kanin alinarak diiz tipe koyulmasi.
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Sekil 7. Kan 6rneklemesi sonrasinda akciger dokusunun hizla
cikariimasi.

6). Toraks'in agilarak ortaya konmasindan sonra 10cc’lik
enjektdér yardimiyla sag atriumdan kan &rnekleri alindi
(Sekil 7). Sag ventrikul araciligi ile akciger dokusundaki
muhtemel kan dokusu kalintisi izotonik mayi ile yikanarak
temizlendi. Daha sonra akciger dokusu derhal cikartildi
(Sekil 8). Sag akciger histopatolojik degerlendirme
amaciyla %10’luk formaldehit icerisine, sol akciger ise
Uc¢ ayri parcaya ayrilip ependorfa konularak sivi nitrojen
yardimiyla donduruldu ve -80°C’de muhafaza edildi.
Alinan kan érnekleri ise 4500 devirde 10 dk sureyle
santrifUje (eppendorf-centrifuge 5804 R) edilerek, alinan
stipernatanlar iki ayn alikot halinde -80°C’de muhafaza
edildi.

2.5. Histopatolojik Analizler

2.5.1. Doku Takibi

Akciger dokusu, doku takip cihazinda (Thermo Scientific,
Tissue Excelsior ES, ingiltere) formalin (1,5 saat), alkol
(6 saat), ksilen (3 saat) ve parafinden (4 saat) gegirildi.

2.5.2. Parafine G6mme

Takibi biten dokular, doku gémme cihazina (Sakura,
Tiyssue TEK, Japonya) alinarak Miller metodu ile parafin
blok haline getirildi. Her sicanin akcigerinden alinan lGger
adet dokunun ayni preparat Uzerinde incelenebilmesi
amaciyla Miller metodu kullaniimistir.

2.5.3. Kesit Alinmasi

Parafin bloklardan mikrotom cihazinda (Microm, HM
3558, Almanya) 5 mikron kalinhiginda birer kesit alindi,
deparafinizasyon sonrasi dokulardaki histopatolojik
degisikliklerin incelenebilmesi amaciyla hematoksilen-
eozin boyasi ile boyandi. Bir patolog tarafindan tek kérll
calisma prensibi ile 1sik mikroskobunda incelendi.

2.5.4. Hematoksilen-Eozin (H&E) Boyama Yéntemi

Sulfur mustard akut akciger toksisitesi modeli
uygulanmis ve uygulanmamis gruplar arasinda akciger
hasar farkini histolojik olarak gdsterebilmek amaciyla
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Sekil 8. Akciger dokusunun histopatolojik inceleme amaciyla %10’luk
formaldehite, biyokimyasal analizler icin ependorflara alinmasi.

bu yéntem uygulanmistir. Lam Uzerine alinan dokular
deparafinizasyon icin 70°C lik etlivde 30 dakika
(Uzerindeki parafin tamamen eriyene kadar) tutulduktan
sonra (Leica, ST5020, Almanya) doku boyama cihazinda
H&E boyama icin 6nce sira ile; ksilen 2x15 dk, %100
alkol 10 dk, %90 alkol 10 dk, %70 alkol 10 dk gegirilerek
deparafinize edildi.

Son olarak dokular dehidratasyon igin siraile; % 70 alkol
(8-5 sn), %90 alkol (3-5 sn), %100 alkol (3-5 sn), ksilen
(2x10 dk)’ den gegirilerek entellan ve lamel ile dokular
kapatildi. Amonyak sollsyonu; 500 ml distile suya, 2
damla amonyak damlatilarak, asit-alkol sollisyonu; 1400
ml distile su icine 600 ml etil-alkol, 6 ml hidroklorik asit
(HCL) eklenerek hazirlandi.

2.5.5. Histopatolojik Degerlendirme

Mikroskopik olarak akcigerlerdeki histopatolojik
degisiklikler; grade  0-1; normal gériinimde akciger,
grade 1-2; interstisyumda hafif derecede &édem ve
konjesyon, grade 3-5; interstisyumda orta derecede
ddem ve konjesyon, grade 6-8; interstisyumda belirgin
konjesyon, ddem, grade 9-11; interstisyumda belirgin
konjesyon, 6dem, alveollerde yaygin 6dem, konjesyon,
grade 12-15; interstisyumda belirgin konjesyon, 6dem,
alveollerde yaygin 6édem, konjesyon, fokal hyalen
membran olusumu olusumu olarak degerlendirildi.

2.6. Biyokimyasal Analizler

Oncelikle, serum protein seviyeleri BCA kiti (Thermo
Scientific PierceTM BCA Protein Assay Kit) ile
olclimuUstir (14). Lipid peroksidasyon diizeyleri Ohkawa
yontemi kullanilarak tiyobarbittirik asit (TBA) reaksiyonu
ile dlctldd (15). Bu yontem, 535 nm’de MDA (MDA)
ile TBA’'nin reaksiyonu sirasinda olusturulan rengin
bir spektrofotometrik dlctiminin elde edilmesi icin
kullanilmigtir. Bu amagla,100g/2.5ml trikloroasetik asit
¢Ozeltisi 0.5 ml seruma her bir santriflj tlpU icinde
olacak sekilde ilave edildi ve 15 dakika sire ile kaynar su
banyosuna yerlestirildi. Karisim sogutuldu ve 10 dakika
sure ile 1000 g’de santriflje edildi. Daha sonra, serumun

151



Kalkan & Topal: Sulfur mustard, lung damage and antioxidants

2 ml’si, 6.7 g/| TBA sollisyonun 1 ml’'sine ilave edildi ve
15 dakika boyunca bir kaynar su banyosuna yerlestirildi.
Cozelti daha sonra sogutuldu ve absorbans derecesi
bir spektrofotometre (Moleculer Device Filter Max F5
Multi-Made Microplate Reader) kullanilarak ol¢uldi.
MDA seviyeleri mmol/gprotein olarak ifade edildi.

SOD aktivitesi Sun’in nitroblue tetrazolyum (NBT)
yontemi kullanilarak 6l¢ildi (16). Sidir karacigerinden
elde edilmis 10 mg Cu-Zn SOD igeren stok ¢ozeltisi 10
ml izotonik tuzlu su icinde ¢ézindUurtldikten sonra analiz
sirasinda kullaniimadan énce 600 pg/l oraninda distile
su yardimiyla dilUe edildi. SOD analiz reaktifi takip eden
reaktif gruplarinin kombinasyonundan olugsmaktaydi:
80 ml’lik 0.3 mmol/L ksantin ¢dzeltisi, 40 ml’lik 0.6
mmol/L etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ¢ozeltisi,
40 ml’'lik 150 umol/L NBT solisyonu, 24 ml’lik 400
mmol/I Na2CO83 ¢ézeltisi ve 12 ml sigir serum albimini.
Numuneler, enzim aktivitesinin analizinden 6nce etanol-
kloroform (62.5/ %37.5) ekstresine tabi tutulmustur.
Kisaca, 400 pl buz soguklugunda etanol/kloroform
karisimi 250 pl’lik numune tam olarak karistiriimigtir.
30 saniyelik vorteks uygulamasindan sonra 5 dakika
boyunca 4°C’de 3000g de santriflje edilen numunenin
Ust tabakasindaki sulu bdlim toplandi. Toplanan serum,
100 kat dille edildikten sonra, seyreltilen bu sollisyondan
alinan 0.5 ml’lik bdlim Gzerine 2.5 ml SOD analiz reaktifi
eklenerek ortaya cikan karisim analiz icin kullanildi.
NBT superoksit anyonu yardimiyla 560nm’de kuvvetli
absorbsiyon yetenegine sahip olan mavi formazan’a
indirgendi. Bir birim (U) SOD, NBT rediksiyonunu % 50
onleyen protein miktari olarak tanimlanir. Hesaplanan
SOD aktivitesi U/gprotein olarak ifade edilmistir.

GPx aktivitesi Paglia&Valentine tarafindan tarif
edilen metod kullanilarak olgilmustir (17). Bu metod
kullanilarak GPx aktivitesi, glutatyon rediktaz ve NADPH
oksidasyonu ile birlestirilir. NADPH oksidasyonu,
37°C’de 340 nm’de spektrofotometrik olarak takip edildi.
Reaksiyon karisimi, 50 mmol potasyum fosfat tampon
(pH 7), 1 mmol EDTA, 1 mmol NaN3, 0.2 mmol NADPH,
1 mmol glutatyon ve 1 U/ml glutatyon rediktaz’dan
olusuyordu. 340 nm’deki absorbsiyon, 5 dakika boyunca
kaydedildi. Aktivite her dakikada okside NADPH’in mmol
olarak gizgilerinin egimi ile tanimlandi. GPx aktivitesi U/
gprotein olarak sunuldu.

Neopterin calismasi icin Akgll ve ark. (18) tarafindan
modifiye edilen Alrashad ve ark.’nin (19) gelistirdigi
metot kullanildi. Yéntem, su islemlerden olusmaktaydi;
elde edilen serum &rnekleri, calisma yapilincaya kadar
-800C’de saklandi. Ornek hazirlamak igin 400 L
ornek Uzerine 100 pyL 2M TCA c¢o6zeltisinden eklenip
vortekslendikten sonra +40C’de, 10.000 g’de, 10 dk
santrifyj edildi ve serum alinarak neopterin 6l¢imu icin
kullanildi. Ornek temini ve analize hazirlik asamalarinda
ornekler igiktan korundu.
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Orneklerin neopterin konsantrasyonlarinin
hesaplanmasi i¢in, seri dilisyonla hazirlanmis olan
neopterin standart ¢ozeltilerinin HPLC olgiimiyle elde
edilen pik alanlari, Mikrosoft Excel 2013 programi
kullanilarak konsantrasyon-alan egrisi olusturuldu.
Elde edilen regresyon denklemi kullanilarak érneklerin
konsantrasyonlari hesaplandi.

Ornekler Nitrit+Nitrat (NOx) konsantrasyonlarinin
analizi icin GATA Halk Saghgi laboratuvarindaki iyon
kromotografi cihazi kullanildi (Dionex ICS - 1000,
Sunnyvale, CA, USA ). Nitrik Oksit ¢6ziliminin son
Urdinleri olan nitrit-nitrat seviyelerini belirlemek icin
22 nm enjektor filtreler kullanilarak serum filtrelendi.
Segcici anyon kolon ve aksesuarlar kullanildi (AS-9 HC,
AG-9 HC, Sunnyvale, CA, USA). Orneklerin nitrat ve
nitrit degerlerini lcmek icin ¢esitli konsantrasyonlarda
standart iyon karigimlari kullanildi.

2.7. istatiksel Analiz

Once tim gruplar arasinda “Kruskal Wallis” testi ile
analiz yapildiktan sonra, anlamli sonug¢ veren gruplarin
ikiserli olarak karsilagtirimalarinda denek sayisina uygun
olarak nonparametrik bir yéntem olan “Mann Whitney
U Test” kullanildi. Tim gruplardaki sagkalim i¢in “Chi-
Square Tests” kullanildi. Sonuglar “Median+SEM”
veya “Median(Min-Max)” olarak ifade edildi. istatistiksel
olarak p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

3.BULGULAR

3.1. Klinik Bulgular

Deneyin sonunda sllfir mustard ve tedavi uygulanan
tim gruplarda kilo kaybi, hareketlerde azalma,
uyaranlara tepkilerde azalma oldugu goéruldi. SM+LA
grubunda muhtemelen tedavi icin kullanilan LA’nin sivi
yagda ¢oziindiiriilmesi ve I.P.uygulanmasindan dolay:
ishal gorildi. Sulfur mustard’in direk olarak akcigerlere
verilmesinden dolayi solunum problemleri, agiz ve burun
cevresinde kanl sekresyon gorlntlist mevcuttu. LA
ve AMF grubundaki sicanlarin kontrol ve diger tedavi
gruplarina gére daha hareketli olduklari, uyaran yanitinda
daha iyi tepki verdikleri ve kanli sekresyon gérintisinin
belirgin olarak az oldugu g&zlemlendi.

3.1.1 Sagkalim Oranlarinin Degerlendirilmesi

SUlfir mustard uygulamasi sonrasinda tedavi sliresince
sicanlarda gbzlenen élim oranlar ¢alisma kapsaminda
degerlendirmeye alindi. Uygulama 6ncesi ve slresince
gbzlenen dlumler kaydedildi. Sham grubu hari¢ tim
gruplarda o&lumler gézlemlenmesine karsin sadece
SM+AMF ve LA grubundaki 6lim oranlarinin istatiksel
olarak anlaml bir sagkalim orani ifade ettigi gozlendi
(Tablo 2).
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Tablo 2. Deney sonundaki sagkalim oranlari (Chi-Square Tests)

GRUPLAR ilk Say1 (Adet)
Sham 10
SM 10
SM+Mesna 10
SM+NAC 10
SM+AMF 10
SM+LA 10

2p<0.05 Sham grubuna gére diger gruplarda anlamli artma veya azalma
®p<0.05 SM grubuna gore tedavi gruplarinda anlamli artma veya azalma

Son Sayi (Adet) L izyll(l;l;gére
10 %100
4 %40
6 %60
5 %50
9 %90°
8 %80°

°p<0.05 SM+Mesna veya SM+NAC gruplarina gére SM+AMF ve SM+LA gruplarinda anlaml artma veya azalma
9p<0.05 SM+AMF grubuna gére ve SM+LA grubunda anlamli artma veya azalma

3.1.2. Kilo Takibinin Degerlendirilmesi

Sulfur mustard’in akut dénemde yol actigi toksisite
nedeniyle sicanlarda olusan kilo kaybi da arastirildi.
Deneyin baglangicinda ve tedaviler sonrasinda yapilan
agirlik kontrollerinde, siganlarin kilo kaybettikleri
g6zlendi. Tum gruplarda Sham grubuna gére kilo kaybi
goértlmesine ragmen sadece SM+LA gruptaki kilo
kaybinin istatistiksel olarak anlamh oldugu goézlendi
(p<0.05) (Tablo 3).

3.2. Biyokimyasal Analizlerin Degerlendirilmesi

Serumda, oksidatif stresin neden oldugu lipid
peroksidasyonu dlizeyini gosteren malondialdehit

Tablo 3. Deney basinda ve sonunda hayvan agirliklan (Median+SEM)

GRUPLAR ilk Agirlik (gram)
Sham 330.0+19.6
SM 303.0+16.5
SM+Mesna 344.0+11.8
SM+NAC 340.0+9.1
SM+AMF 358.0+12.2
SM+LA 318.0+19.0

ap<0.05 Sham grubuna gére diger gruplarda anlamli artma veya azalma
°p<0.05 SM grubuna gore tedavi gruplarinda anlamli artma veya azalma

(MDA) seviyeleri, nitrostatif stres dulzeyinin dolayl
bir gdstergesi olan NOx seviyeleri, antioksidan
savunmanin gostergesi olarak kullanilan antioksidan
enzimlerden SOD ve GPx dizeyleri ve inflamasyon
kriterlerinden biri olarak kabul edilen neopiterin diizeyleri
degerlendirildiginde istatistiksel olarak gruplar arasinda
herhangi bir anlamli fark bulunamamistir (Tablo 4).

3.3. Histopatolojik Bulgular

Akciger dokusunun H&E boyamasi ile rutin histopatolojik
degerlendirmesinde, Gere¢ ve Yéntem bdlimde
ayrintilan agiklanan Odem, inflamasyon, Hemoraji
ve Total hasarin degerlendirildigi skorlamada Sham
grubuna gore diger tiim gruplarda Odem, inflamasyon,

Son Agirlik (gram) ilk Agirhga gore % kayip

°p<0.05 SM+Mesna veya SM+NAC gruplarina gére SM+AMF ve SM+LA gruplarinda anlamli artma veya azalma

9p<0.05 SM+AMF grubuna gére ve SM+LA grubunda anlamli azalma

Tablo 4. Serum oksidatif/nitrosatif stres, antioksidan enzim, inflamasyon kriterlerine ait seviyeler (Median+SEM)

GRUPLAR MDA (mn_nol/ SOD (!J/
gprotein) gprotein)
Sham 0.030+0.003 38.85+5.00
SM 0.030+0.002 28.31+£1.79
SM+Mesna 0.030+0.001 28.62+2.76
SM+NAC 0.029+0.002 22.09+3.57
SM+AMF 0.033+0.001 29.31+£3.76
SM+LA 0.030+0.001 21.66+2.75

ap<0.05 Sham grubuna goére diger gruplarda anlaml artma veya azalma
°p<0.05 SM grubuna goére tedavi gruplarinda anlamli artma veya azalma

322.0+20.3 %1
298.0+10.3 %12
307.0+11.1 %14
303.0+9.7 %16
294.0+£13.2 %18
270.0+11.6° %272
GPx (U/ Neopterin
gprott(ein) MEEA (an:)I/L)
8.72+1.02 0.170+0.068 21.03+1.05
8.69+0.40 0.165+0.118 17.02+1.38
7.46+0.59 0.095+0.065 20.38+0.51
8.78+0.55 0.000+0.762 21.83+0.59
9.30+0.44 0.260+0.378 20.39+1.01
9.19+0.68 0.225+0.079 19.42+1.38

°p<0.05 SM+Mesna veya SM+NAC gruplarina gére SM+AMF ve SM+LA gruplarinda anlamli artma veya azalma
9p<0.05 SM+AMF grubuna goére ve SM+LA grubunda anlamli artma veya azalma
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Hemoraji ve Total hasar istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde artmisti (p<0.05). SM grubuna goére
tiim tedavi uygulanan gruplar degerlendirildiginde
ise sadece SM+AMF, SM+LA gruplarinda Odem,
inflamasyon, Hemoraji ve Total hasar yéniinden
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalma goézlendi
(p<0.05). Yine SM+AMF ve SM+LA gruplarinda diger
tedavi gruplar olan SM+Mesna ve SM+NAC gruplarina
gore Odem, inflamasyon, Hemoraji ve Total hasar
yéninden istatistiksel olarak anlamli azalma goérildi
(p<0.05). SM+AMF ve SM+LA gruplari kendi aralarinda
degerlendirildiginde ise sadece Total hasar ydniinden
istatistiksel olarak SM+AMF grubunda anlamli bir sekilde
azalma gozlendi (p<0.05). TUm gruplara ait skorlar Tablo

5’te, grup ortalamasini yansitan rutin H&E ile boyanmig
akciger dokusu kesitleri ise Sekil 9‘da gosterilmistir.

4. TARTISMA

Calismamizda, intratrakeal yoldan 1 mg/kg dozunda
kullanilan CEES uygulamasindan 3 giin sonra tedavi
edilmeyen patolojik kontrol grubunda (SM) %60 oraninda
élum gorildi. Oliim oranini, tedavi gruplarindan sadece
AMF ve LA (siraslyla %10 ve %20) distrmis ve bu
degerlerin istatiksel olarak anlamli oldugu gérulmustur.
SM gastrointestinal sorunlara yol agcmaktadir. Bu
sorunlarin en sik gérilenleri bulanti, kusma, istah kaybi,
karin agrisi ve ishaldir (20-22). Calismamizda patolojik

Sekil 9. Rutin H&E ile boyanmis tim gruplara ait akciger dokusu kesitleri
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Tablo 5. Akciger dokusu histopatoloji (Rutin H&E) skorlar (Median(Min-Max))

GRUPLAR Odem inflamasyon Hemoraiji Total
Sham 0[0-1] 0[0-1] 0 [0-0] 0 [0-1]
SM 410-5]2 410-4]2 2 [0-3]2 10[0-11]2
SM+Mesna 3[2-5]® 3[2-4]° 2[2-3] 9[7-12]*
SM+NAC 4[3-41° 3[1-4]° 3[1-3]° 9 [8-11]°
SM+AMF 1[1-3] 26 1[0-3]%b¢ 1[0-2]2b¢ 4 [2-8] o0
SM+LA 2 [0-3] 2+ 2[1-3]2be 1.5[1-2] e 5 [2-7]2bc

ap<0.05 Sham grubuna gére diger gruplarda anlamli artma veya azalma
°p<0.05 SM grubuna goére tedavi gruplarinda anlamli artma veya azalma

°p<0.05 SM+Mesna veya SM+NAC gruplarina gére SM+AMF ve SM+LA gruplarinda anlamli artma veya azalma
9p<0.05 SM+AMF grubuna goére ve SM+LA grubunda anlamli artma veya azalma

kontrol grubu dahil (SM) diger gruplarda olmayan ancak
sadece LA grubunda goézlenen (istatistiksel olarak
anlaml) %27 oranindaki agirlik kaybi dikkat gekiciydi.
Sagkalim oranini anlamli olarak artiran LA’nin agirliklar
bu oranda diistrmesi beklenen bir sonuc¢ degildi.
Ancak tedavi uygulamasi sirasinda LA’nin sivi bitkisel
yag icerisinde ¢ozllerek intraperitonal yolla veriimesi
2. gunde ishal gortlmesine yol acmistir. Her ne kadar
SM’nin gastrointestinal sistemdeki toksik etkileri
bilinmesine ragmen dider gruplarda gbzlenmeyen bu
durumun, uygulama sekliyle iligkili olarak ortaya ¢ikan
ishal sonucu meydana gelebilecegi degerlendirilmistir.

Sulfir Mustard toksisitesinden etkilenen primer organ
olan ve uzun vadedeki etkilerden blyUk oranda sorumlu
olan akciger dokusunun ne dizeyde etkilendigi,
arastirmalarda genel olarak rutin akciger histopatolojik
incelemesiyle ortaya konur. Gecmis dénemlerde
yapilan deneysel calismalar Ust hava yollarinda belirgin
dizeyde olmak Uzere inflamasyona ait bulgularin
akut ve kronik dénemin en ciddi problemi oldugunu
gOstermistir (23). Epitel doku hasar basta olmak tzere
meydana gelen komplikasyonlarin en édnemli sonucu
olarak gdsterilen inflamasyon, solunum membranina
hasar vererek solunum iglemi sirasinda gaz degisimini
blyulk oranda azaltan veya dnleyen pulmoner hemoraji
ve alveoler 6dem tablosu ile seyreder (24). Daha ileri
doénemlerde ise makrofajlardan salinan pro-inflamatuar
ve antiinflamatuar sitokinlerin akcigerdeki tabloyu
agirlastirarak pulmoner fibrozis ve karsinogenezis
olusumunu tetikledigi bilinmektedir (25). Sulfir mustard’a
bagli akciger hasarini degerlendirmek icin yapmis
oldugumuz histopatolojik degerlendirmede Sham grubu
hari¢ tim gruplarda akcigerlere ait kesitlerde birbirinden
farkh dizeylerde édem, inflamasyon ve hemoraji
g6zlemlendi. Patolojik kontrol (SM) grubundaki sican
akcigerlerinin histopatolojik incelenmesinde alveoler
boslukta nétrofil ve epitel hicre infiltrasyonu, yine
alveollerin cok blyuk bir béliminde 6dem ve hemoraji
g6ze carpmaktaydi. Alveol ve brong duvarlarinda
inflamatuar hicre infiltrasyonu ve 6édem nedeniyle
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genisleme mevcuttu. Ayrica ana brons limenlerinde
6lU doku, interstisyel aralikta inflamasyon ve édem
ile perivaskiler bosluklarda 6dem ve fibrin dokuya ait
bulgular izlendi. Klinik durum ve sagkalim oranlarina
paralel olarak AMF ve LA uygulanan gruplarin akciger
dokularinin histopatolojik incelemesinde, patolojik
kontrol (SM) grubunda goriilen hasarin istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azaldigi gbzlendi. Ancak diger tedavi
gruplari olan mesna ve NAC gruplarinda literatlirden
kismen farkli olarak anlamli bir iyilesme gdzlenmedi.
Bunun yaninda SM+AMF grubunun genel histopatolojik
skor bakimindan LA’dan daha etkin tedavi gosterdigi
gorildl. Tedavi gruplarindan mesna ve NAC’In
sagkalim ve histopatolojik skorlarina bakildiginda, klinik
tabloda go6zlenen haraketsiz ve tepkisizlik durumlar
ile ortismekteydi. Galismadaki gruplar icerisinde
histopatolojik skorlamaya goére en iyi grup olan Sm+AMF
grubunda hasarin ana brons ve alveol duvarinda
kalinlasma yaninda interstisyel boglukta kismi 6dem ve
hemoraji ile sinirl kaldigr gézlemlenmekteydi.

Arastirmamizda serumda seviyelerine baktigimiz MDA,
SOD, GPx, NOx, Neopterin yonuyle, tim gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli herhangi bir farka
rastlanmamigtir. Bu literattirle bagdasmiyor gibi géziikse
de (26-34) arastirmamizda intratrakeal yolla uygulanan
SM’nin olusturdugu akciger hasari, dokuda lokal kalarak
serumu etkilememis olabilir. Bunun yaninda serumun
tim organlarin ortak kullanim alani olmasi, antioksidan
kapasitesinin ylksek olusu, akcigerde olusan oksido-
nitrosatif ve inflamatuar hasarin seruma yansimasini
engellemis olabilir. Bu yonden bakildiginda SM*‘nin
akcigerde olusturdugu hasari tespit etmek maksadiyla
non invazif bir ydntem olan serum oksido-nitrosatif,
antioksidan ve inflamatuvar seviyelerini kullanmak
mantikli gibi gérinmemektedir. Ancak baska bir yénden
bakildiginda ise arastirmamizda bu soruyu cevaplamak
Uzere kullanidigimiz yéntem uygun degildir. Normal
sartlarda SM saldirisi esnasinda lokal olarak sadece
akciger dokusu degil, deri ve gbzler de etkilenmektedir.
Tum bu dokularin serum Uizerinde olusturacagi oksido-
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nitrosatif, antioksidan, inflamatuvar etkiler cok daha
farkli olabilir. Her ne kadar tedavi icin kullandigimiz
ajanlarin akciger Uzerindeki iyilestirici etkilerini tespit
etmek Uzere kullandigimiz bu model kullanigl olsa da,
serumla ilgili olusturdugumuz hipotezi test etmek icin
kullanigh géziikmemektedir.

AMF kanser kemoterapi ve radyoterapisinde kullanilan,
genis spektrumlu potansiyel bir hiicre koruyucu ajandir.
Amifostin alkalen fosfataz tarafindan defosforile edilerek
serbest tiyol yapisindaki aktif metaboliti olan WR-1065’e
donUserek etkisini gosterir. Serbest tiyol yapisindaki
WR-1065 hizla hicre icine girer ve serbest radikallere
elektron saglayarak ortadan kaldirir. Klinik ¢calismalar
amifostinin bu etkiyi gbsterirken kemoterapinin
olusturmus oldugu toksisiteye karsi normal dokulari
secgici sekilde korudugunu goéstermistir (35-37).
Bizim arastirmamizda da SM toksisitesinde yeni yeni
denenmeye bagslanan bir ajan olan AMF en iyi koruyucu
etkiyi géstermistir (38). Sawale ve ark. yaptigi bir
calismada CEES’nin perkitan uygulanarak mouse’larda
olusturulan SM toksisitesi modelinde AMF turevi olan
DRDE-07’nin artan oksidan stres ve inflamatuvar
sitokinleri azaltarak normal dizeylere yaklastirdigi
gOsterilmistir (39). Baska bir arastirmada da Anand ve
ark. CEES’nin perkutan uygulanarak disi mouselarda
olusturulan silfir mustard karaciger toksisitesi
modelinde DRDE-07’nin karaciger fonkisyonlarini iyi
ydnde etkiledigini ortaya koymuslardir (40). Gautam
ve ark yaptigi arastirmada ise farkli AMF tirevlerinin
kombine edilmesiyle olusturulan SMF toksisite
modelinde viicut agirliklarinin ve glutatyon seviyelerinin
iyi yonde etkilendigi gérulmustur (41). Arastirmamizda da
SM+AMF grubu diger gruplara oranla istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde sagkalimi artirmistir. Ayrica akciger
rutin histopatolojik analizlerinde de ddem, hemoraji ve
inflamasyon miktarini anlamli olarak digslrmustir. Bu
da literatlrde yapilan az sayidaki arastirma sonucu ile
Ortismektedir.

LA, oktanoik asit tirevi bir disulfit bilesigi olup ¢ok gugli
bir ROT ve peroksinitrit stpUriclisudir (42). Cesitli
hiicresel enzim komplekslerinin kritik dneme sahip
degerli bir bilesenidir. LA ve indirgenmis formu olan
dihidrolipolik asit (DHLA) oksidatif stres kosullarinda
efektif bir rol Ustlenir. LA’ya direk serbest radikal
temizleyicisi olarak yada indirek iglevselligini yitirmis
olan antioksidanlar islevsel hale getirerek fonksiyon
gdsterir. Mitokondrial dehidrogenaz multienzim
kompleksinin koenzimi olarak mitokondride dogal olarak
bulunur. Dogal bilesikleri ile hastaliklar (izerinde tedavi
edici etki gosteren LA enerji kullanimini kolaylastiran
metabolik reaksiyonlar icin gerekli kofaktér fonksiyonu
da gortiir. Geng ve yaglilarda iskelet kasi, karaciger, kalp
ve beyindeki antioksidan seviyelerini artirdigi ve lipit
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peroksidasyonunu énledigi ortaya konmustur. Ozellikle
diyabetlilerde diyabetik néropatiye bagh patolojik
durumlarda kullaniimaktadir (43,44). Arastirmamizda
da kullandigimiz ve SM toksisitesinde daha énce hi¢
kullanilmamis bir ajan olan LA tipki AMF gibi sagkalim
oranini artirmig, akciger rutin histopatolojisinde de
6dem, hemoraji ve inflamasyon miktarini istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde dustrmustur. Boylece daha
once glicll antioksidan etkinligi kanitlanmis olan LA’'nin
etki yollari ile sUlfir mustard toksisitesinde de etkili
olabilecegdi ortaya konmustur.

Mesna (sodyum2-mercaptoethan) kanser tedavisinde
kullanilan nitrojen mustard tirevi siklofosfamid’in yol
actigl hemorajik sistit tedavisinde kullanilan sentetik
bir tiyol bilesigidir. Siklofosfamid karacigerdeki P-450
enzimi yardimiyla aktif metabolitleri olan fosforamid
mustard ve acrolein’e donulsir. Acrolein ise gugli bir
Urotelyal irritan olarak kabul edilir. Acrolein’in yiksek
dizeyde ROT Uureterek oksidatif strese yol actigi
dustnulmektedir. Oksidatif stres belirteglerinden biri
olan MDA seviyelerini’de yukselttigi gosterilmistir
(45). Mesna kimyasal yapisindaki silfidril gruplari ile
antioksidan etki gostererek acrolein’in Uriner sistemde
olusturdugu hasari azalttigi ortaya konmustur. Acrolein
ile birlesmesi sonucu olusan indirgenmis form olan
tioester Uriner sistem epitelinde ortaya cikan hasari
azaltir (46,47). Daha 6nce sulftir mustard turevlerine karsi
etkinligi arastinimamis bir ajan olan Mesnanin nitrojen
mustard tiurevlerinden siklofosfamide karsi etkinligi
kanitlanmigtir. Hatta rutin siklofosfamit tedavisinde
kullanilan bir antioksidan ajandir. Bizim arastirmamizda
Mesnanin sulfir mustard ile olusturulan akciger
hasari modelinde sagkalima, akciger histopatolojik
skorlarina, serum oksidan-antioksidan ve inflamasyon
parametreleri (zerine tedavi edici herhangi bir etkinligi
ortaya konamamistir. Bunun nedeni nitrojen mustardin
olusturdugu hasara spesifik olarak mesnanin etki
gostermesi olabilir. Mesna, mustard ailesinin genel
hasar olusturma mekanizmasi Uzerinden degil de
siklofosfamidin mesane Uzerinde olusturdugu hasara
6zel patolojik mekanizmalar Gizerinden etkinlik gdsteriyor
olabilir.

NAC mukolitik bir ajan olup L-sistein ve indirgenmis
glutatyonun 6n maddesidir ve etkili bir antioksidan
olan glutatyonun olusumunda rol oynar. NAC sistein
metabolizmasi Uzerinden glutatyon sentezini artirarak
oksidatif stresi 6nler. NAC’In antioksidan etkinligini
oksijen radikalleri Gzerindeki sliptrtcu etkisi ve glutatyon
seviyesini korumasi ile iki ayr mekanizma Uzerinden
gosterdigi sdylenebilir (48,49). SM’nin olusturdugu
akciger toksisitesinde daha 6nce literatlirde etkinligi
ortaya konmus bir ajan olan NAC’In, arastirmamizda
literattirden farkli olarak sagkalim, akciger histopatolojisi,
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serum oksidan-antioksidan ve inflamatuvar parametreleri
Uzerine anlamli bir etkisi gértlmemistir. Literattrde
proflaktik NAC uygulamalarinin daha basarili oldugu,
sUlfur mustard ile kargsilasmadan sonra uygulama
suresinin gecikmesi ile etkinliginin azaldigi belirtilmistir
(50). Arastirmamizda maruziyetten 15 dk sonra
uygulanan NAC’in etkili olamamasinin sebebi bu nedenle
olabilir.

5. SONUC

Arastirmamizda elde edilen veriler 1siginda serum
MDA, SOD, GPx, NOx, Neopterin gibi oksido-nitrosatif,
antioksidan, inflamatuvar parametrelerin akut akciger
toksisitesinde durumun tespit ve takibinde kullanilip
kullanilamayacaginin daha uygun bir modelde test
edilmesi gerektigi, Amifostin ve a-Lipoik Asit gibi
yeni antioksidanlarin sulfir mustardin akut akciger
toksisitesinde umut vaat ettigi goérilmustir. Bu tip
etkinligi ortaya konan antioksidanlarin uygulama zamani,
suresi ve formunun ileri arastirmalarla denenerek daha
etkin hale getiriimesi saglanabilir.

KAYNAKLAR

1. Cooper G, Rice P, Greaves |. Chemical casualties-special issue.
J R Army Med Corps 2002;4:328-404.

2. Khateri S, Wangerin R. Denied Truths. The center for Women and
Family Affairs:Tehran. 2008.

3. Davison C, Rozman RS, Smith PK. Metabolism of bis-bl-chloroethyl
sulfide (sulfur mustard gas). Biochem Pharmacol.1961;7:65-74.

4, Ghabili K, Agutter PS, Ghanei M, Ansarin K, Shoja MM. Mustard
gas toxicity: The acute and chronic pathological effects. J Appl
Toxicol. 2010;30:627-643.

5. Erdelyi K, Bakondi E, Gergely P, Szabo C, Virag L. Pathophysiologic
role of oxidative stress-induced poly (ADP-ribose) polymerase-1
activation: focus on cell death and transcriptional regulation. Cell
Mol Life Sci. 2005;62:751-759.

6. Saladi RN, Smith E, Persaud AN. Mustard; a potential agent of
chemical warfare and terrorism.Clin Exp Dermatol. 2006;31(1):1-5.

7. Hosseini K, Moradi K, Mansouri A, Vessal K.Pulmonary
manifestions of mustard gas injury: a review of 61 cases.
Iran.J.Med.Sci.1989;14:20-26.

8. Dahl AR. Contemporary issues in toxicology. Toxicol. Appl.
Pharmacol. 1990;103:185-197.

9. Foroutan SA. Medical notes on chemical warfare, part Il (in
persian). Kowsar Med J.1997;1:159-177.

10. Greenfield RA, Brown BR, Hutchins JB, et al.
Microbiological,biological, and chemical weapons of warfare
and terrorism.J.Appl.Toxicol.2002; 22:257-262.

11. Easton D, Peto J, Doll R. Cancers of the respisiganory tract in
mustard gas workers. Br J Ind Med. 1988;45:652-659.

12.  KeheK, Szinicz L. Medical aspects of sulphur mustard poisoning.
Toxicology. 2005;214(3):198-209.

13. Rappenau S, Baeza-Squbian A, Braut-Boucher F, Aubery
M,Gendorm MC, Marano F. Use of fluorescent probes to
assess the early sulfhydryl depletion and oxidative stress
induced by mechlorethamine on airway epithelium. Toxicol In
Vitro.1999;13:765-771.

14. Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein
measurement with the folin-phenol reagent. J Biol Chem.
1951;193:265-275.

15.  Okhawa H, Ohshi N, Yagi K. Assay or lipid peroxides in animal
tissues by thiobarbituric acid reaction. Anal Biochem. 1979;
95:351-358.

] SOC ANAL HEALTH e 2023 e VOL3 e ISSUE?2

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Sun'Y, Oberley LW, Ying L. A simple method for clinical assay of
superoxide dismutase. Clin Chem. 1988;34:497-500.

Paglia DE, Valentine WN. Studies on the quantitative and
qualitative characterisation of erythrocyte glutathione peroxidase.
J Lab Clin Med. 1967; 70: 158-169.

Akgiil EO, Aydin i, Cayci T, Kurt YG, Aydin FN, Agilli M. The
indicator of cellular immune response in body fluids: neopterin.
Gulhane Med J. 2013; 55(3):237-243.

Alrashed M, Abougoush M, Akgul EO, Erbil MK. Detection method
of serum and urine neopterin levels by high performance liquid
chromatography. Gulhane Med J. 2002;44:273e7.

Bismuth C, Borron SW, Baud FJ, Barriot P. Chemical weapons:
documented use and compounds on the horizon. Toxicol Lett.
2004;149:11-18.

Ghazanfari T, Faghihzadeh S, Aragizadeh H, et al. Sardasht-Iran
cohort study of chemical warfare victims: design and methods
(J). Arch Iran Med. 2009; 12(1):5-14.

Balali-Mood M, Navaeian A. Clinical and paraclinical findings
in 233 patients with sulphur mustard poisoninig, in: Heyndricks
B. (Ed.), Proceedings of the Second World Congress on New
Compounds in Biological and Chemical Warfare, Rijksuniversiteit,
Ghent, Belgium. 1986;464-473.

Ucar M, Korkmaz A, Reiter RJ, et al. Melatonin alleviates lung
damage induced by the chemical warfare agent nitrogen mustard.
Toxicol Lett. 2007;173:124-131.

Chatterjee D, Mukherjee S, Smith MG, Das SK. Signal
transduction events in lung injury induced by 2-chloroethyl ethyl
sulfide, a mustard analog. Journal of Biochemical and Molecular
Toxicology. 2003;17(2):114-121.

Laskin DL, Gardner CR, Laskin JD. Phagocytes, In:Lawrence,D.
(Ed), Comprehensive Toxicology, 2nd edition.: Immune System
Toxicology, vol.5. Elsevier, UK. 2010;133-153.

Beckman JS, Crow JP. Pathological implications of nitric oxide,
superoxide and peroxynitrite formation. Biochemical Society
Transactions. 1993;21:330-334.

Di llio C, Sacchetta P, Del Boccio G, La Rovere G, Federici G.
Glutathione peroxidase, glutathione s-transferase and glutathione
reductase activities in normal and neoplastic human breast tissue.
Cancer Letters. 1985; 29: 37-42.

Fridovich |. Superoxide radical: an endogenous toxicant. Ann Rev
Toxicol. 1983;23:239-257.

Sugiyama M. Role of cellular antioxidants in metal-induced
damage. Cell Biology and Toxicology. 1994;10:1-22.

De Rosa S, Cirillo P, Pacileo M, et al. Neopterin: from forgotten
biomarker to leading actor in cardiovascular pathophysiology.
Curr Vasc Pharmacol. 2011;9:188-199.

Murr C, Fuith LC, Widner B, Wirleitner B, Baier-Bitterlich G, Fuchs
D. Increased neopterin concentrations in patients with cancer:
indicator of oxidative stress? Anticancer Res. 1999; 19:1721-1728.
Jenny M, Klieber M, Zaknun D, et al. In vitro testing for anti-
inflammatory properties of compounds employing peripheral
blood mononuclear cells freshly isolated from healthy donors.
Inflamm Res. 2011;60:127-135.

Topal T, Oztas Y, Korkmaz A, et al. Melatonin ameliorates bladder
damage induced by cyclophosphamide in rats. J Pineal Res.
2005;38:272-277.

Korkmaz A, Oter S, Sadir S, et al. Peroxynitrite may be involved
in bladder damage caused by cyclophosphamide in rats. J Urol.
2005;173:1793-1796.

Korkmaz A, Yaren H, Topal T, Oter S. Molecular targets against
mustard toxicity: implication of cell surface receptors, peroxynitrite
production, and PARP activation. Arch Toxicol. 2006; 80: 662-670.
Koukourakis MI. Amifostine in clinical oncology: current use and
future applications. Anticancer Drugs. 2002;13:181-209.

Culy CR, Spencer CM. Amifostine: An update on its clinical status
as a cytoprotectant in patients with cancer receiving chemotherapy
or radiotherapy and its potential the rapeutic application in
myelodysplastic syndrome. Drugs. 2001;61:641-684.

Gautam A, Vijayaraghavan R. Drde-07: a possible antidote for
sulphur mustard toxicity. Cell Mol Biol (Noisy-le-grand). 2010;56
Suppl:OL1334-40.

157



Kalkan & Topal: Sulfur mustard, lung damage and antioxidants

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

158

Sawale SD, Ambhore PD, Pawar PP, Pathak U, Deb U, Satpute
RM. Ameliorating effect of S-2(w-aminoalkylamino) alkylaryl
sulfide (DRDE-07) on sulfur mustard analogue, 2-chloroethyl ethyl
sulfide-induced oxidative stress and inflammation. Toxicol Mech
Methods. 2013;23(9):702-710.

Anand T, Vijayaraghavan R, Rao PV, Bansal |, Bhattacharya BK.
Attenuation of sulfur mustard toxicity by S-2(2-aminoethylamino)
ethyl phenyl sulfide (DRDE-07) in mouse liver. Toxicol Mech
Methods. 2011;21(8):596-605.

Gautam A, Gupta A, Lomash V, Pant SC, Vijayaraghavan
R. Prophylactic efficacy of combination of DRDE-07 and its
analogues with amifostine against sulphur mustard induced
systemic toxicity. Indian J Exp Biol. 2010;48(7):752-61.

Shay KP, Moreau RF, Smith EJ, Smith AR, Hagen TM. Alpha-lipoic
acid as a dietary supplement: molecular mechanisms and the
rapeutic potential. Biochim Biophys Acta. 2009;1790:1149-1160.
Packer L, Witt EH, Tritschler HJ. Alpha-lipoic acid as a biological
antioxidant. Free Radic Biol Med 1995; 19: 227-250

Suzuki YJ, Tsuchiya M, Packer L. Antioxidant activities of
dihydrolipoic acid and its structural homologues. Free Radic Res
Commun. 1993;18:115-122.

Kehrer JP, Biswal SS. Themoleculareffects of acrolein.Toxicol
Sci. 2000;57:6-15.

Goren MP, McKenna LM, Goodman TL. Combined intravenous
and oral mesna in outpatient streated with ifosfamide. Cancer
Chemother Pharmacol. 1997;40:371-375.

Kurovski V, Wagner T. Urinary excretion of ifosfamide,
4-hydroxyfosfamide, 3- and 2-dechloroethyl ifosfamide, mesna,
and di mesna in patients on fractionated intravenous ifosfamide
and concomitant mesna therapy. Cancer Chemother Pharmacol.
1997;39:431-439.

Ventresca GP, Cicchetti V, Ferrari V. Acetylcysteine.In: Braga
PC, Allegra L, eds. Drugs in bronchial mucology.New York,
RavenPress 1989;77-102.

Aruoma OlI, Halliwell B, Hoey BM, Butler J. The antioxidant action
of N-acetylcysteine: its reaction with hydrogen peroxide, hydroxyl
radical, superoxide and hypochlorous acid. Free Rad Bioi Med.
1989;6:593-597.

Weinberger B, Laskin JD, Sunil VR, Sinko PJ, Heck DE, Laskin DL.
Sulfur mustard-induced pulmonary injury: therapeutic approaches
to mitigating toxicity. Pulm Pharmacol Ther. 2011;24(1):92-99.

] SOC ANAL HEALTH

2023

CILT 3

SAYI 2



