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OZET

Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA) viral hemorajik atesli bir hastaliktir.
Yaygin olarak hayvanlarda bulunur fakat sporadik vakalar veya salginlar halinde
insanlarda da gordlmektedir. KKKA, Bunyaviridae ailesine bagli Nairovirus
soyundan virtslerin meydana getirdigi, siddetli bir seyir gosteren ve 6lim oram
oldukca yuksek olan bir hastaliktir. Insanlara viriis, genellikle enfekte keneler
(6zellikle Hyalomma cinsi) tarafindan 1sirilma yoluyla bulasir. Enfekte hayvan ve
insanlara ait kan, vicut sivilar: ve sekresyonlar: ile temas sonucunda da bulasabilir.
Klinik belirtileri spesifik degildir ve tipik belirtiler; yiksek ates, bas agrisi, eklem

agrisi, kas agrisi, kusma, karin agrisi ve kansiz ishaldir.

Bu calismada, oksidatif strese bagli olarak, oksidatif hasarin bir sonucu olan
lipit peroksidasyonu olup olmadigina, antioksidan enzimlerinin (siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediktaz ve katalaz) aktivitelerine, E-vitamini
duzeylerine ve antimikrobiyal etkiye sahip miyeloperoksidaz enzim aktivitesine
bakil migtir.

KKKA tanmisi konulmus 47 hasta, her hangi bir sistemik hastaligi olmayan ve
hasta grubundaki bireylerle yas, cinsiyet acisindan bezerlik gosteren 41 kontrol grubu
secildi. TUm bireylerin 16kosit MPO aktivitesi, eritrosit SOD, CAT, GSHPx, GR
aktiviteleri ve MDA duzeyi, plazma MPO aktivites, vitamin E ve MDA dizeyleri
tespit edildi. KKKA hastalarinda SOD enziminin aktivitesinin arttig1 (p<0,05), ¢te
yandan CAT, GSH-Px ve GR enzim aktivitelerinin degismedigi goruldu (p>0,05). E
vitamini duzeyinin ise kontrol oOrneklerinden daha disitk oldugu tespit edildi
(p<0,05). Plazma ve |6kosit MPO aktivitesi ile MDA duzeyi kontrol grubuna gore bir
artis oldugu saptandi (p<0,05).

KKKA hastalarinda MPO, SOD aktiviteleri ve MDA dizeyinin anlamli
derecede yiksek bulunmasi, KKKA hastalarinda serbest oksijen radikalleri, lipit
peroksidasyonu ve nétrofil infiltrasyonundaki artisin  bir yansimasi  oldugunu
dustindirmektedir. Bununla birlikte, KKKA hastalarinda viral yik ile oksidatif stres
arasindaki iliskiyi kesin olarak belirlemek icin daha blyUk 6rneklerden olusan hasta
gruplart ile arastirmalarin yapilmas: gerekmektedir.



ABSTRACT

Crimean—Congo hemorrhagic fever (CCHF) is a viral disease. It is generally
found in animals but it can also be seen in humans sporadically or epidemically.
CCHF, caused by the members of Nairovirus genus belonging to Bunyaviridae
family, shows a severe prognose and has a very high mortality rate (30-50%).
Humans are generally infected by infected ticks, especially by the members of
Hyalomma genus virls, through biting. Infection can also occur by coming in
contact with infected animal and human blood, body fluids or secretions.

Our aim was to determine the activities of antioxidan enzymes(superoxide
dismutase, glutatyon reductase, catalase), vit-E levels, myeloperoxidase enzyme
activities (that has an antimicrobial activity) and lipid peroxidation as a result of
oxidative stress. We have constituted two groups. In the first group were 47 patients
with crimean congo hemorrhagic fever (CCHF). In the control group were 41
patients and resembled to the first group in point of the age and sex parameters. In
al patients the levels for leucocyte MPO, erythrocyte SOD, CAT, GSHPX, GR,
MDA, plasma MPO and Vitamine-E were determinated. In CCHF patients the SOD
level was significiantly higher (p<0.05), whereas CAT, GSH-Px an GR levels did not
show any significiant difference between two groups (p>0.05). Vitamine-E levels
were lower than those control of groups (p<0.05). Plasma and leucocyte MPO
activities in CCHF patients were higher than those control groups (p<0.05).

The elevation in MPO, SOD and MDA levels indicates the elevation in free
oxygen radicals, lipid peroxidation and neutrophil infiltration. Nevertheless we need
more studies with larger number of patients to show the relationship between
oxidative stress and virus levels in CCHF.

K eywords. Crimean—Congo hemorrhagic fever, antioxidant, myeloperoxidase
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1. GIRIS VE AMAC

Aerobik organizmalar yasamlarint slrdirebilmek icin  oksijene mutlak
gereksinim duyarlar. Oksijen hiicrede bir dizi reaksiyon sonucunda suya dondstr ve
bu esnada hiicre kendisi icin gerekli enerjiyi saglar. Fakat bu slirecte oksijenin %2-3
kadar1 suya donismeyip oksijen kaynakli radikaller olusur. Oksijen bir elektron
alarak indirgenmesi ile siperoksit radikali, iki elektron aarak indirgenmesi ile
hidrojen peroksit olusur. Uglincii elektronun eklenmesi ile yiiksek derecede reaktif
hidroksil radikali, dordinct elektronun eklenmesi ile su olusur. oksijenden tireyen
ROT; superoksit (O;"), hidroksil ('OH), Alkoksil (RO), nitrik oksit (NO),
hidroperoksit (ROOH), peroxynitrite (ONOO-) gibi oldukca toksik bilesiklerdir (1,
2). Asirt miktarda Uretilen Reaktif Oksijen Turleri (ROT) organizma icin oldukca
toksiktir. Bu toksik etkilerden biride lipit peroksitlerinin olusmasina bagli olarak
hiicre membraninin bozulmasidir. Reaktif oksijen bilesikleri ve serbest radikaller
vicutta bircok fizyolojik veya patolojik sirecte rol amaktadirlar; enflamatuvar
kaskatta, diabet, kanser ve romatizmal hastaliklarin patofizyolojisinde 6nemli rol
oynar (1, 3,4, 5,).

Oksijen radikallerinin kaynaklari; elektron transport zinciri, bakir ve demir gibi
gecis metallerinin aracilik ettigi bazi kimyasal reaksiyonlar, yag asitlerinin
peroksizomal oksidasyonu, inflamasyonda fagositlerin aktivasyonu, bazi ilaglar,
sigara ve radyasyon (X 1sinlari ve ultraviole), gesitli enzimler (NADPH oksidaz,
ksantin oksidaz ve 15-lipooksijenaz vb) dir (6, 7, 8, 9).

Serbest radikal Uretiminin artmasi ya da antioksidan savunma sistemi yetersiz
kalmasi; htcrelerin lipit, protein, DNA ve karbohidrat gibi biyomolekillerine etki
eder. Superoksit radikali ve hidroksil radikali stoplazma, mitokondri, hiicre gekirdegi
ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipit peroksidasyonunu baslatir.
Membranlarda lipit peroksidasyonunun olusmasina bagli olarak, membran
permeabilitesi artar ve hiicre hasarina neden olur. Huicrede reaktif oksijen tdrlerinin

ve serbest radikallerin artis1 hiicre hasarinin énemli bir nedenidir.

Serbest radikallerin  yarilanma 6mr0  kisa oldugu icin  vicuttaki
konsantrasyonlarint  tespit etmek oldukga zordur. Bu sebepten dolayr lipit



peroksidasyonunun biyomarkiri olan malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediktaz gibi enzimler ve antioksidan
vitaminlerden a-tokoferol (E vitamin) gibi antioksidan maddelerin belirlenmesi yolu
ile dolayl1 bilgi edinilmektedir.

Bu calismada; Sivas ve cevre illerde yaygin olan KKKA vakalarinda, viral
enfeksiyonun oksidan/antioksidan dengesini nasil etkiledigini gostermek igin;
oksidatif strese bagli olarak meydana gelen MDA dizeyine, antioksidan enzim
(stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediktaz ve katalaz)
aktivitelerine ve antioksidan vitaminlerden E-vitamini dizeyine, antimikrobiyal

etkiye sahip miyeloperoksidaz enzim aktivitesine bakilmas: planlanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. KIRIM KONGO KANAMALI ATESI (KKKA):

Kirim Kongo Hemorajik Ates (KKHA), Bunyaviridae ailesinden Nairovirtis un
neden oldugu, ates, ekimoz, kanama, trombositopeni ve karaciger fonksiyon
bozuklugu gibi bulgular1 bulunan, siddetli bir seyir gosteren ve 6lim oran oldukca
yuksek olan, genellikle keneler tarafindan bulastirilan atesli, kanamal1 bir hastaliktir.
Hastalik hayvanlarda, insanlara nazaran daha yaygin olarak goérilmekle beraber
asemptomatik seyretmekte olup, zoonoz karakterli bir hastaliktir, sporadik vakalar
veya salginlar seklinde insanlarda da gorulebilmektedir (10,11).

2.1.1. TARIHCE

12. yiuzyilda Orta Asyada Tacikistan bdlgesinde ki Karatavuk paraziti olan
kicuk sert kene ya da bitlerde bulunan virGsin; idrarda, digskida, disetlerinde,
balgam, kusmuk ve karin boslugunda kanamaya neden olunan hastaliga Viral
Hemoragji denmistir. Modern donemde ise, KKKA ilk kez 1944-45 yillarinda,
Kirim'da Nazi isgalinden yeni kurtulan kéyltlere yardim eden 200 Sovyet askerinde
gorilmis. Hastalik 1960’11 yillarin ortalarna kadar iki ayr1 virls tarafindan
olusturulan iki ayr1 hastalik olarak distinilmekteydi ve Kirim kanamali atesi ve
Kongo kanamali ates adlariyla amlmaktaydi. 1967 yilinda yeni dogan farelerden
izole edilen Kirim kanamal: ates virls ile 1956 yilinda Belcika Kongo'sunda (Zaire)
gorulen Kongo virtsiinin antijenik olarak aym oldugu gorilmus. Bu hastalik 1969
yilindan itibaren KKKA ismi ile amlmaya baslanmistir (12, 13).

2.1.2. KKKA HASTALIGINA NEDEN OLAN VIiRUSUN OZELLiKLERI

Virus yaklagik 100 nm ¢apinda ve sferik gorinumdedir. Glikoprotein ¢ikintilar:
iceren bir lipit zarfin atinda viral genomun ve buna bagli proteinlerin
(ntikleoproteinler ve polimeraz) saklandigi kapsit adi verilen ¢ekirdek bulunur
(Ancyclopedia of virology). Bunyaviridae ailesinin diger Gyeleri gibi KKKA virtsi
U¢ yapisal proteine sahiptir. Bunlardan ikisi zar glikoproteinleridir ve Gn ve Gc
olarak adlandirilir. Digeri ise nikleokapsit proteinidir ve N olarak gsekil 1'de
gogerilmistir. KKKA hastaligina etkeni Bunyaviridae ailesine mensup olan



Nairovird’tr. Nairoviris zarfli ve RNA virtsidir. Nairoviris un sematik kesiti
asagida sekil 1’ de gosterilmektedir.

Ribonuclkeocapsids
Lipid envelope 1

M-linked _—
carbohydrates "'ﬁ-’é -
Wi

G1 & G2

Polymerase (L)

B0-120 nm

Sekil 1: Bunyaviridae virusiniin sematik kesiti; U¢ adet RNA genom
segmenti (L, M ve S) ribonikleokapsit yapisi olusturmak amaciyla nikleokapsit
proteini ile birlikte paketlenmislerdir. Nikleokapsit ve RNA ya bagli RNA polimeraz
da Gn ve Gc olarak bilinen glikoproteinler igceren bir lipit zarf icinde
paketlenmiglerdir. Bu viral glikoproteinlerin duyarl: hiicrelerdeki reseptor bolgelerini

tanimaktan sorumlu olduguna inanilmaktadir (14).

KKKA’'nin filogenetik analiz calismalar: ile degisik cografi bolgelerde
gorilen sekiz genotipi tanimlanmis, TUrkiye'den izole edilen susun Kosova ve
Guneybat1 Rusyatipi ile benzer filogenetik yapida oldugu gosterilmistir (15).

Bir RNA virtisi olan Nairovirls, dezenfektanlara ve cevre sartlarina nispeten
dayaniksizdir. Konak¢i disinda yasayamaz. Bu virlsler 56°C’ de 30 dakikada inaktive
olurlar, kanda 40°C’'de 10 gun yasayabilir, %1 hipoklorit ve %2 gluteraldehite
duyarlidir ve ultraviyole sinlart ile hizla inaktive olurlar (11, 16). Yapilan bir
calismaya gore eksojen verilen nitrikoksit (NO) KKKA virtsinun replikasyonunu
Onleyici (anti-viral) etkisi oldugu ve NO-donor S-nitrozo-N-asetilpenisillamin
(SNAP) ile tedavi edilenlerde vVRNA’s1 kontrol grubuna gore %50 azaldig1 gorilmus
(17).



2.1.3. KKKA VIRUSUNUN VEKTORU OLAN KENELERIN YASAM
DONGUSU

KKKA virGsi bir Nairovirus olup 5 Bunyaviridae ailesinden biridir. 32
Nairovirisin hepsi Ixodidae veya Argasidae keneleri tarafindan tasinir. Fakat
bunlardan sadece U¢ tird (Dugbe, koyun virlsii olan Nairobi ve KKKA virisi)
insanlarda hastalik yapar (18). Ixodidae ve Argasidae ailesine bagli 31 kene ttrinin
virisiin vektort olabilecegi bildirilmesine ragmen, bunlarin  timidnun  vektor
potansiyeli gosterilememistir. Kenenin tam anlamu ile vektér kabul edilebilmesi icin,
etkenin izolasyonu disinda, kenenin virlsl duyarli hayvanlara aktarabilme ve
viremik hayvanlardan alabilme yeteneginin de olmasi gerekmektedir. Bu kriterler
yukarida bildirilen 29 tirden sadece bazilarinda gdzlenebilmistir. GuUnimizde
hastaligin baglica vektorlerinin Hyalomma marginatum marginatum, H.m.rufipes ve
H.anatolicum anatolicum oldugu kabul edilmektedir. Ancak, Hyalomma turlerinin
olmadig1 baz1 Ulkelerde etkenin Ixodes ricinus, Dermacentor spp., Rhipicephalus
spp. ve Boophilus annulatus gibi kenelerden izole edilmis olmasi, diger kenelerin de
vektorluk potansiyelinin distnilmesi gerektigini gostermektedir (19).

H.a.anatolicum ve H.m.marginatum genellikle iki konak¢: gelisimi gosterirler.
H.a.anatolicum’un, gerek larva ve nimfleri, gerekse eriskinleri genellikle evcil
ruminantlar1 (6zellikle sigirlart) tercih etmesine karsi, H.m.marginatumun’un geng
gelisme donemleri (larva ve nimf) cogunlukla kiglik hayvanlari (tavsan, kirpi,
kanatlilar, fare, yabani memeliler) ve az olarak da biytk memeliler ve insan tercih
etmekte, erigkinleri ise agirlikli olarak evcil memeliler (sigir, at, koun, kegi, kopek)
ve az olarak da kicik memeliler (tavsan, kirpi) ile insam tercih etmektedir. GO¢ eden
kuslar bu kenenin bolgeler arasinda yayilisindan biyik 6lclide sorumludur (19).
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Sekil 2: Hyalomma m. marginatum’ un yasam dongusi (Konak hayvanlarin
blyutklukleri kenenin tercih sirasina gore orantilanmistir) (19).

2.1.4. KKKA HASTALIGINA iK LIMIN ETKIiSi

Keneler Subat ile Aralik aylar1 arasinda hayvanlar tzerinde gorulebilse de,
eriskinler Mart-Agustos, larva ve nimfler ise Haziran-Kasim doénemlerinde aktif
olarak kan emerler. Kisi, genellikle doymus nimf veya a¢ eriskin seklinde,
ahirlardaki duvar catlaklarinda, meralardaki (yari-ormanlik alanlarda) kemirici
yuvalarinda, toprak icinde veya aga¢ kovuklarinda gecirirler (19). iklim degisikligi,
kene populasyonunun cogalmasint kolaylastiran ve buna bagli olarak kene ile
bulasan hastaliklarin gordlmesini attiran etkenlerden biridir. Kuzey yarikirede
Hyalomma marginatum marginatum genellikle bahar aylarindan Nisan ve Mayista
sicakligin artmasiyla aktive olur ve Mayis ve Eylil aylar1 arasinda gelismemis hali
aktif olarak bulunur. Ulkemizde Nisan ayinda 5°C'yi gegen giin sayisinin ve Nisan
ayindaki ortalama sicakligin salginin gorilmesinden 6nceki yillarda giderek arttigi
saptandi. Ancak, iklim degisikliginin son 20 yildir Avrupada kene ile bulasan
hastaliklardaki artis1  aciklayamayacag: ileri  strtlmusttr. Iklim degisikliginin



Ootesnde KKKA salginlari, cesitli  evrelerdeki Hyalomma tard  kenelerin
yasayabilecegi uygun iklimsel kosullar temelinde bir dizi cevresel etmenlerin
etkisinde gelisebilmektedir. Bu cevresel degisiklikler, savas nedeniyle tarim
alanlarinin bosaltilmasi, bosaltilan bolgelere askeri personelin ya da yeni gruplarin
yerlestirilmesi, dogal dokunun degismesi, sel aanlarinin  tarim  alanina

donustardlmesi ve sel kontroltdur (20).

Virlstn farkli kene tirlerinden izole edilmesi epidemiyolojik agidan oldukca
onemlidir. Dinya Saghk Orgitii (DSO) niin haritasindan da gorildigi Uzere
Hyalomma cinsi keneler belli enlemin Uzerinde iklimin uygun olmamasi nedeniyle
yasayamamaktadir. Ancak Ozellikle Rhipicephalus cinsi kenelerle bulasiyor olmasi
enfeksiyonun sadece Hyalomma cinsi kenelerin yasacigi aanlarla simirl
kalmayacagin disundirmektedir (15).

2.1.5. KKKA HASTALIGININ BULASMA YOLLARI

KKKA virtsl, insanlara baglica vektor olan Hyalomma cinsi keneler ile
bulasmaktadir. Virts, daha oOnce aralarinda Hyalomma truncatum, Hyalomma
marginatum rufipes, Hyalomma impeltatum, Hyalomma impressum, Amblyomma
variegatum ve Boophlus decolaratus tirii de olan 30 civarinda keneden izole
edilmistir. Etken viris aym sekilde sigir, koyun, keci, yabani tavsan ve tilki gibi
hayvanlardan daizole edilmistir. insanlara viriis, genellikle enfekte keneler (6zellikle
Hyalomma cinsi) tarafindan 1sirilma yoluyla bulasir. Enfekte hayvan ve insanlara ait
kan, vicut sivilari ve sekresyonlar: ile temas sonucunda da bulasabilir. Solunum
yoluyla da hastaligin bulasabilecegi Pakistan, Irak ve Birlesik Arap Emirliklerin’deki
raporda bildirilmistir. Vakalarin c¢ogu 0zelikle tarim alanlarinda, kesimevi
calisanlarinda, ciftlik hayvanlariyla ugrasanlarda ve veterinerlerde gorulmustir (14,
18, 19). Enfekte kene etkeni anneden yavrularina transovarian ve larvadan-nimf ve
eriskin formlara transstadiyal olarak kene poptlasyonuna bulastirir ve bu keneler
vektdr olmanin yaninda aym zamanda virls igin rezervuar 0zelligi de tasir. Enfekte
disi kenenin yumurtalarimin %3’ Gniin enfekte oldugu gosterilmistir (15). 27 yasinda
KKKA hastaligi olan hamile bir anne ribavirinle tedavi edilmis ve annede
hemarojiyle ilgili herhangi bir kanit gorilmemis. Dogumdan sonraki 5. gunde

cocukta atesin yukseldigi gorulmustir. PCR yontemiyle elde edilen cocuktaki



virisiin gen dizisi ile anneden elde edilen gen dizisi birbirine benzer oldugu

gorilmis ve dolayisiyla virtisiin anneden ¢ocuga gecmis oldugu gosterilmistir (23).
2.1.6. KKKA HASTALIGININ KLINiK BELIiRTILERI

Hastalik insanlara genellikle kene 1sirmasiyla ya da enfekte hayvan veya
insanlarin kan veya vicut sivilartyla temas sonucunda bulasmaktadir. KKKA'nin
inkiibasyon siiresi hastaligin bulasma sekline gore degismektedir. Inkiibasyon siresi
kene 1sirmasindan sonra 2-7 gun, bazi kaynaklara gore 1-3 giin olmakta hatta dokuz
gune kadar cikabilmektedir. Enfekte kan, viicut sivisi veya diger dokulara dogrudan
temas sonucu bulasmalarda 5-6 giin, en fazla ise 13 gun olabilmektedir. Hastalik
aniden baglar, baslangici ani ve ates, titreme, kas agrisi, bas agrisi, kusma ve karin
agrist goruldr. Hemorajik durum 3-5.ci gtinde olur, ciltte petesi ve pulpura gorultr,
mukozal membranlarda kanama, burun kanamasi, hemoptozi, hematemez, melana ve
kanlt idrar gorultr. Bu safhada goz infete, yuz kizarik, dil kuru, kan basinci distk ve
kalp sesleri zayiftir. Karaciger biiyuk ve hassastir. Dalak ve epigastriumun Uzeri daha
az duyarhdir. lyilesen hastalarda ates 10-20 giin iginde diser ve kanama durur.
Ancak iyilesme donemi 4 hafta veya daha uzun siirebilir. Olen hastalarda hastaligin
baslangicindan 7-9 giin sonra agir kanamalardan dolay: kardiak arest gelisir (24, 25).

KKKA hastalarinda 6lum oranlart  degisik kaynaklarda farkli olarak
bildirilmistir. Baz1 kaynaklara gére bu oran %8-80 arasinda degismektedir (16, 26).
Ancak Turkiye de 61Um oran %5-6 olarak saptanmistir (11).

2.1.7. KKKA HASTALIGINDA LABORATUVAR BULGULARI

Hastaligin 6zgul tamsinda kullanilan yontemler: viris izolasyonu, serolojik tam
yontemleri ve molekiler tam yontemleridir. Viris izolasyonu ve kultdr igin mutlak
suretle biyoguvenilirlik seviyesi 4 olan laboratuvarlar gereklidir. Kanda olusan
immunoglobulin M (IgM) ve imminoglobulin G (1gG) yapisindaki antikorlarin her
ikisini de gostermeye yonelik indirekt fltoresans antikor (IFA) ve enzyme-linked
immunoassay (ELISA) testleri tam amaciyla gunimizde kullamiimaktadir. Bu
antikorlarin ikisi de hastaligin 7. gintnden itibaren hasta serumlarinda saptanabilir.
Ozgiil Ig M yapisindaki antikorlar hastaliktan sonraki 4 ay kadar, 1g G yapisindaki
antikorlar ise en az 5 yil sireyle hasta serumunda saptanabilmektedir. Serolojik



testler ile akut fazda Ig G yapisindaki antikor titresinin en az 4 kat artmast ve Ilg M
yapisindaki antikorlarin tek dlgtimde gosterilmesi ile tam konulmaktadir. Olim ile
sonuclanan olgularda serolojik testler yiiksek oranda negatif olabilir. Béyle olgularda
tam icin kan ve karaciger dokusunda virusiin gosterilmesi gereklidir. Reverse-
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) teknigi ile hastaligin 16. gliniine
kadar viral RNA serum orneklerinde saptanabilmektedir. Bazi Arastirmcilara gore
RT-PCR teknigi ile hem daha hizl1 tam konmakta, hem de 6rneklerdeki virts yuku
gosterilebilmektedir (27).

KKKA virtsi ile enfekte olmus kisilerde trombosit ve |okosit sayisinda
azalma, alanin transferaz, aspartat transferaz, laktik dehidrojenaz ve kreatinin
fosfokinaz seviyesinde yukselme gordlir. Koagulasyon testlerinde protrombin ve
aktife parsiyel tormboplastin zamani uzamistir. Fibrinojen seviyesi azalabilir ve
fibrin yikim Urtinleri artabilir. Iyilesen hastalarda biyokimyasal test degerleri 5-9 gin
icinde normal degere doner (28, 29). KKKA teshisi konmus 35 hastada yapilan
calisgmada; hastaligin baslangicindan 5 gin sonra 17 hastada trombositopeni, 30
hastada AST seviyesi > 200 U/L, 26 hastada ALT seviyesi > 150 U/L, 11 hastada
aPTT > 60s oldugu gorulmustir. Olen hastalar haric hi¢ birinde I6kositoz
gorulmemistir (30).

2.1.8. KKKA HASTALIGININ COGRAFIK DAGILIMI

KKKAI Afrika, Asya, Guliney-Dogu Avrupa, Orta Dogu olmak tzere 30'dan
fazla tlkede oldugu bildirilmistir. KKKA’nin son yillarda Kosova, Arnavutluk, iran,
Pakistan ve Giiney Afrika da sporadik ve epidemik vakalar bildirilmistir. Ulkemizde
ozellikle i¢ Anadolu Bolgesi’ nde 2002-03 yillarinda Kizilirmak havzasindan, Tokat,
Sivas ve Yozgat illerinde Mayis, Haziran ve Temmuz aylarinda etkeni belli olmayan,
insanlarda gribal enfeksiyona benzer semptomlar gésteren hastalik gérilmis yapilan
calisgmalar sonucunda KKKA oldugu anlasilmistir. 2004 yilinda ise tim Turkiye
genelinde 249 kesin tamlanmis vaka bildirimi yapilmistir. Ulkemizde hastaligin
yalniz i¢ Anadolu Bolgesi ile sinirl olmachg: Dogu Karadeniz Bolgesi’ nde de oldugu
anlasiimaktadir. 2006 yil1 icerisinde de Yozgat, Corum ve Istanbul illerinden vaka
bildirimleri olmustur. Saglik Bakanligi kayitlarinin verilerine gore 2002—2006 yillart
arasinda vaka sayisinin 1000 in tGzerinde oldugu agiklanmustir (11, 14, 16, 31).



Sekil 3: Kirim Kongo Hemorajik hastaligimin goruldigu cografya (14)
2.2. SERBEST RADIKALLER

Biyolojik materyallerdeki serbest radikallerin varhigi yaklasik 50 yil dnce
kesfedilmistir. Kesfinden hemen sonra Denham Harman oksijen radikallerinin in
vivo olarak enzimatik reaksiyonlarinin Urini olabilecegini ileri sirdu. 1956 yilinda
McCord ve Fridovich'in siiperoksit dismutaz enzimini kesfetmeleriyle biyolojide
serbest radikallerin 6nemi anlasilmaya baglanmstir (32, 33).

Serbest radikaller, son yoringelerinde bir veya birden fazla paylasilmamis
elektron iceren molekdllerdir. Son yortngelerinde paylasilmamis elektron bulunmasi
reaktivitelerini olaganusti artirchg igin, serbest radikaller kimyasal aktivitesi yuksek
olan molekdllerdir.

2.2.1. SERBEST RADIKALLERIN OLUSUM MEKANIiZMALARI:
Serbest radikaller baslica U¢ sekilde olusmaktadr;

a Bir molekilin yapisindaki kovalent bagin homolitik yikimi  sonucu
olusanlar. Bolinme sonrasi her bir pargada ortak elektronlardan biri kalir.

Xyax +Y
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b. Bir molekulin yapisindaki kovalent bagin heterolitik olarak bolunmesi ile
olusanlar. Heterolitik bolinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron, atomlardan
birisinde kalir.

X:yax +Y*
c. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi veya tek bir elektronun

kayb ile olusanlar.
A+e aAt?

Serbest radikaller pozitif yUkll, negatif yukli ya da notral olabilirler. Her ne
kadar serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hicrelerinden nétrofil,
makrofa] gibi hiicrelerin savunma mekanizmast igin gerekli olsa da, fazla tretilmeleri
halinde doku hasar1 ve hiicre 6limtne sebep olurlar (34).

Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tlrleri insanlarda ya esansiyel
metabolizma Urlint ya da dis kaynakli (isinlar, ozon, sigara dumani, belirli ilaglar,
pestisitler, hava kirliligi ve endustriyel atiklar) olarak meydana gelir. Serbest
radikallerle antioksidan savunma sistemi arasindaki denge hastalik sirecinde
Onemlidir. Serbest radikal Uretimi (oksidatif stres sartlarimin olustugu durumda)
antioksidan savunma kapasitesinden fazla oldugunda siirekli doku hasar1 ve kronik
hastaliklara sebep olabilir (35).

2.2.2. MOLEKULER OK SIJENIN OZEL LiK LERI

Molekiler oksijen (O,), paralel spin durumlu iki ortaklanmams (eslesmemis)

elektrona sahiptir. Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron iceren atom, atom grubu
veya molekiiller serbest radikal olarak tarumlanirlar. Ancak Fe™, Cu*?, Mn"?ve Mo™
gibi gegis metalleri de ortaklanmams elektronlara sahip olduklari halde serbest
radikal olarak kabul edilmezler, fakat serbest radikal olusumunda ©nemli rol
oynarlar. Serbest radikaller pozitif yukld, negatif yukli veya elektriksel olarak notral
olabilirler. Serbest radikal tammna gore O,, bir radikal olarak degerlendirilir.
Radikal oksijen, radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde diger
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer. Radikal oksijenin elektronlarindan
birinin enerji alarak kendi spininin ters yoninde olan baska bir orbitalle yer
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degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Singlet oksjen, eslesmemis elektronu
olmadig: igin radikal olmayan reaktif oksijen molekultdur, delta ve sigma olmak
Uzere iki sekli vardur.

. - .

0:0:t4 $-0:0-4

o

Sekil 4: Delta O, Sigma O,

Organizmada gecis metallerini (Fe" ve Cu*? gibi metaller) iceren enzimler
vasitastyla molekiler oksijene tek elektronlarin transferi suretiyle oksidasyon
reaksiyonlari meydana gelir. O, radikal dogasinin bir sonucu olarak yiksek derecede

Reaktif oksijen tirleri (ROT) olusturma egilimindedir (36).
2.2.3. REAK TIiF OKSIiJEN TURLERI

Oksijen insan yasam icin hem esansiyel hem de oldukga toksik bir molekaldar.
Adenozin trifosfat (ATP) Uretilmesi, detoksifikasyon ve biyosentez yollarindaki
oksidasyon tepkimeleri icin O.’e bagimliyiz. Ote yandan, O, tek elektron aldig:
zaman hicrenin lipitleri, proteinleri ve DNA’sini tahrip eden ileri derecede reaktif
oksijen radikallerine dontismektedir. Reaktif oksijen radikallerinin yaptigi hasar gok
genis bir hastalik grubunda hiicre 6limine ve yozlasmasina katkida bulunur.
Radikaller, genellikle dis yoringelerinden bir tanesinde bir tek-elektron iceren
bilesiklerdir. Oksijen, ayr1 yoringelerde iki tane eslesmemis elektron tasiyan bir
molekul olan ¢ift radikaldir. Hicrede olagan sekilde gorilen bir grup enzimatik olan
ve olmayan olay sirasinda O,'den reaktif oksijen turleri (ROT) yapmak Uzere tek
elektron kabul ederek meydana gelmektedir. ROT; siiperoksit (O), radikal olmayan
hidrojen peroksit (H.O,) ve hidroksil (OH’) radikalleridir. Siperoksit, KoQ dan
enzimatik olmayan bir yoldan veya metal iceren enzimlerden (6rnegin, sitokrom Pasp,
ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz) uretilebilir. Ileri derecede toksik hidroksil
radikali, Fenton tepkimesi ile, Fe" veya Cu™® in varliginda siiperoksitten enzimatik
olmayan yoldan veya Haber-Weiss tepkimesinde hidrojen peroksitten Uretilir. O;’in
indirgenmesiyle olusan oksijen radikalleri ve bunlarin tirevleri hicreler icin
oldaricu olabilir. Hidroksil radikali proteinler ve DNA’da oksidatif hasara neden
olur. Cok doymamis yag asitleri igeren zar lipitlerinden lipit peroksitlerin olusmasina
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neden olur. Bazi1 hallerde, serbest radikal hasar hastalik tablosunun dogrudan
nedenidir; érnegin, iyonlastirici 1sinlara maruz kalmanin baglattigi doku harabiyeti.
Parkinson hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarda veya iskemi-reperfiizyon
Orsentisinde ROT bir baska olayin yaptigi hicre harabiyetini siddetlendirebilir.
Oksijen radikalleri yikici harabiyet yapmalari yoninden serbest radikal nitrik oksit
(NO) veresktif oksijen turleri olan hipoklorik asit (HOCI) ile baglantilidir (36).

O7'e ait dort tek-elektron indirgenme basamag: siiperoksit, hidrojen peroksit,
hidroksil radikali ve su yapmak Uzere giderek ilerler. Sliperoksit, kendisine ait tek,
eslesmemis elektronu daha iyi gostermek icin bazen O, seklinde yazilir. O;'in yari
indirgenmis bicimi olan H,O, iki elektron kabul eder ve dolayisi ile bir oksijen
radikali degildir. Reaktif oksijen turleri, gesitli serbest radikallerin olustugu serbest
radikal zincir reaksiyonlarim baglatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik

radikaller (R ), peroksit radikalleri (ROO), alkoksi radikalleri (RO), tiyol radikalleri
(RS), siilfenil radikalleri (RSO ), tiyol peroksit radikalleri (RSO, ) gibi gesitli serbest
radikallerin olusumuna neden olurlar (36).

Lo F
Cesijen

L~=
4
k J

Siperoksit
#, &, 2H+

Hidrejan pancksil

o

Halr
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radikal

| B He
L
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Sekil 5: Oksijenin dort tek-elektron basamag: tarafindan indirgenmesi.
2.2.3.1. SUPEROKSIT (0, )

Canlilarda olustugu gosterilen ilk radikal siiperoksittir.
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Baslica su mekanizmalarla Gretilmektedir:

a. Indirgeyici 6zellikteki biyomolekiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirken slperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,
katekolaminler, ferrodoksinler, indirgenmis nukleotitler gibi yuzlerce biyolojik
molekil aerobik ortamda oksitlenirken stiperoksit yapimina neden olurlar.

b. Bazi1 dehidrojenazlar ve oksidazlar olmak Uzere, ylzlerce enzimin katalitik
etkisi sirasinda sliperoksit radikali olusabilir.

c. Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullamlirken,
tuketilen oksijenin %1-5 kadar1 stiperoksit yapim ile sonlanir.

d. Aktif fagositik l16kositler bol miktarda stiperoksit Ureterek bunlari fagozom
icine ve bulunduklar ortama verirler (37).

O, + e'_, O, -

2.2.3.2 HIDROJEN PEROK SIT (H20,)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da
slperoksitlerin enzimatik/nonenzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu olusur.

O, '+ e + 2H——> H,0;

O, + 2" + 2H+—> H>O,

O, "+ 2H ——— » H,0, + O,

Hidrojen peroksitin pK’s =10.6 oldugundan, nétral ve asidik kosullarda net yuk
tasimaz, biyolojik zarlar1 kolayca gegebilir. Yapisinda paylasiimams elektron
icermediginden radikal 6zelligi tasimaz, resktif bir tUr degildir. Hidrojen peroksitin
okgitleyici bir tir olarak bilinmesinin nedeni, Cu veya Fe gibi metal iyonlar
varliginda hidroksil radikalinin onctli olarak davranmasidir. Hidrojen peroksit

siiperoksitle reaksiyona girerek, en reaktif ve en zarar verici serbest oksijen radikali
olan hidroksil radikali olusturmak Uzere kolaylikla yikilabilir.

H0, + O, — %Y 4" OH + OH + O,

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Ferri demiri (Fe™ )
siiperoksit tarafindan ferro demire (Fe*? ) indirgenir. Sonra bu ferro demir
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kullanmlarak “fenton reaksiyonu” ile hidrojen peroksitten 'OH ve OH™ dretilir.

Reaksiyon mekanizmasi;

O, "+ Fe+3 O+ Fe+2

—

Fe”+H,0, —» Fe+ OH +OH

O, '+ HIO, — ' OH +OH + O,

Goruldagi gibi stiperoksit, hem hidrojen peroksit kaynagi hem de gecis metal
iyonlarinin indirgeyicisidir (34, 37).

2.2.3.3. HIDROK SiL RADIKALI (OH)

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde Uretilebilen hidroksil radikali ('OH)

canlilarda iki mekanizmaile olusabilir:

a. Suyun yuksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda
hidroksil radikalleri olusur.

H-O-H——> H + "OH

b. Hidrojen peroksitin eksik indirgenmesi ile "OH olusur. Vicuttaki "OH
radikalinin en onemli kaynagidir. H>Oy'in iki elektron ile indirgenmesi ile su
olusurken, tek elektronla indirgenmesi 'OH olusmasina neden olur. Bu tir
indirgenme Fe, Cu gibi metal iyonlar1 tarafindan katalizlenir. Askorbik asit,
siperoksit gibi indirgeyici bilesiklerin de bulundugu ortamda, oksitlenen metal iyonu

tekrar indirgendiginden, H,O,'ten "OH yapim stirekli bir duruma gelir:
H,O,+ Askorbat (veya O, )—= » "OH + semidehidroaskorbat

Haber-Weiss tepkimesi ya da Fenton tepkimesi olarak adlandirilan bu tepkime
ile ne kadar 'OH olusacag, vicutta Uretilen H,O, derisimi ve serbest metal iyonunun
varligina baghdir. Stperoksit hem H,O;'in 6nctli hem de metalleri indirgeyici bir
tur oldugundan ve proteinlere bagli metallerin indirgenip serbest kalmasina da neden
olabildiginden, biyolojik kosullarda siperoksit yapiminin arttigi ortamda "OH
uretimi kaginilmazdir. Fenton tepkimesini katalizleyen en aktif metal iyonlar: demir
ve bakirdir. Mangan ve kobalt da bu bakimdan aktif olsa da, viicuttaki derisimlerinin
dustik olmasi nedeniyle demir ile kiyaslandiklarinda ¢ok daha az etkindirler (34, 37).
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2.2.3.4. SINGLET OK SIJEN (0O7")

Oksijenin enerjetik olarak uyarilan bu formunda spin kisitlamasinin kaldirilmis
olmasi nedeniyle reaktivitesi oldukca yiksektir. Aldigi enerjiyi cevreye dalga enerjisi
seklinde verip oksijene geri donebildiginden, olusumu kemoliminesans dlgimi ile
izlenebilir. Baslica su mekanizmalarla vicutta olusabilir:

a) Pigmentlerin (6rnegin flavin iceren nikleotitler, retinal, bilirubin) oksijenli

ortamda 151g1 absorplamasiyla
b) Hidroperoksitlerin metaller varligindaki yikim tepkimelerinde
¢) Kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda (6rnegin fagozom iginde)

d) Prostoglandin endoperoksit sentaz, bazi sitokrom Psso tepkimelerinde,
miyelo/ kloro/laktoperoksidaz enzimlerinin etkileri sirasinda olusur (37).

2.2.3.5. NITRIK OKSIT (NO)

Nitrik oksit, yuksek yapili canlilarda gok 6nemli biyolojik fonksiyonlar: yerine
getirmek Uzere Uretilen nitrojen merkezli bir radikaldir. Paylasiimams elektron
aslinda nitrojen atomuna ait ise de, bu elektronun hem nitrojen hem de oksijen atomu
Uzerinde delokalize olmasi nedeniyle tam radikal 6zelligi tasimaz. Bu nedenle,
bilinen diger radikallere gore reaktivitesi baskilandigindan oldukga uzun dmrltddr
(37).

2.2.4. SERBEST RADIKALLERIN KAYNAKLARI
2.2.4.1. BIYOLOJIK KAYNAKLAR:

- Aktif fagositler

- Antineoplastik ajanlar (kanser ilaglarr)

- Radyasyon

- Aliskanlik yapan maddeler (alkol ve uyusturucu)

- Cevresel gjanlar (Sicak soku, gunes 1sim, hava Kirliligi yapan fotokimyasal
maddeler: pestisit, sigarave solventler vb.)

- Stres
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2.2.4.2. HUCRE iCI KAYNAKLAR:

- Kuctk molekillerin otooksidasyonu: Tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler,
flavinler, tetrahidropterinler, antibiyotikler.

- Enzimler ve proteinler: Ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, hemoglobin
- Mitokondride elektron transportu

- Endoplazmik retikulum ve gekirdek zar1 elektron transport sistemleri (sitokrom
Pas0, Sitokrom bs)

- Peroksizomlar: Oksidazlar ve flavoproteinler

- Plazma membrant: Lipoksijenaz, prostaglandin sentataz, NADPH oksidaz ve
lipit peroksidasyonu

- Oksidatif stres yapici durumlar: iskemi, travma, intoksikasyon, radyoaktivite,
hemoraji

- Uzun siireli metabolik hastaliklar (34, 38, 39).
2.2.5. SERBEST RADIKALLERIN ETKiSI

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranlarda
olustuklari zaman organizmada ¢esitli patolojilere yol acar. Biyomolekdllerin tim
blyutk simiflart serbest radikaller tarafindan etkilenirler, en fazla etkileneni lipitlerdir.
Serbest radikallerin hiicre hasar1 sekil 6’ gosterilmistir. Stperoksit ve hidroksil
radikali hicresel, mitokondriye, nikleer ve endoplazmik retikulum zarlarinda lipit
peroksidasyonunu baslatir. Hiicre gecirgenligindeki artis Ca™un hiicre icine
girmesine, bu da daha fazla mitokondri harabiyetine neden olur. Proteinler
Uzerindeki sistem silfidril gruplari ve diger amino asit kalintilar1 oksidlenir ve
yikilir. Cekirdek ve mitokondri DNA'’ st oksitlenebilir ve bu da ipliklerin kirilmasina
ve diger tip harabiyetlere neden olur. RNOS (NO, NO, ve peroksinitrit) benzer
etkilere sahiptir (36).
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Sekil 6: Serbest radikal aracili hiicre hasar:.

2.2.5.1. LiPiT PEROK SIDASYONU

Membran lipitlerinin ana kaynag: olan ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) ve
kolesterol peroksidasyona yatkindir. PUFA ve kolesterol enzimatik ve enzimatik
olmayan yollarla oksitlenir. Lipit peroksidasyonu normal kosullar altinda dogal bir
metabolik slrectir. Lipit peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag asitlerinin zincirleme
bir radikal reaksiyonudur ve Ui¢ asamadan olusur; Baslangic, ilerleme ve sonlanma.

a. Baslangic safhasi; Lipit peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest
radikal etkisi sonucu membran yapisinda bulunan PUFA zincrinden bir hidrojen
atomunun uzaklastiriimasi, 'OH radikalleri ve ya singlet oksijenin doymamis yag
asitlerinin - metil gruplariyla resksiyona girerek lipit peroksi radikalleri ve
hidroperoksitlerin olusmasiyla baslar. Bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipit radikali
niteligi kazanir. Olusan lipit radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige
ugrar. Molekdl i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle dien konjugatlar1 ve
daha sonra lipit radikalinin molekiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipit peroksi
radikali meydana gelir.

PUFA-H + X" & PUFA" + X-H
PUFA" + O, & PUFA-OO

b. ilerleme safhas;; Lipit peroksit radikalleri, membran yapisindaki diger
PUFA’lerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusmasina yol agarken, kendileri de

aciga ¢ikan hidrojen atomlarim alarak lipit hidroperoksitlerine dontsirler. Bu olusan
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peroks radikalleri oldukca reaktiftir ve zincirleme reaksiyon olustururlar. Boylece

olay kendi kendine katalizlenerek devam eder.
PUFA-OO + PUFA-H & PUFA-OOH + PUFA’

c. Sonlandirma safhasi; Lipit peroksidasyonu ya toplayici resksiyonlarla
sonlandirilir ya da otokatalitik yayilma reaksiyonlariyla devam eder.

PUFA oksidatif yikimi, lipit peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukca
zararhidir. Cunkd kendi kendine devam eden zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Lipit

peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1 geri donisuimsiizdir (37, 40, 41).

Bir biyomarkirin tam olarak tammlanabilmesi icin suphesiz cesitli kriterlerin
olmasi gerekirken, bir biyomarkirda beklenen fenomen hastaligin patojenezi ve
durumu ile ilgili baz1 biyolojik olaylarin dogrudan dlgulebilirligini saglamalidir.
Ornegin; lipit peroksidasyonu biyolojik bir olaydir ve aterojenez lipit
peroksidasyonun olusturdugu patolojidir. MDA lipit peroksiyonunun son Grintdur.
MDA konsantrasyonundaki degisiklik, lipit oksidasyonuna bagli olarak aterojenez
olusumu hakkinda bilgi verir (42).
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Sekil 7: Lipit peroksidasyonu: Serbest radikal zincir tepkimesi: A. Lipit peroksidasyonu
¢oklu doymamus bir lipitden (LH) bir hidrojen atomu soken ve bdylece bir lipit radikali (L) yapan bir
hidroksil veya diger radikalle baslatilir. B. Serbest radikal zincir tepkimesi O, ile tepkimeye girip lipit
peroksi radikali (LOO ) ve lipit peroksit (LOOH) Ureterek ilerler. C. Tek eektronun yeniden
dizenlenmesi lipit yikimi ile sonuclanir. Olusan Urinlerden biri olan malondialdehit suda ¢tzinir ve
kanda belirir. D. Zincir tepkimes tek eektronlar bagislayan E vitamini ve diger lipitte ¢ozUndr
antioksidanlar tarafindan hitirilir. Daha sonraki iki indirgenme basamag: ile kararli, oksitlenmis bir

antioksidan olusur (36).
2.2.5.2. PROTEINLERE ETKIiSi

Proteinler serbest radikal etkisine karsi, PUFA’dan daha az hassastirlar ve
baslayan zarar verici zincir reaksiyonlariin hizla ilerleme ihtimali daha azdir.
Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri amino asit
kompozisyonlarina baglidir. Doymamis bag ve silfir ihtiva eden molekillerin
serbest radikallerle reaktivitesi yiksek oldugundan triptofan, fenil alanin, histidin,
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metionin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenir. Ozellikle stilfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelir. Bu
reaksiyonlar sonucu imminglobilin G ve albumin gibi fazla sayida disiilfit bagi
bulunduran proteinlerin ti¢ boyutlu yapilari bozulur (34).

2.2.5.3. NUKLEIK ASITLERE VE DNA'YA ETKISI:

Iyonlastirici  radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek
mutasyona ve hiicre 6lumine yol acarlar. Sitotoksisite, bilyik oranda nikleik asit baz
modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger
bozukluklara baglidir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona
girer ve degisikliklere yol acar (34).

2.2.5.4. KARBOHIDRATLARA ETKISI:

Serbest radikallerin  karbohidratlar Uzerine de ©6nemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin - otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoasaldehitler meydana gelir. Bunlar diabet ve sigara icimi ile iliskili kronik
hastaliklar gibi patolojik stireglerde 6nemli rol oynar (34).

2.3. ANTIOK SIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Saglikli bir bireyde oksidanlarin diizeyi antioksidanlar tarafindan belirli bir
dengede tutulmaktadir. Plazma ve doku antioksidanlari savunma Ozelliklerine gore
primer, sekonder ve tersiyer olarak gruplandirilabilir. Primer olanlar radikallerin
olusumunu onleyen grup olarak tamumlanabilir. Hicre dist sivi icinde yer alan
transferrin ve laktoferrin bu o6zelliklere sahiptirler. Sekonder olarak tammlanan
gruptakiler ise olusmus olan ROT ni inaktiflestirerek veya ortamdan uzaklastirarak
etkilerini gosterirler. Bunlar SOD, katalaz, ve glutatyon peroksidaz gibi enzimler ya
da E-vit, C-vit ve GSH gibi kucuk molekiller olabilir. Tersiyer grupta yer alanlar ise
ROT ile hasarlanmig molekilleri tamir ederek veya bunlari uzaklastirarak etki
gogerir. Bu dadzellikle DNA’ min sentezinde biytk dneme sahiptir (43).

Hucresel Antioksidan Kapasitenin Kontroll: Oksidatif hasar, oksidanlar ve
antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikar. Antioksidanlarin
yapiminda bozukluk ya da ROT’inin asir1 derecede Uretilmesi bu dengeyi bozabilir.
Baz1 antioksidanlarin sitokinler tarafindan diizenlendigi muhtemeldir. interlokin-1
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(IL-1) ve TNFo Mn-SOD aktivitesini induklemektedir, diger antioksidanlarin Gizerine
etkisi yoktur. Sicanlarda yapilan bir calismada, asiri derecede oksidatif strese maruz
kalan farelerde IL-1 ve TNFa aktivitesine bagli olarak Mn-SOD, CuZn-SOD, katalaz
ve glutatyon peroksidaz aktivitesinde bir artig oldugu gorilmtstar (43).

Aerobik canlhilarda, ROT olusumuyla birlikte, ROT nin zararli etkilerini
Onlemek amaciyla antioksidan savunma sistemleri ya da kisaca antioksidan olarak
adlandirilan ¢esitli savunma mekanizmalar1 da gelismistir. Stperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon redilktaz, katalaz gibi enzimler ve vitaminler, tiyoller
gibi enzim olmayanlar seklinde yapilarina gore siniflandirilabilen antioksidanlar,
serbest radikallerin lipitler, proteinler, nikleik asitler gibi hedef biyomolekillere
verecegi hasar1 6nleyen maddelerdir (44).

Hucrenin farkl: alt birimlerinde ROT’ a kars1 farkli savunmalar vardir. Serbest
radikal savunma enzimlerinin bulundugu vyerler sekil 8'de gosterilmistir. Her
subselltler bdlgede Uretilen ROT'un tipi ve miktar1 ile uyum igindedir. Bu
enzimlerin en yuksek aktivitesi karaciger, bobrekusti bezleri ve bdbrekte
bulunmakta olup buralarda mitokondri ve peroksizom icerigi yuksektir ve diiz ER'de
bol miktarda sitokrom Passo enzimleri bulunur. Siperoksit dismitaz ve glutatyon
peroksidaz enzimleri farkli kompartmanlarda izoenzimler halinde bulunur.
Kompartmanlasmis bir diger sekli Fe'in sekestrasyonu olup bu element, ferritin
icinde mobilize edilebilir ve Fe halinde depolanir. Fe fazlasi, mobilize olmayan
hemosiderin depolarina yerlestirilir. Glutatyon (GSH) enzimatik olmayan bir
antioksidandir (36).
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Sekil 8: Serbest radikal savunmanin sematik olarak gosterilmesi.
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2.3.1. ANTIOK SIDAN ENZIMLER
2.3.1.1. SUPEROK SIT DISMUTAZ (SOD)

Slperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1.) enziminin U¢ izoformu olan bir metalo
enzimdir. SOD; ya da CuZn-SOD tamimlanan ilk enzimdir, sitoplazmada bulunur ve
Cu ve Zn iceren molekil agirligi 32000 Da olan homodimerdir. Tim memeli
hicrelerinin sitoplazmasinda yaygin olarak bulunur. SOD, yada Mn-SOD Mn iceren
tetramerdir, mitokondride bulunur. SOD3 ya da EC-SOD en son tamimlanan SOD’ dir.
Cu ve Zn igeren tetramerdir ve hiicre dis1 alanda bulunur (45). SOD enziminin esas
gorevi oksijen toksitesine karsi hicrelerin korunmasinda énemli rol oynar. SOD,
oksijene maruz kalan hicrelerde siperoksiti oksjen ve hidrojen peroksite
donisumini katalizleyen 6nemli bir antioksidandir ( 46-49).

20,7+ 2HX P L H,0,+0,
2312 KATALAZ (CAT)

Katalaz (EC 1.11.1.6), kanda, kemik iliginde mik6z membranda dort hem
grubu iceren bir hemoproteindir. Birbirine benzer 60 kDa olan dort altbirimden
meydana gelmis bir tetramerdir. Her altbirim bir hem grubu ve bir de NADPH igerir
(50). Katalaz canli organizmalarda en yaygin bulunan enzimdir ve hidrojen
peroksitin su ve oksijene donusmesini katalizler. Katalaz en yuksek turnover oranina
sahip enzimlerden biridir. Katalazin optimum sicaklig: tirlere gore degismesine
ragmen, farelerde yapilan bir calismaya gore optimum sicakligi 40 °C’de optimum
pH 8.0 olarak hesaplanmustir. Eritrositler ve karaciger, katalazin en yuksek aktiviteye
sahip oldugu yapilardir. Katalaz hiicreyi solunum patlamalarina karsi da koruyucu
olarak hizmet eder (51-53).

baslica memeli hiicrelerinin peroksizomlarinda bulunan
2 Hy0,—442 5 5 H,0 + O,
2.3.1.3. GLUTATYON PEROK SIDAZ (GSH-Px)

Glutatyon peroksidazin (EC 1.11.1.19) 1957 yilinda eritrositleri oksidatif
hasara kars1 koruyan bir enzim oldugu kesfedildi. Daha sonralari, memeli GSH-Px’1n
diger formlar1 izole edildi. Memeli GSH-Px ailesi amino asit dizisi, substrat
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0zgullugl ve hicre ici lokalizasyonuna gore 6 sinifa ayrilir; klasik ya da sitosolik
GSH-Px 1, gastrointestinal GSH-Px ,, plazma GSH-Px 3, fosfolipit hidroperoksit
GSH-Px ya da GSH-Px 4, epidemial GSH-Px 5 ve koku epiteli GSH-Px . GSH-Px 5
ve GSH-Px g hari¢ tim memeli GSH-Px proteinleri sistein yerine seleno sistein
(SeCys) igerir. GSH-Px'1n iki farkl: tipi vardir; aktivitesi igin selenyuma gereksinim
duyan formu hem H,O, hem de LOOH’lar1, selenyuma gerek duymayan formu ise
sadece LOOH' lar1 metabolize eder (54). Se- GSH-Px hidrojen peroksit ve organik
hidroperoksitlerin her ikisine karsi yiksek aktiviteye sahip, 84 kDa olan bir
tetramerdir. Se- GSH-Px’ 1n %70'i sitoplazma, %30’ u ise mitokondridedir. Glutatyon
peroksidaz glutatyonu kullanarak cesitli hidrojen peroksitlerin (ROOH ve H,0,)
indirgenmesini katalizler. Memeli hiicrelerini oksidatif hasara kars: korur (55).

ROOH + 2GSH —SH*_, ROH + GSSG + H,0
2.3.1.4. GLUTATYON REDUKTAZ (GR)

Glutatyon rediktaz (EC 1.6.4.2) ilk kez 1931 yilinda Hopkins ve Elliott
tarafindan cesitli hayvanlarin karacigerinde elde edilmistir. GR yaklasik 120 kDa
agirhiginda, iki altbirim ve her birinin aktif merkezinde bir flavin adenin dintkleotit
(FAD) vardir. GR enzimi hem sitoplazma hem de mitokondride bulunur. 1,3-bis-
kloroetil-1-nitroz Gre GR’in inhibitoridar. Glutatyon rediktaz indirgeyici elektron
kaynagi olarak NADPH’1 kullanarak okside glutatyonu indirgeyen reaksiyonu
katalizler. Enzimin katalizledigi reaksiyon;

GSSG + NADPH + H*_®® | 2GSH + NADP' (56).
2.3.2. DIGER ANTIOK SIDANLAR

Hucre dig1 ortamda antioksidan savunmadan daha az bir oranda enzimler, daha
cok olarak E ve C vitamini, transferrin, haptoglobin, seruloplazmin, albimin,
bilirubin, B- karoten, Urik asit, glikoz, sistein, trakeobronsial mukus ve a-1 antitripsin

sorumludur.
2.3.2.1 E-VITAMINi

E vitamini 4 tokoferol (a, B, v, 8) ve 4 tokotrienolden (a, B, v, 6) olusan, yagda
¢Ozlinen ve zincir kirici (lipit peroksit radikallerini yikarak lipit peroksidasyon zincir
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reaksiyonlarini bozar) bir antioksidandir. E vitamin’ nin dogada en yaygin ve en aktif
formu olan a-tokoferol gok kuvvetli bir antioksidandir ve hiicre zar1 fosfolipitlerinde
bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal etkilerinden korur (57). Hiicre
ve hicre ici zarlarinda bulunan doymamis yag asitlerinde lipit oksidasyonu
olusmadan Once serbest radikaller o-tokoferol tarafindan nétralize edilir (58). a-
tokoferoltin aktif merkezinde alt1 hidroksil grubu vardir. Ikinci pozisyondaki yan
zincir E-vitamininin biyolojik membramin icine girmesini ve tutunmasim saglar.
Boylece altinci pozisyon lipit peroksidasyonunu ortadan kaldirir ve serbest
radikalleri temizlemek igin uygun ortam saglar (59).

2.4. MIYELOPEROK SIDAZ (M PO)

Miyeloperoksidaz enzimi (EC: 1, 11, 1, 7) ilk kez 1940 yilinda Agner
tarafindan saflagtirilmistir. 11k baslarda, canli yesil renginden dolay:r bu enzime
verdoperoksidaz adi verilmistir. Daha sonraki yillarda miyeloperoksidaz adi
kullanilmistir (60). Miyeloperoksidaz enzimi laktoperoksidaz, eozinofil peroksidaz
ve tiroid peroksidazi da iceren memeli peroksidaz ailesinin bir Gyesidir.
Miyeloperoksidaz enziminin Ug¢ izoenzimi vardir; MPO 1, 11 ve [1I’dir (61-63).
Miyeloperoksidaz azurofilik grantler |0kositlerin  dnemli  proteinlerindendir.
Miyeloperoksidaz enzimi, sindirim enzimleri ve diger antimikrobiyal proteinlerle
azurofilik grandllerin stoplazmasinda bulunur (60). Bazi arastirmacilara gére MPO
enzimi hticrenin kuru agirhiginin %1-2'sini olustururken, baska arastirmacilara gore
de %5 oldugu bildirilmektedir (64, 65).

Lokositler antimikrobiyal fonksiyonlarini, mikroorganizmanin hiicre igine
alimp sindirildigi fagositoz olay: ile gerceklestirirler. Fagozom membraninda
lokalize olan NADPH oksidaz araciligiyla solunum patlamasi (respiratory burst) ach
verilen, oksijen tiketiminin hizla arttig1 ve stiperoksit radikalinin olustugu bir stireg
gerceklesir. Fagositoz esnasinda asirt oksijen kullamilmasi sonucunda; sliperoksit
anyonlar1 ve hidrojen peroksit olusur. Slperoksit serbest bir radikaldir ve oksijen
molekilinden bir elektronun kayb: sonucu ortaya ¢ikar (66).

Miyeloperoksidaz enzimi H,O, ve halojenleri (CI°, F, Br ve I") katalizleyerek
hipohalozlar1 olusturur. Ornegin; miyeloperoksidaz enzimi H,O, ile ClI™ iyonu
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katalizleyerek bakterisitik bir madde olan hipoklorir ve Br™ ile hipobromir vb.
olusturur. Bu maddeler bakteriler, mantarlar ve memeli hicrelerine karsi oldukcga
toksiktir (67).

H202 +X Miyel operoksidaz ~ HOX + Hzo

NADPH., O
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Sekil 9: Aktif nétrofillerin fagozom sirasinda ROT’nin olusmasi: 1-Plazma zarimin cis
yluzindeki NADPH oksidazin aktiflesmess solunum patlamasim baglatmakta ve slperoksit
olusmaktadir. Fagositoz sirasinda, plazma zari i¢c cep yapmakta ve bdylece sliperoksit vakuol
bosluguna salinmaktadir. 2-Slperoksit kendiliginden veya slperoksit dismitaz yoluyla enzimatik
olarak H,O,' e donusir. 3-Miyeloperoksidaz iceren tanecikler fagozomlar icine salgilanmir ve burada
miyel operoksidaz HOCI ve diger halidleri Uretir. 4-H,O,, Fenton tepkimesinden hidroksil radikal
seklini de Uretebilir, 5-indiklenebilir nitrik oksit sentaz aktifleserek NO Uretibilir. 6-Nitrik oksit,
peroksinitrit Uretmek Uzere siiperoksitle birlesir ve bu da ilave RNOS yaratabilir. Sonugta, fagositoza
ugratilan hiicrelerin zarlan ve diger bilesenlerine saldirilmasi ve en sonunda hiicre 6lir. Sadece 30-60

dakika siirmesi ve O, tiiketmesi nedeniyle bu olayin timuine solunum patlamas: adi verilir (36).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

-EL1SA okuyucusu (Rayto marka 2100 C model)

-Santriftj (MSE MISTRAL 100)

-Laminar Kabin (STERIL-VBH marka)

-Derin dondurucu Low -85 °C (SANY O-Ultra marka)

-Sonikator (FISHER sonic DISMEMBRATOR * MODEL 300 marka)
-Sicak su banyosu (Memmert marka)

-Vorteks (Nuvemix marka)

-Spektrofotometre (UV-VIS Double BEAM PC scanning LABOMED.INC.
maka)

3.2.YONTEM
3.2.1. HASTA VE KONTROL GRUBU

Bu calismada kullanilan ornekler Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Uygulama ve Arastirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklart Anabilim Dalin’ da, takip
ve kontrolleri yapilan KKKA ©n tamsiyla yatan ve daha sonra Hifzi Sihha
Engtitiisi'nde kesin tamst konulmus olan hastalar segildi. KKKA tarmisi konmus olan
hastalardan Ornekler rast gele secildi; yas, cinsiyet agisindan herhangi bir ayrim
yapilmadi. Kontrol grubunu olusturan bireyler secilirken her hangi bir sistemik
hastaligi olmayan bireylerin segilmesine ve hasta grubundaki bireylerin yas, cinsiyet
Ozelliklerine benzer dagilim gosterilmesine 6zen gosterilmistir.

3.2.2. NUMUNELERIN HAZIRLANMASI

KKKA tamst konmus hastalardan alinan kan orneklerinden glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediktaz, superoksit dismutaz, katalaz, miyeloperoksidaz
enzim aktivitesi ve malondialdehit, E vitamini diizeyini 6lgmek icin heparinli, EDTA
iceren tuplere alinan 6rneklerden plazma, eritrosit ve I6kosit elde edildi.
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a. EDTA igeren plazma ve eritrosit suspansiyonu

EDTA iceren tlplere alinan kan 6rnekleri +4°C’de 1000 rpm’de 10dk santrifj
edildi. Ustteki plazma kismi I6kosit tabakasina zarar vermeden aspirasyonla alindi.
Eritrosit stispansiyonunun Uzerine 2 ml serum fizyolojik ilave edildi ve yavasca alt
Ust edilerek karigtiriip 1000 rpm'de 10dk santriftj edildi. Bu islem 4 kez
tekrarlandiktan sonra, elde edilen eritrosit suspansiyonu -80°C’ de saklanch.

b. Heparinli Plazma ve l6kositin elde edilmes

Heparin iceren tuplere alinan kan drnekleri 4000 rpm’de 5dk santrif(ij edildi.
Ustteki plazma kismu lokosit tabakasina zarar vermeden aspire edilerek ayrildh.
Geriye kalan sekilli elemanlar kismina % 0,72 (w/v) olacak sekilde dekstran ilave
edildi. 1000 rpm’'de 6dk santrifij edildi. Santrifij sonrasinda sirasiyla en Ustteki
tabaka |6kosit tabakasi, onun altinda dekstran en altta eritrosit tabakalar1 olustu.
Ustteki lokosit tabakas: Pastor pipeti yardimiyla aspire edilerek alindi. Bu islemler
+4 °C de yapild:. Elde edilen I6kosit suspansiyonu -80°C’ de saklanch (68).

L 6kositlerin parcalanmasi; —80 °C’ de dondurulmus olan lokosit suspansiyonlar:
oda 1sisina getirildi. 10 pl numuneden alind: tzerine 490ul tampon ilave edilerek
vorteksle karstirildi. Daha sonra bu suspansiyon sonikatorle 1-2dk muamele edildi
(69, 70). Elde edilen Iokositler parcalanmadan ¢nce ve parcalandiktan sonra
mikroskop altindaki gorintdleri sekil 10’ da gosterilmistir.

Sekil10: a: Lokositler parcalanmadan 6nce  b: Lokositler parcalandiktan sonra
3.2.3. SUPEROK SIT DISMUTAZ AK TIVITE TAYIiNIi

Ksatin ve hipoksantion oksidaz tarafindan Uretilen siperoksit radikalleri
tetrazolyum tuzuyla reaksiyona girmesi sonucunda olusan renk 450 nm dalga
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boyunda okunmasi esasina dayanir. Cayman chemical firmasimin dretmis oldugu
Superoxide Dismutase Assay kiti, Rayto marka 2100 C model ELISA okuyucusu
kullanilarak 6lguldi 1U SOD slperoksit radikalinin %50’ sini tiketmesi igin gerekli
olan enzim miktari1 olarak tamumlamir (71). SOD enzim aktivitesi kontro ve KKKA
hasta gruplarinin eritrositlerinde ¢aligildi.

a. Superoksit dismutaz reaktiflerinin haazirlanmas

Test tamponu; test tampon sisesinden 3 ml ¢ozelti alindi Uzerine 27 ml distile
su ilave edip karstinldi. Bu hazirlanmis  olunan  ¢ozelti;  0,1mM
dietilenetriaminpentaasetik asid (DTPA) ve 0.1 mM hipoksantin iceren 50 mM Tris-
HCI (pH=8.0) tamponudur. + 4 °C'de en az iki ay stabildir.

Ornek tamponu; 6érnek tampon sisesinden 2 ml ¢ozelti alindi tizerine 18 ml
distile su ilave edip karistirildi. Bu hazirlanmig olunan ¢ozelti; 50mM Tris-HCI
(pH=8.0) tamponudur. Bu tampon SOD standart1 hazirlanirken, ksantin oksidaz ve
SOD olgllecek orneklerin sulandiriimasinda kullanmildi. + 4 °C’de enaz iki ay
stabildir.

Radikal dedektori; tetrazolyum tuzu iceriren siseden 50 pl alindi Uzerine
19,95 ml test tambonu ilave edilerek sulandirildi. Bu sulandirilmis olan radikal
dedektorl 2 saat gabildir.

Superoksit dismutaz standarti; sigir eritrositlerinden elde edilmis SOD
enzimi kullamma hazir. Eritilmis enzim ¢alisma esnasinda buz kabr icinde tutulmali.

K santin oksidaz ¢ozeltis; kullanmadan 6nce ksantin oksidaz iceren siseden 50
pl alindh Gzerine 1,95 ml 6rnek tamponu ilave edilerek sulandirildi. Eritimis enzim
calisma esnasinda buz kabi iginde tutulmali. Sulandirimis olunan ksantin oksidaz
calisma esnasinda buzlu ortamda tutulmali. Sulandirilmis olan enzim 1 saat stabildir.
Eritilmis enzim tekrar dondurulmamali.

b. Stiperoksit dismutaz aktivites tayini: Reaksiyon kabinin ilk 7’ sine radikal
dedektortiinden 200ul koyup, Uzerine 10ul siiperoksit dismutaz standarti ilave edildi.

Diger kuyucuklara radikal dedektorinden 200ul koyup, Gzerine 10pl

numune ilave edildi.
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Bu karisimlarin Gzerine ksantin oksidaz ¢ozeltisinden 20 pl eklendi.

Doksan altilik kuyucuklu tabak calkalayici yardimiyla birkag saniye
karistirilip Gzeri kapatildh.

20 dk inkiibasyondan sonra numune ve standartlar 450 nm dalga boyunda

okundu.

c. Hesaplama:

. _—

0 0,05 0,1 0,15 02 0,25
SOD aktivitesi (U / ml)

LR (Lineer edilmis oran)
w

y = 19,879x + 0,9467
R? =0,9958

Sekil 11. SOD aktivite standart grafigi

Lineerize edilmis oran (LR); Standart ve numune absorbanslarinin birinci
standartin absorbansina bélinmesi ile bulundu. Ornegin; standart A, B, C, D ...
absorbanslari, stan. A/stan. A, stan. B/stan. A, stan. C/stan. A, stan. D/stan. A ... vb.

I,J/H Oirnek LR - y- kesim noktas ) . 0,23 mi | . sulandirma orani

SOD (Ul = ”
(L) \ Eim 0,01 mi

Her bir eritrosit siispansiyonunda, hemoglobin tayini yapilarak SOD seviyeleri
g hemoglobin bagina U olarak hesapland.

3.2.4. KATALAZ AKTIVITE TAYINi

Optimum konsantrasyonda ki hidrojen peroksitle metanolun enzimatik
reaksiyonun sonucunda formaldehit olusur. Bu formaldehit 4-amino-3-hidrazin-
5merkapto-1,2,4-triazol (Purpald) ile reaksiyonu sonucunda olusan renk 540 nm
dalga boyunda 6lgme prensibi ile Cayman Chemical firmasinin tretmis oldugu
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Catalase Assay kiti, Rayto marka 2100 C model ELISA okuyucusu kullanilarak
Olculdd. (71). CAT enzim aktivitess kontro ve KKKA hasta gruplarinin
eritrositlerinde calisildh.

a. Katalaz reaktiflerinin haairlanmas

Test tamponu; test tampon sisesinden 2ml ¢ozelti alindi Uzerine 18 ml distile
su ilave edilerek sulandirildi. Bu hazirlanmis olunan ¢ozelti; 100 mM potasyum
fosfat tamponudur (pH= 7.0). Bu tampon + 4 °C’' de en az iki ay stabildir.

Ornek tamponu; 6rnek tampon sisesinden 5ml ¢ozelti alind: Gizerine 45ml
distile su ilave edip karistirildi. Bu hazirlanmis olunan ¢ozelti; ImM EDTA ve % 0,1
BSA (sigir serum albumin) iceren 25 mM potasyum fosfat tamponu (pH= 7.5) olarak
hazirlandi. Bu tampon formaldehit standartimin, CAT kontrolinin ve orneklerin
sulandiriimasinda kullanildi. + 4 °C'de en az iki ay stabildir.

K atalaz standardr; 4.25 M formaldehit kullanima hazir.

Kontrol; liyofilize olarak siselenmis sigir karacigerinden elde edilen katalaz
enzimi 2ml Ornek tamponu ilave edilerek sulandirildi. Sulandirilmis enzim 30 dk
stabildir. Bu ¢Ozeltiden 100 pl alimp, tzerine 1,9 ml 6rnek tamponundan ilave
edilerek sulandirildi.

Potasyum hidroksit; KOH iceren sise buz icine yerlestiridi. Sisenin icine 4 ml
distile su ilave edilip karistirildi. Bu ¢ozelti 10 M KOH igerecek sekilde hazirland:.
+ 4 °C'de en az Ui¢ ay stabildir.

M etanol; kullanima hazir

Hidrojen peroksidaz; 8.82 M H,O,'ten 40 pl alimip Uzerine 9,96 ml distile su
ilave edilerek karistirildi. Sulandirilmis H2O, solusyonu iki saat stabildir.

Purpald; 0.5 M hidroklorik asit icinde 4-amino-3-hidrazin-5merkapto-1,2,4-
triazol (Purpald) kullamma hazir.

Potayum periodat; 0.5 M potasyum hidroksit icindeki potasyum periodat

kullammma hazir.
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b. Katalaz aktivite tayini

- Doksan altilik kuyucuklu tabaga ilk 6énce 100 pl test tamponu konuldu,
Uzerine 30 pl Metanol ilave edildi.

- 1Ik 7 kuyucuga 20 pl standart diger kuyucuklara 20 pl 6rnek konuldu.

- Tum kuyucuklara 20 ul hidrojen peroksidaz ilave edildi.

- Orbital calkalayici yardimiyla karistirilip 20 dk inkiibe edildi.

- Tum kuyucuklara 30 pl potasyum hidroksit ve 30 ul purpald ilave edildi.
- 10 dk inkibe edildi.

- 10ul potayum periodat ilave edilip 5 dk inkibe edildi.

- 540 nm dalga boyunda okutuldu.

c. Hesaplama:

0,8
0,7 .
0.6 =

0,5 /

0,4 /

> =

gi = y = 0,0086x + 0,0073

R°=0,9812

Absorbans

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Formaldehit (UM )

Sekil 12. CAT aktivite standart grafigi

Ornek ahzorbans - (v ekaenini kesen nokta) 0,17 mi
Farmaldehit (pih)Z
Efim 0,02 ml
Formaldehit (phd)
CAT Aktivitesi — ————— % Sulandirma oran — nimoalickinl (0,007 iml)

200 dk
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Her bir eritrosit siispansiyonunda, hemoglobin tayini yapilarak CAT seviyeleri
g hemoglobin basina mU olarak hesapland:.

3.2.5. GLUTATYON PEROK SIDAZ AKTIVITE TAYIiNi

GSH-Px redikte glutatyonu kullanarak hidrojen peroksidi indirger, bu esnada
okside glutatyon olusur. Okside glutatyon NADPH'1 koenzimolarak kullanan
glutatyon rediktaz enzimi tarafinda redikte glutatyona donustiren reksiyonu
katalizler. 340 nm’ de azalan NADPH konsantrasyonuna gore olcultr. Northwest life
science specidlties, LLC firmasimin Uretmis oldugu Glutathione Peroxidase Assay
kiti, Rayto marka 2100 C model ELISA okuyucusu kullanilarak élcildi. (72). GSH-
Px enzim aktivitesi kontro ve KKKA hasta gruplarinin eritrositlerinde galigildi.

H2 Oz 2 Hzo

\GSH—PX
~

i\

2= H IS
;//—

o e = AT EH

A

a-Glutatyon peroksidaz reaktiflerinin hazirlanmas
Test tamponu; EDTA'’ |1 fosfat tamponu (pH= 7.0)

NADPH diluenti; EDTA’l1 fosfat tamponunuda (pH= 7.0) stablize edilmis
glutatyon rediiktaz ¢ozeltisi kullanima hazir.

NADPH cozeltis; NADPH diluenti iceren sise NADPH ve indirgenmis GSH
iceren siseye bosaltilip karistirilch. Bu ¢ozelti 2-8 °C’ de Ui¢ guin stabildir

H.0, cozeltis; 1. sulandirma; %3 H,0O, reaktifi 1/100 oraninda (0,2 ml %3
H,0; ile 2 ml test tamponu ilave edilerek karistirildi) sulandirildi.

2. sulandirma 13/ 100 oramnda (1.sulandirma solusyonuna 10 ml test tamponu ilave
edildi) sulandir1ldh.



b. Glutatyon peroksiadaz enzim aktivite tayini:

- Plazma Ornekleri  seyreltmeden, eritrositler numuneleri  hemoglobin
konsantrasyonu 0.2-0.5mg/dl olacak sekilde 30-50 oraninda seyreltildi.

- Butun kuyucuklara bu 6rneklerden 50 pl konuldu.
- 50 pl NADPH c¢ozeltisi ilave edildi.

- 50pl H20, cozeltisi ilave edilip 1dk. bekletikten sonra 5dk. boyunca her 30
saniyede bir 340nm’ de okuma yapildi.

. Hesaplama:
mMOranis= -1000 X AAazso/dk
mMOrani,=-1000 X AAzs/dk

6.22= 1 cm'lik 151k yolunda 340 nm dalga boyunda NADPH’in milimolar
absorbsiyon katsayisi.

V rw= reaksiyon hacminin karisim
V&< 6rnek hacmi

2= 2mol GSH’in 1mol GSSG donitsmesinde her bir mol icin okside edilen
NADPH basina dizeltme katsayisi

df= Ornek sulandirma faktori

AmOran, — mO )=V ey

522 w W,

GSH-Px (muin) — wdf

Her bir eritrosit slispansiyonunda, hemoglobin tayini yapillarak GSH-Px
seviyeleri g hemoglobin basina mU olarak hesapland:.

3.2.6. GLUTATYON REDUKTAZ AKTIVITE TAYIiNi

GR aktivitesi Cariberg' nin tarif ettigi yontemine gore, Northwest life science
specialties, LLC firmasimin dretmis oldugu Glutathione Reductase Assay kiti, Rayto
marka 2100 C model ELISA okuyucusu kullamlarak él¢ildi. Test prensibi;

GSSG + NADPH + H—CSR __ , 2GSH + NADP"



GR aktivitesi; 340 nm'de NADPH'1n azalan miktarinin 6lgllmesi esasina dayanir.
1U GR aktivitesi 25 °C, pH= 7,6 ve bir dakikada GSSH'1 indirgeyecek enzim miktar:
olarak tanumlamir (72). GR enzim aktivitesi kontro ve KKKA hasta gruplarinin
eritrositlerinde ¢alisildh.

a. Glutatyon rediiktaz reaktiflerinin hazirlanmas

Test tamponu; 1-2 mM EDTA’l1 50-100 mM fosfat tamponu (pH=7.0-7.6)

kullamma hazir.
GSSG reaktifi; kullanima hazir.

NADPH c¢ozeltis; NADPH iceren siseye NADPH sulandirma sollisyonu
bosaltilip karistirildi. Bu ¢ozelti orijinal sisesinde ve soguk ortamda saklanirsa 14
gun stabildir.

b. Glutatyon rediiktaz enzim aktivite tayini:

- Plazma numuneleri direk kullanmldi, eritrosit numuneleri 1/6 oraminda

seyreltildi.
- Doksan altilik kuyucuklu tabagin her bir kuyucuguna 150 pl 6rnek konuldu.
- 50l GSSG reaktifi ilave edilip karistirildi. 1dk. bekletildi.
- 50 ul NADPH ¢ozeltisi ilave edilip karistirildi. 1dk. bekletildi.
- 340 nm dalga boyunda 3dk. boyunca 30 saniyede bir okuma alind:.
c. Hesaplama:
Egim =2,725
Kesim noktasi= 0.5486
V=250 ul
Ve =150 pl
Sulandirma oram= 1/60

mOrant = 21.33 AAaso/dk
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SR altivitesi = [-mOran- kesim noktas)(A ) sulandirma orann _

miinl
(edim) x (W)

Her bir eritrosit siispansiyonunda, hemoglobin tayini yapilarak GR seviyeleri g
hemoglobin basina mU olarak hesapland.

3.2.7. E ViTAMINI TAYIiNi

E vitamini mutlak etanol ve ksilen ekstraksiyonu ile elde edilen filtratin 2,4,6-
tripidil-s-triazin (TPTZ) ve demir 3 klorir (FeCls) ile renklendirilmes esasina
dayanan metoda gore yapildi (73). E vitamini dizeyi kontrol ve KKKA hasta

gruplarimin plazmasinda ¢alisildi.
a. E vitamini reaktiflerinin hazirlanmas
Stok a-tokoferol (200mg/dl), calisma standart a-tokoferol (1mg/dl)
% 0,12 2,4,6-tripidil-s-triazin (TPTZ)
% 0,12 demir 3 klorir (FeCls)

b. E vitamini dizeyi tayin yontemi

Kor Standart ornek
Mutlak etanol 1.0ml 1.0ml 1.0ml
Serum . L 1.0ml
a-tokoferol ... 10m ...
Digtile su 10m ... Ll
Ksilen 1.0ml 1.0ml 1.0ml

-Tum tupler 30 saniye vorteks yardimiyla karistiril di.

-Tum topler 5 dk. santriftjj (1000 rpm) edildikten sonra her bir tipten 0.5 ml
ksilen tabakasi alindh.

-Uzerine 0.5 ml TPTZ ¢ozeltisi eklenerek karistirld.
-1lk 4 dk. icinde 460 nm' de kore kars: numunelerin absorbans kaydedildi.

-Her ktvete 0.1 ml FeClz eklendi ve karistirildi.
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-600 nm'’ de kore karst numunelerin absorbans: kaydedildi.

c. E vitamin diizeyinin hesaplanmas

o Oynedin ABDORm — (0.40 ¥ Ernedin A460n0m)
E witamini = = mgdl

standart AS00Nm

3.2.8. LiPIiT PEROK SIDASYONU TAYINi

Metodun temel prensibi lipit peroksidasyonu sonucunda agiga ¢ikan MDA’ in
tiyobarbittrik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi sonucunda 532 nm dalga boyunda
maksimum absorbans veren renkli bir kompleks olusturmasi esasina dayanmaktacdir
(74). MDA duzeyi kontrol ve KKKA hasta gruplarimin plazma ve eritrositlerinde
caligild.

a. Malondialdehit ¢ozeltilerinin hazirlanmas
Fosfat tamponu pH=7.4

0.1M EDTA

%30’ luk TCA

6.072M MDA stok ¢ozeltiden farkl: konsantrasyonlarda yedi standart ve %1’ lik
TBA (0.05M NaCl) hazirlandh.

0.6 ml eritrosit slispansiyonuna 2.4 ml fosfat tamponu ilave edilerek drnek 1/5
oraninda seyreltildi.

b. Malondialdehit diizeyinin dlglilmes

Kor Standart ornek
Standart ... o6m ...
Serum . L 0.6 ml
Distile su o6m ...
Fosfat tamponu 2.4 ml 24 ml 2.4 ml
%30 TCA 1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml

- 2 saat buz banyosunda bekletildikten sonra 2000 rpm’ de 5dk. santriftj edildi.
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- 3 ml Ust faz sivi alinip Uzerine sirasiyla 0.225ml 0.1M EDTA ve 0.75ml
%1'lik TBA eklendi. TuUplerin agz1 iyice kapatilip, 15dk. sicak su banyosunda
kaynatild.

-TuUpler soguduktan sonra spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda standart

ve numuneler kdre kars1 absorbanslar: okutuldu.
c. Hesaplama:

MDA ile TBA tepkimesi sonucu olusturulan standart egri ile yapildi. Lipit
peroksidasyonu degerlendirilmesinde kullamlan malondildehit standart egrisinin
hazirlanmasi; Standart olarak 6.072M saf MDA  kullanildi. Stok standart
¢ozeltisinden 100 pmol/L ve 10 umol/L MDA igeren ara stok ¢ozeltiler hazirland.
Daha sonra sirasiyla 0.156, 0.312, 0.625, 1.25, 2.5, 5.0, 10.0 pmol/L standart seri
hazirlandi. Hazirlanmis olan her bir standarttan 0.6ml alinarak numunelerle ayni
islemden gegcirildi. Elde edilen absorbans degerleri ile MDA derisimleri arasindaki
iliskiye dayanilarak standart egri olusturuldu. Her bir eritrosit slispansiyonunda,
hemoglobin tayini yapilarak MDA seviyeleri g hemoglobin basina pmol olarak
hesapland.

1,2

1

0,8 /

0,6 /

9 _~

0z / y = 0,0903 + 0,0497
N R? = 0,096

0

Absorbans

0 2 4 6 8 10 12

Mal ondialdehit (umol/L)

Sekil 13. MDA standart grafigi
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3.2.9. MiYELOPEROK SIDAZ AK TIVITE TAYIiNi

Streptaividin peroksidazala Tetrametilbenzidin 6rnekteki MPO enzimiyle dogru
orantili olarak renklenme olusur. Bu reaksiyon sitrik asit cozeltisi ilavesiyle
durdurularak olusan renk 450 nm dalga boyunda okunur. MPO enzim aktivitesi;
insan MPO antikorlarint yakalayan kuyucuklar kullanarak ELISA yonteme gore,
Northwest life science specialties, LLC firmasin:n Uretmis oldugu Myeloperoxidase
EL/SA kiti, Rayto marka 2100 C model ELISA okuyucusu kullanilarak olgiildii (72).
MPO enzim aktivitesi kontro ve KKKA hasta gruplarinin plazma ve I6kositlerinde
caligild.

a. Miyeloperoksidaz reaktiflerinin hazirlanmas

Yikama tamponu: 20 ml yikama tamponu (200 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10
mM Tris tamponu pH=7.4) ainarak Uzerine 380 ml deiyonize su koyup karistirildh.

Sulandirma tampon: tampon A sisesinden (koruyucu olarak 2-kloroasetamidli
200 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 mM Tris tamponu pH=7.4) 10ml alind: Uzerine
15ml deiyonize su ilave edildi, tampon B sisesinden (koruyucu olarak 2-
kloroasetamidli iceren protein soliisyonu) 5ml alind: Gzerine 20ml deiyonize su ilave
edilip karistirildi. Daha sonra bu iki tampon 1:1 oramnda karistirildi.

Cozelti 4: 5a sisesiyle (Biyotinle isaretlenmis anti-miyeloperoksidaz) 5b
(deiyonize su) sisesi karistirildi. 96 calisma gurubu icin bu karisimdan 1ml alimp
Uzerine 11 ml tamponla (200 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 mM Tris pH=7.4)
sulandirildh.

Cozelti 5: Sise 6'ya (Streptavidin-peroksidaz) 1ml deiyonize su ilave edilip
karstirildi. 96 calisma gurubu icin stoktan 0,5ml alinip Gzerine 11,5 ml tampon (200
mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 mM Tris pH=7.4) ilave edilir.

Cozelti 6: 6. Sise (tetrametilbenzidin), 7. sise (sitrik asit ¢ozeltisi) kullamma
hazir.

b. Miyeloperoksidaz enzim aktivite tayini:

1- Calismaya baslamadan énce tim numuneler odaisisina getirildi.
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2- Okuma kuvetlerine 100 ul standart/kontrol/numune koyduktan sonra dsti
kapatilarak oda 1sisinda 1saat bekletildi.

3-Kivetler ters cevrilerek bosaltildi, bosaltilmis olunan kivetlere 200 pl
tampon koyup 20 saniye bekledikten sonra kiivetler ters cevrilerek bosaltildi. Bu
islem U¢ kez tekrarlandi.

4-Her bir kuvete ¢ozelti 4'den 100 pl ilave edip Uzeri kapatildi. Oda 1sisinda
1saat bekletildi.

5- Klvetler ters cevrilerek bosaltildi, bosaltilmis olan kiivetlere 200 pl tampon
koyup 20 saniye bekledikten sonra kiivetler ters cevrilerek bosaltildi. Bu islem U¢ kez
tekrarland.

6- Her bir kiivete ¢ozelti 5'den 100l ilave edip Uzeri kapatildi. Oda 1sisinda
1saat bekletildi.

7- Kuvetler ters cevrilerek ici bosaltildi, bosaltilmis olan kivetlere 200 pl
tampon koyup 20 saniye bekledikten sonra kivetler ters cevrilerek bosaltildi. Bu
islem U¢ kez tekrarlandi.

8- Her bir kiivete sise 6'dan 100 pl ilave edip Uzeri kapatildi. Karanlik ortamda
odaisisinda 20-30 dk bekletildi.

9- Her bir kiivete sige 7' den 100 pl ilave edip karistirildh.
10- 450 nm dalga boyunda okuma yapildh.

c. Hesaplama:

._//
.

0,1 1 10 100
MPO (ng Sml)

Absorbans

Sekil 14. MPO aktivite standart grafigi
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MPO(ng/ml)=3,713x - 2,242x? + 0,4587x> - 0,4927 (x=450 nm dalgaboyundaki
absorbans) formiline gore hesaplandi. Lokosit miyeloperoksiadaz aktivitesi; elde
edilen sonuclar 16kosit sayisina bolundd.

41



3.3. ISTATISTIK SEL DEGERLENDIRME

Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin istatistiksel degerlendirilmesi
SPSS 14.0 bilgisayar programu kullanilarak, bagimsiz guruplarda iki ortalama
arasindaki farkin onemlilik testi Man Whitney U testi ve Kruskal Waallis testi
uygulanarak yapilmistir. Verilerimiz tablolarda aritmetik ortalama + standart sspma

seklinde belirtilip yanilma diizeyi 0,05 olarak alinmustir.
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4. BULGULAR

4.1. HASTA VE KONTROL GRUBU CINSIYET VE YAS DAGILIMI

KKKA hastalarinda, oksidatif stresin neden oldugu lipit peroksidasyonunun

olup olmadigint gostermek igin eritrosit ve palazma malondialdehit dizeyine,

eritrositlerde antioksidanlardan; sliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz,

glutatyon rediktaz enzim aktivitelerine ve plazma E vitamini diizeyine, plazma ve

|6kosit miyeloperoksidaz enzim aktivitesinin  belirlenmesi amaglandi. Y apilan

calismada kullamlan kontrol ve hasta grubunu olusturan bireylerin yas dagilim tablo

2'de verildi.

Tablo 1. Kontrol ve hasta gruplarinin yas ve cinsiyet demografik bilgileri

Kontrol Hasta
Birey sayis 41 47
Cingyet
Erkek 16 (%39) 27 (%57,4)
Kadin 25 (%61) 20 (%42,6)
Yas (Yil)
Ortalama = SD 42,63 = 20,56 42,53 + 20,38

t =0,02, p=0,981 ; p>0,0 5 yas yoniinden gruplar arasi fark dnemsizdir. X?= 2,97

p= 0,085; p>0,05 Cinsiyet agisindan gruplar arasindaki farklilik énemsizdir.

Tablo 2. Calisma Gruplarimin Yas Dagilim

Yas Kontrol Toplam
S % S %

<14 4 9,8 6 12,8 10
15-19 4 9,8 3 6,4
20-29 5 12,2 4 8,5 9
30-39 6 14,6 4 8,5 10
40-49 4 9,8 9 151 13
50-59 8 19,5 10 21,3 18
60 < 10 24,4 11 23,4 21
Toplam 41 100 47 100 88
X?=285 p= 0,827 p> 0,05
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Kontrol ve hasta grubundaki bireylerin yas dagilimlari karsilastirildiginda
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu (p>0,05).

Tablo 3. Hasta ve Kontrol Grubu olgulen Parametrelerin Degerlendirilmesi

Kontrol Hasta
_ _ Sonug
n=41 X =S n=47 X £S

SOD 1199,52 + 216,81 1798,85 + 257,98 | t=-11,700 p=0,000
U/gHb p< 0,05

CAT 12046,32 + 1907,93 | 12754,15+ 2129,11 | t=-1,632 p=0,106
U/gHb p> 0,05

GSH-Px 19,226 + 3,934 18,782 + 2,877 | t=0,610 p=0,544
U/gHb p> 0,05

GR 8,872 + 1,399 9,342 +1,275 | t=-1,621 p=0,109
U/gHb p> 0,05

MPOyiz. 44,836 + 9,710 57,623 + 8,846 | t=-6,463 p=0,000
ng/ml p< 0,05

MPO . 0,486 + 0,114 0,790 + 0,290 | t=-6,237 p=0,000
ng/ml/Iokosit p< 0,05

MDAugit. 0,210 + 0,048 0,290 + 0,048 | t=-7,570 p=0,000
umol/gHb p< 0,05

MDAz 0,457 + 0,164 0,784 + 0,196 | t=-8,193 p=0,000
pumol/L

E-vit. 1,092 + 0,233 0,931+ 0,122 | t=4,130 p=0,000
mg/dl p< 0,05

Hasta ve kontrol grubunda ki bireyler enzim aktiviteleri agisindan
karsilastirilldiginda CAT, GSH-Px ve GR yonunden iki grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli degilken (p>0,05), SOD, MPOya, MPOis enzim
aktiviteleri ile MDAgit, MDAy E-vit. dizeyleri karsilastirildiginda iki grup
arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml1 bulundu (p<0,05).



Tablo 4. Kontrol Grubunda yas gruplarina gore Olglilen Parametrelerin
karsilastirilmasi
Yas SOD CAT GSH-Px | GR MPOy, MPOyy MDAt MDAz | E-vit.
U/gHb U/gHb U/gHb U/gHb ng/ml ng/mi/I6k pmol/gHb | pmol/L mg/dl
X +S | XS | X %S | X s X %S X %S X %S X S | X S
<14 | 126111 | 1230925 | 17,38 8,39 57,052 0,448 0,225 0,450 1,117
+33051 | +69307 | +252 +0,99 +13,690 | +0,06 +0,06 +0,18 +0,03
15-19 | 117001 | 12610,25 | 17,78 8,80 40,820 0,513 0,190 0,550 0,905
+217,3 +78670 | 509 +1,24 + 2,454 +0,11 +0,04 +0.21 + 048
20-29 | 120544 | 1209420 | 21,48 8,90 57,652 0,608 0,229 0,386 1,272
+1824 | +74055 | +4,36 +1,74 + 8,540 +0,14 +0,04 +0,11 +0,17
30-39 | 1231,25 | 13061,33 | 17,94 9,30 43,403 0,517 0,222 0,487 1,178
+264,84 | 65248 | £330 + 1,55 + 4,884 +0,13 +0,05 +0,14 +0,20
4049 | 1271,75 | 12582,75 | 19,62 9,80 38,980 0,440 0,215 0,560 1,078
+28335 | +99621 | £1,57 +210 + 4,239 +0,04 +0,04 +0,19 +0,25
50-59 | 118885 | 12006,00 | 19,90 8,81 41,678 0,468 0,202 0,453 1,058
+20236 | +66623 | £4,73 +1,34 +9732 +0,13 +0,05 +0,15 +0,16
60+ | 114431 | 10900,30 | 19,48 8,43 40,779 0,444 0,194 0,402 1,050
+189,29 | 48576 | £4,27 +1,20 + 3,568 +0,06 0,04 +0,16 +0,16
KW=1,36 | KW=627 | KW=4,19 | KW=2,92 | KW=1319 | KW=644 | KW=361 | KW=4,50 | KW=548
p=0,968 | p=0393 | p=0651 |p=0819 | P=0,04 p=0376 | p=0730 | p=0609 | p=0,483
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 P<0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

Kontrol grubundaki bireylerin yas gruplarina gore Olcllen parametreleri

karsilastirildiginda yas gruplar: arasindaki farklilik MPO yoniinden dnemli bulunurken

(p<0,05), diger parametreler yonunde istatistiksel olarak 6énemsiz bulundu (p>0,05).

MPO degerleri yas gruplarina gore ikiserli karsilastirildiginda 14 ve daha kiiguk yaslar
ile 40-49 yas, 50-59 yas 60 + yas arasindaki farlilik 20-29 yas ile 30-39 yas, 40-49 yas
50-59 yas, 60+ yas arasindaki farklilik énemli bulunurken (p<0,05) diger yas gruplar

arasi fark 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).
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Tablo 5. Hasta Grubunda yas gruplarina gore olctlen Parametrelerin karsilastirilmasi

Yas | SOD CAT GSH-Px | GR MPOyaz M POy MDA MDAy, | E-vit.
U/gHb U/gHb U/gHb U/gHb ng/ml ng/mi/I6k pmol/gHb | pmoal/L mg/dl
X S | X %S X xS | X s X £S X %S X %S X xS | X %S
<14 | 184843 | 13041,33 | 18,87 10,30 63,186 0,904 0,259 0,753 0,943
+22639 | + 117965 | +398 |+ 1,56 +2857 | +028 +0,04 +0,179 | +0,114
15-19 | 1766,73 | 12120,67 | 20,14 9,39 59,617 0,927 0,319 0,780 0,870
+336,56 | +1217,87 | +167 |+043 +7,440 | £037 +0,02 +0229 | +0,159
20-29 | 1696,18 | 12574,75 | 17,27 8,33 59,198 0,810 0,308 0,715 0,905
+300,13 | £85440 |+191 |+1,13 +11578 | £0.27 + 0,04 +0,161 | +0,177
30-39 | 1299,69 | 13030,50 | 19,49 10,07 63,405 0,617 0,293 0,728 0,935
+20603 | £82894 |+296 | +0,69 +2840 | +0,03 +0,06 +0,262 | + 0451
40-49 | 172052 | 12879,00 | 17,24 9,01 55,551 0,881 0,296 0,809 0,970
+24575 | £731,81 | +234 | +146 +8866 | +043 +0,03 +0,188 | +0,145
50-59 | 1890,64 | 12649,40 | 19,00 9,22 50,446 0,698 0,294 0,697 0,894
+24183 | £79529 |+289 |+124 +9569 | +0,19 +0,04 +0,155 | +0,136
60+ | 179922 | 12728,09 | 19,70 9,32 59,588 0,743 0,298 0,885 0,952
+28923 | £62519 |+301 |+1,22 +7946 | +025 +0,04 +0217 | +0,097
KW= KW=0,750 | KW=547 | KW=7,23 | KW=10,47 | KW=4,61 | KW=4,35 | KW=5,66 | KW= 2,58
275 p=0993 | p=0485 |p=0300 |p=0106 |p=059% |p=0628 |p=0462 | p=0,859
P=0839 | 005 p>005 | p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>005 | p>0,05
p> 0,05

Hasta grubundaki bireylerin yas gruplarina gore olglilen parametreleri karsilastirildiginda

yas gruplar: arasi fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu (p> 0,05).
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Tablo 6. Kontrol Grubunda 6lgtilen Parametreler yontinden erkek ve kadinlarin

karsilastirilmasi

Erkek Kadin
_ _ Sonug
n=X S n=25X s
SOD 1184,50 + 224,82 1209,12 + 215,66 | p= 0,789 p> 0,05
U/gHb
CAT 11385,13 + 1601,85 | 12469,48 + 1994,31 | p= 0,078 p> 0,05
U/gHb
GSH-Px 18,43 + 3,68 19,73+ 4,07 | p= 0,285 p> 0,05
U/gHb
GR 8,28+ 1,29 9,25+ 1,35 | p= 0,013 p< 0,05
U/gHb
MPOygaz. 44,312 + 8,708 45,172 + 10,462 | p= 0,748 p>0,05
ng/mi
MPO . 0,463 £ 0,102 0,500 £,121 | p= 0,329 p> 0,05
ng/ml/Iokosit
MDAgit. 0,203 £ 0,048 0,212 £ 0,050 | p= 0,584 p> 0,05
pumol/gHb
MDAz 0,423 + 0,162 0,478 £ 0,165 | p= 0,261 p> 0,05
pumol/L
E-vit. 1,073 £ 0,145 1,105 + 0,278 | p= 0,415 p> 0,05
mg/d|

Kontrol grubundaki bireylerin olcllen parametreleri yoninden erkek ve
kadinlar degerlendirildiginde, erkeklerle kadinlar arasinda GR enzim aktivitesi
arasindaki  fark istatistiksel olarak anlamli iken (p<0,05), diger parametreler
acisindan cinsiyetler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadh (p>0,05).
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Tablo 7. Hasta Grubunda olcllen Parametreler yoninden

karsilastirilmasi

erkek ve kadinlarin

Erkek Kadin
_ _ Sonug
nN=16 X S n=25X s
SOD 1762,21 + 276,97 | 1848,32 + 227,32 P=0,302
U/gHb p>0,05
CAT 12382,52 + 2385,44 13255,85 | p= 0,228 p>0,05
UlgHb +1651,33
GSH-Px 18,269 + 19,475 £ 3,228 | p= 0,162 p>0,05
UlgHb 2,527
GR 9,158 + 1,401 9,584 + 1,076 | p= 0,218 p>0,05
U/gHb
MPOygaz. 58,218 + 9,083 56,819 + 8,682 | p= 0,505 p>0,05
ng/mi
MPO 5. 0,827 + 0,329 0,740 £ 0,228 | p= 0,511 p>0,05
ng/ml/Iokosit
MDAueit. 0,289 + 0,044 0,302 £ 0,044 | p= 0,223 p>0,05
pumol/gHb
MDAz 0,740 £ 0,190 0,834 £ 0,195 | p= 0,091 p>0,05
pumol/L
E-vit. 0,917 £ 0,130 0,951 £ 0,112 | p= 0,445 p>0,05
mg/dl

Hasta grubundaki erkek ve kadin bireyleri 6lgllen Parametreler yoniinden

degerlendirildiginde cinsiyetler arasindaki

bulunamad: (p>0,05).
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Tablo 8. Hasta ve Kontrol Grubundaki erkeklerin olcllen Parametrelerin
degerlendirilmesi

Kontrol Hasta
_ _ Sonug
n=16 X =S n=27 X =S
SOD 1184,51 + 224,82 | 1762,21 + 276,97 p= 0,000 p< 0,05
U/gHb
CAT 11385,13 + 1601,85 | 12382,52 + 2385,45 | p= 0,152 p> 0,05
U/gHb
GSH-Px 18,432 + 3,681 18,269 + 2,527 | p= 0,669 p> 0,05
U/gHb
GR 8,281 + 1,297 9,158 + 1,402 | p= 0,023 p< 0,05
U/gHb
MPOygaz. 44,312 + 8,708 58,218 + 9,083 | p= 0,000 p< 0,05
ng/mi
MPO . 0,463 £ 0,103 0,827 £ 0,329 | p= 0,000 p<0,05
ng/ml/Iokosit
MDAgit. 0,203 £ 0,048 0,289 £+ 0,044 | p= 0,000 p< 0,05
pumol/gHb
MDA piaz. 0,423 + 0,162 0,740 + 0,190 | p= 0,000 p< 0,05
pumol/L
E-vit. 1,073 + 0,145 0,917 + 0,130 | p= 0,001 p< 0,05
mg/dl

Hasta ve kontrol grubundaki erkekler olglilen parametreler yoninden
karsilastirildiginda CAT ve GSH-Px yoninden her iki gruptaki erkekler arasindaki fark
onemsiz iken (p>0,05), SOD, GR, E-vit., MDApa, MDAgi, MPOpa, MPOjsk
parametreleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05).
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Tablo 9. Hasta ve Kontrol Grubundaki Kadinlarin olcilen Parametrelerin
degerlendirilmesi
Kontrol Hasta
_ _ Sonug
n=25X %S n=20 X £S
SOD 1209,13 + 215,66 1848,32 + 227,32 | P =0,000 p< 0,05
U/gHb
CAT 12469,48 + 1996,32 | 13255,85 + 1651,33 p= 0,244 p> 0,05
U/gHb
GSH-Px 19,735 + 4,079 19,475 + 3,228 p= 0,945 p> 0,05
U/gHb
GR 9,250 + 1,354 9,584 + 1,076 p= 0,236 p> 0,05
U/gHb
MPOyaz. 45,172 + 10,462 56,819 + 8,682 P=0,001 p< 0,05
ng/mi
MPO . 0,500 £ 0,121 0,740 £ 0,228 p= 0,000 p<0,05
ng/ml/lokosit
MDAgrit. 0,212 + 0,050 0,302 £ 0,044 p= 0,000 p< 0,05
pumol/gHb
MDAz 0,478 + 0,165 0,834 £ 0,195 p= 0,000 p< 0,05
pumol/L
E-vit. 1,105 £ 0,278 0,951 + 0,112 p= 0,003 p< 0,05
Mg/dl
Hasta ve kontrol grubundaki kadinlarda Olgllen  Parametreler

karsilastirlldiginda CAT, GSH-Px ve GR yonunde her iki gruptaki kadinlar
arasindaki fark Onemsiz iken (p<0,05), SOD, E-vit.,, MDAz, MDAgit, MPOpiz,
MPOsx parametreleri agisindan fark istatistiksel olarak anlamli  bulunmustur

(p<0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada; Sivas ve cevre illerde yaygin olan KKKA vakalarinda, viral
enfeksiyona bagli olarak oksidan/antioksidan dengesini nasil etkiledigini gostermek
icin; oksidatif strese bagli olarak meydana gelen MDA diizeyine, antioksidan enzim
(stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediktaz ve katalaz)
aktivitelerine, E-vitamini diizeyine ve antimikrobiyal etkiye sahip miyeloperoksidaz
enzim aktivitesine bakilmasi planlanmustir.

Tuarkiye'de KKKA vakalarinda olum oram yaklasik % 5-10 oldugu
bilinmektedir. Ozellikle Sivas'1 da kapsayan Orta Anadolu Bolgesi’ nde ilk kez 2002
yilinda tespit edilen KKKA vaka sayisinda gunimiize kadar hizli bir artis oldugu
gorilmektedir. Bu hastaligin endemik oldugu dinyanin diger bolgelerinde oltim
oran yaklasik % 30 a ulagabilmektedir (25, 75, 76).

Tablo 10. Orta Anadolu illerinde zamana bagli olarak artma egilimi gosteren
KKKA vaka ve 6lim sayilar1 (11, 77)

Yillar Vaka Savisi Olil Savisi
2002 2
2003 133 6

2004 249 13

2005 266 13

2006 438 27

2007 717 33

Tablo 9 incelendiginde; 2002’ dan 2007’ na kadar yapilan arastirmalar sonucun
da vaka ve 6lu sayisinda dogrusal bir artis oldugu, 6lum orant ise yaklasik % 5
civarinda oldugu gorilmektedir.

Oksidatif stres Gizerine yapilan arastirmalarda; kontrol grubunda 12-44 6rnek,
hasta grubu olarak ta 33-84 trnekte calismalar yapilmis (78-81). KKKA hastalarinda
yapmis oldugumuz c¢alisma sonuglarini, iki bagimsiz grubun aritmetik ortalamalari
arasindaki farka onemlilik testi uygulandi. Bu testi uygulamak icin her bir grupta
(kontrol veya hasta) en az 30 6rnek bulunmasi gerekmektedir. Bu ylzden bu
calismada gruplar 47 hasta ve 41 kontrol drneginden olusturuldu. Cumhuriyet
Universitess Tip Fakiiltes Hastanesi araciigi ile Hifzishha Engtitiisii nde
PCR/ELIZA yontemiyle KKKA tamsi konmus 47 hasta ve kontrol grubu ornekleri
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saglikli, herhangi bir sistemik hastaligi olmayan, yas ve cinsiyet bakimindan hasta
grubuna istatistiksel olarak benzerlik gosteren 41 bireyden saglandh.

KKKA hastaligimi oksidatif stres ve antioksidan sistemleriyle iliskilendirmek
icin, oncelikle plazma ve I6kositlerde MPO enzimi ve oksidatif stresin neden oldugu
lipit peroksidayonu son Urdnd olan MDA dizeyine eritrosit ve plazmada bakildi.
Ancak yalnizca bir antioksidan diizeyine bakilarak giivenilir bir sonuca ulasmanin
mUmkin olmadigr gergegi dikkate alinarak bir baska antioksidan olan plazma E
vitamini diizeyi ve eritrositlerde SOD, CAT, GSH-Px ile GR enzimlerinin aktiviteleri
de olclildu. Hasta ve kontrol grubunda dlcimlerle elde edilen sayisal verilerin yas,

cinsiyet agisindan istatistiksel analiz sonuclar1 asagida 6zetlenmektedir:

Kontrol ve hasta grubundaki bireylerin yas dagilimlart karsilastirildiginda
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemsiz bulundu (Tablo 2).

Kontrol ve hasta grubundaki bireylerin yaslari ile SOD, CAT, GSH-Px, GR, E-
vit., MDApaz, MDAgit, MPOpa, MPOisk  parametreleri karsilastirildiginda yas
gruplar arasi fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu (Tablo. 2-3).

Kontrol ve hasta grubundaki bireylerin SOD, CAT, GSH-Px, GR, E-vit.,
MDApa, MDAgi, MPOua;, MPOs parametreleri ile cinsiyet agisinda
degerlendirildiginde; kontrol grubunda erkeklerle kadinlar arasinda GR enzim
aktivitesi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli iken, diger parametreler
istatistiksel olarak anlamli degildi. Hasta gruplarindaki erkekler ve kadinlar 6lgtlen
parametrelerde iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (Tablo.
4-5).

Hasta ve kontrol grubunda erkekler ile iliskili SOD, CAT, GSH-Px, GR, E-
vit., MDAyaz, MDAgit, MPOpaz, MPOjs: parametreler karsilastirildiginda CAT ve
GSH-Px yoninde iki grup arasindaki fark dnemsiz iken, SOD, CGR, E-vit.,
MDApiaz, MDAgit, MPOpa,, MPOig parametreleri agisindan fark istatistiksel olarak
anlaml1 bulundu (Tablo. 6).

Hasta ve kontrol grubundaki kadinlarda SOD, CAT, GSH-Px, GR, E-vit.,
MDApiaz, MDAgit, MPOpiaz, MPOys parametreler karsilastirildiginda CAT, GSH-Px
ve GR yoniunde iki grup arasindaki fark onemsiz iken, SOD, E-vit., MDAz,
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MDAGeit, MPOyiazz, MPOysc parametreleri agisindan fark istatistiksel olarak anlamlt
bulundu (Tablo. 7).

Hasta ve kontrol grubundaki bireylerde SOD, CAT, GSH-Px, GR, E-vit.,
MDA piaz, MDAgit, MPOpaz;, MPOig parametreleri karsilastirldiginda; CAT, GSH-Px
ve GR enzim aktiviteleri iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degilken,
SOD, MPOpa, MPOs enzim aktiviteleri ile MDAgit, MDA, E-vit. dizeyleri
acisindan iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo. 8).

Miyeloperoksidaz, oksidan ve antioksidanlar hasta bireylerde niceliksel olarak
degisiklik gostermektedir. Reaktif oksijen turleri genellikle artma egilimi sergilerken,
antioksidanlar her iki yonde degisebilmektedir. Miyeloperoksidaz enzim aktivitesi
aortik iskemik reperfiizyonu ve kardiyovaskiler gibi hastaliklarda calisilmustir.
Oksidan ve antioksidanlar ¢esitli hastalik gruplarinda calisilmistir.  Ornegin;
depresyon, yuksek tansiyon, hipotiroidizm, Parkinson hastaligi, alerjik hastaliklar,
akciger kanserleri ve Alzheimer (82-90). Bugiine kadar mevcut literatirde KKKA
hastalarinda miyeloperoksidaz enzim aktivitesi veya oksidar/antiksidan miktarlarinin
Olcimune iliskin herhangi bir bilgiye ulasilamamaktadir. Bu nedenle, KKKA
virtsinin neden oldugu viral hemorajik ates hastaliginin epidemiyolojisi, sepsisin
klinik tablosuna benzedigi icin, arastirmanin sonuclart hem viral hem de sepsis
hastaliklarinda yapilan arastirmalarin bulgular: ile kiyasland:.

Oksidanlarin virtslerin inaktivasyonundaki rolt 1970'li yillarin baglarinda
anlagilmaya baslams, ancak, viral enfeksiyonlardaki metabolik roli daha sonraki
yillarda fark edilmistir (91).

Oksidanlar hticre ici sinyal iletiminde ve mikroorganizmalara karsi konagin
savunma sistemlerinde goérev alirlar. Ancak, yiuksek miktardaki reaktif oksijen tirleri
bircok hastaligin birincil sebebi olmasalar da, kanser, iskemi, immin yetmezlik,
endokrin fonksiyon bozuklugu gibi 6nemli hastaliklarin patojenezlerinde rol
oynayabilmekte ve doku hasarina neden olabilmektedirler. Hastalik ile bu reaktiflerin
miktar1 arttiginda, savunma sistemleri  antioksidan enzimlerinin  sentezini
duzenlemektedir (32, 91, 92, 93).

Hasta eritrostlerinde SOD  enzim  aktivitesinin,  kontrol — grubu
eritrositlerindekinden daha yuksek oldugu belirlendi (kontrol grubu, 1199,52 +*
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216,81 U/gHb; hasta grubu 1798,85 + 257,98 U/gHb). 1ki grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,000) (Tablo. 8). Hepatit C / B ve HIV
virisi ile enfekte olanlarda, etiyolojisi tam olarak bilinmeyen bir virlisin neden
oldugu Dengue Hemorrhagic Fever (DHF) ve Recurrent Aphthous Stomatitis (RAS)
hastaliginda da, eritrositlerde SOD enzim aktivitesinin kontrol grubuna gore yuksek
oldugu bildirilmistir (78, 94, 95, 96, 97). Bu arastirmalar sonucunda elde edilen SOD
enzim aktivitesiyle KKKA hastalarindan elde edilen sonuglar paralellik
gostermektedir. Viktor ve arkadaslarimin sepsisli hastalarda ROT’ nin inflamasyona
bagli olarak arttigini ve bununda oksidatif strese neden oldugunu bildirmistir (98).
SOD aktivitesi, yiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO;
artisiyla artar. KKKA hastalarinda viral enfeksiyona cevap sirasinda uyarilmis
fagositik 10kositlerin membranina bagli NADPH oksidaz enzimi araciligiyla hiicre igi
slperoksit derisimi artirarak oksidatif strese neden oldugu, oksidatif stresin artmasina
bagli olarak SOD aktivitesinin artigi distinulmektedir. Ayni zamanda artmrug SOD
aktivitesi, bu hastalarda oksijeni metabolize eden hicreleri stiperoksit serbest
radikalinin (O, ") lipit peroksidasyonu gibi zararl etkilerine karsi koruyarak ve

fagosite edilmis bakterilerin intraselliler 6ldirilmesinde de rol oynar.

Cherian ve arkadaslar1 sepsisli cocuklarda oksidatif stresi incelediklerinde,
hasta eritrosit SOD enzim aktivitesi ile kontrol grubu arasinda bir fark olmadigini ve
iki grup arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigini bildirmiglerdir.
Cherian ve arkadaslarimin sepsisli hastalarda bulduklar: eritrosit SOD enzim
aktivitesiyle, KKKA hastalarinda elde edilen sonuglar paralellik gostermemektedir.
Bu bulgu, vicudun oksidatif strese karsi gelistirmis oldugu bir tir adaptasyon ile
aciklanmistir (79). KKKA hastalarinin eritrosit SOD enzim aktivitesinin artmasina
bagl1 olarak da ortamda hidrojen peroksit miktarinin artacag: distuntlebilir. Hidrojen
peroksit toksik bir bilesik degildir. Ancak hidrojen peroksit Fentom ve Haber-Weiss
reaksiyonlari ile hidroksil radikallerine dontsebilir. Olusan hidroksil radikalleri lipit
peroksidasyonuna neden olduklari icin oldukca toksik bilesiklerdir. Canli
organizmalar hidrojen peroksitin toksk olan hidroksl radikallerine donismeden
ortamdan uzaklastiracak antioksidanlar ve antioksidan enzim sistemlerine sahiptirler
(99).



Fazla hidrojen peroksiti CAT, GSH-Px ve GR gibi enzimler ortamdan
uzaklastirirlar (100-102). KKKA hastalarinin eritrositlerinde CAT, GSH-Px ve GR
enzim aktiviteleri incelendiginde; hasta eritrositlerinde CAT enzim aktivitesinin,
kontrol grubu eritrositlerindekinden biraz daha yiksek oldugu belirlendi (kontrol
grubu 12046,32 + 1907,92 U/gHDb; hasta grubu, 12754,15 + 2129,11 U/gHb). Ancak
Iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmach (p=0,100) (Tablo. 8).
Hasta eritrogtlerinde  GSH-Px  enzim  aktivitesinin,  kontrol ~ grubu
eritrositlerindekinden daha dustk oldugu belirlendi (kontrol grubu 19,226 + 3,934
U/gHb; hasta grubu 18,782 + 2,877 U/gHb). iki grup arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p=0,209) (Tablo. 8). Hasta eritrositlerinde GR
aktivitesinin, kontrol grubu eritrositlerindekinden daha yiksek oldugu belirlendi
(kontrol grubu 8,872 + 1,399 U/gHb; hasta grubu, 9,342 + 1,275 U/gHb). Ancak, iKi
grup arasindaki aktivite fark: istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p=0,011) (Tablo.
8).

RAS hastalarinda yapilan bir calismada CAT aktivitesinin kontrol grubuna gore
arttigr bildirilmistir (97). Hepatit B/C hastalarinda GSH-Px enzim aktivitesinde,
kontrol grubuna gore, hafif bir artis oldugu belirlenmesine ragmen, bu artisin
istatistiksel olarak anlamli olmadig: bildirilmistir (96). Hepatit B virtsl ile enfekte
olmus hastalarla yapilan bir ¢alismada; hasta gruplarinda kontrol grubuna gére GSH-
Px ve CAT enzimlerinin aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalmamn
oldugu rapor edilmistir (78). Yine, etiyolojisi tam olarak bilinmeyen bir virlsin
neden oldugu DHF hastalar1 Uzerinde yapilan bir calismada, GSH-Px aktivitesinin
kontrol grubuna gore dusiik oldugu saptanmistir (97). Ote yandan, HIV ile enfekte
olmus hastalar ile yapilan bir calismada eritrositlerdeki GSH-Px aktivitesinin, kontrol
grubuna gore yuksek olmasina ragmen, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p=0,1) (95). Hepatit C pozitif hastalar Uzerinde yapilan bir baska
calismada GSH-Px enzim aktivitesinin kontrol grubuna goére distk oldugu, ancak
GR enzim aktivitesinde bir artis oldugu bildirilmistir (103). Karabulut ve
arkadaglarinin  yaptiklart calismada; 1. grup kontrol, 2. grup akut hepatit C
enfeksiyonlu hastalar, 3. grup tedavi gérmemis kronik hepatit C hastalari, 4. grup alti
ay interferonla tedavi edilen hastalar olmak Uzere farkl: dort grupta SOD ve CAT
enzim aktiviteleri calisilmistir. Akut hepatit C pozitif hastalarda SOD enzim
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aktivitesi kontrol grubuna gore %19 daha yuksek, kronik hepatit C pozitif hastalarda
SOD enzim aktivitesi %49 daha dusUk, interferon tedavisi alan kronik hepatit C
pozitif hastalarda ise %22 daha dustk oldugu rapor edilmistir (p<0,005). Kronik
hepatit C pozitif hastalarda, CAT aktivitesinin kontrol grubuna gore %13 daha
yuksek ve istatistiksel olarak anlamli oldugu bildirilmistir (p< 0,005). Akut hepatit C
pozitif hasta ve kontrol grubu arasinda CAT enzim aktivitesi bakimindan bir faklilik
olmachg: istatistiksel olarak rapor edilmistir (p>0,005). Akut hepatit C pozitif
hastalarda CAT enzim aktivitesi, interferon tedavisi olan hastalara gore %15 daha
disik bulunmustur (104). Karabulut ve arkadaslarinin akut hepatit C pozitif
hastalarda CAT aktivitesinde elde ettigi sonucla, bu calismada akut bir hastalik olan
KKKA hastalarinda elde edilen CAT aktivitesi sonuclart bir biriyle uyumludur. Ko
ve arkadaglarinin (2005) kronik hepatit C pozitif hastalarda elde ettigi MDA ve SOD
sonuglar, KKKA hastalarinda bu calisma ile elde edilen sonuglarla paralellik
gogerirken, GSH-Px ve GR sonuglari uyumlu bulunmadi. Arastirmacimin da
belirttigi gibi kandaki MDA dizeyi, GSH-Px ve GR enzim aktiviteleri,
interferon/ribavirin ~ tedavisinin - sonucu olarak kisilere bagli  degiskenlik
gosterebilmektedir. Ayrica HCV enfeksiyonlarindan etkilenen ve immiin sistemde
yer alan immono stokinlerin, bu degiskenlerin bir baska nedeni olabilecegi ifade
edilmektedir (103). KKKA hastalarinda CAT ve GSH-Px enzimlerinin aktivitesinde
kontrol grubuna gore anlaml1 bir degisiklik bulunmadi. SOD aktivitesinin artmasi,
ancak CAT ve GSH-Px aktivitelerinin artmamasi hicrelerde yiksek miktarda
hidrojen peroksit birikmis olabilecegini dustindirmektedir. Fazla hidrojen peroksitin
bir kismi hidroksil radikallerine donuserek oksidatif stresin artmasina neden olabilir.
KKKA hastalarinda serum ve eritrosit MDA dizeyinin kontrol grubuna gore yutiksek
bulunmasi bu ihtimali desteklemektedir.

Andrades ve arkadaglar1 (2004) lethal ve non-lethal sepsislerde, oksidatif stres
parametrelerindeki farkliliklar: inceleyen bir arastrma yapmislardir. Antioksidan
enzimlerin dizenlenmesiyle ROT olusumu ve ortamdan uzaklastirilmas: arasindaki
denge onemlidir. Slperoksit radikalleri SOD enzimi tarafindan hidrojen peroksite
donustaraltr. Olusan bu hidrojen peroksit ortamdan CAT enzimi tarafindan
uzaklastirilir. Ortamdan uzaklastirilamayan hidrojen peroksit molekdlleri Fentom ve
Haber-Weiss reaksiyonlariyla hidroksil radikallerine donUsturulebilir. Hidroksil
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radikalleri oldukcatoksik bilesiklerdir. Bu yizden SOD/CAT enzimi arasidaki denge
Onemlidir. Bu iki enzim arasindaki denge, lethal sepsis sirasinda, hiicre hasarinin
olusmasiyla iliskili olabilir. Bu denge SOD/CAT oranin tespit edilmesiyle
anlagilabilir. Lethal sepsisli vakalarda 11 saat sonra SOD/CAT oramt major
organlarda 6nemli miktarda artar. Bunun aksine, non-lethal sepsisli vakalarda
SOD/CAT oran kalp ve akcigerde 24 saat sonra, bobrekte ise 96 saat sonra artar. Bu
organlardaki artisin higbirinin lethal sepsislerinki kadar yiuksek olmadigi, lethal ve
non-lethal sepsiste oksidatif hasarin farkli oldugu, bunun da SOD/CAT oranyla
tespit edildigi rapor edilmistir (105). Yapmus oldugumuz calismada KKKA
hastalarinda SOD aktivitesinin arttigi, CAT enziminin aktivitesinin artmadigi
gorildi. Bu nedenle, yiksek bir SOD/CAT degeri elde edildi. Boylelikle, KKKA
hastalarinda hidrojen peroksitin bir kismiumin hidroksil radikallerine doniuserek doku
ve hicre hasarina neden oldugu dustntlebilir. KKKA hastalarinda SOD/CAT
orammin daha genis hasta gruplarinda (yas, cinsiyet, tedavi oncesi/ sonrasi, tedavi
sonrasinda iyilesen ve hayatim kaybeden) arastirilmasinin, hastaligin daha iyi

anlasilmasina ve tedavi stirecine katkida bulunacag: agiktir.

KKKA hastalarinda E vitamini diizeyinin kontrol grubuna gére distk oldugu
belirlendi (kontrol grubu 1,092 + 0,233 mg/dl, hasta grubu 0,931 + 0,122 mg/dl). iki
grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,000) (Tablo 9). Jordao
ve arkadaslar1 AIDS li hastalarda plazma E vitamini dizeyini, kontrol grubuna gore
dustk, oOte yandan idrar E vitamin metabolit dizeyinin yiksek oldugunu
bildirmislerdir (106). Pacht ve arkadaslar1 dnceden herhangi bir akciger problemi
olmayan 121 HIV pozitif hastada, bir yil boyunca serum E vitamin dizeyini
incelemislerdir. Insanlarda E vitamin diizeyi normalde 9,0 + 0,5 pg/ml olmasina
ragmen, bu hastalarin %22,3'de 5 pg/ml’den daha disik oldugu tespit edilmistir.
HIV pozitif 42 bireyde hastaligin baslangicinda ve 12 ay sonra serum E vitamin
diizeyine bakilmig, 12 ayin sonunda 6nemli miktarda bir azalma oldugu tespit
edilmistir (98). Pacht, Jordao ve arkadaslarimin ADIS|i hastalarda elde ettikleri
plazma E vitamin dizeyi ile KKKA hastalarindan elde edilen E vitamin dizeyi
birbiriyle uyumludur. KKKA hastaligina bagli olarak E vitamin dizeyinde azalma
olabilecegi gibi, diyet ile alinmasi gerektigi gz Onune alinirsa, bu azalma yeteri
kadar vitaminin almp aimmamasina da bagli olabilir.  Ayrica Jordao ve
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arkadaglarinin belirttigi gibi idrar yoluyla metbolit E vitamininin atilimina da bagl
olabilir. Pacht ve arkadaslarinin bildirdigi gibi serum E vitamin dizeyi viral
enfeksiyona bagli olarak azalmis da olabilir. KKKA hastalarinda idrar ve plazma E
vitamin dizeyinin arastirilmasimin yararli olacag: ileri surulebilir. Meliva ve
arkadaglar1 influenza virtisi enjekte ettikleri farelerde, lipit peroksidasyonunu ve E
vitamini diizeyini belirlemiglerdir. Virusin fareye enjeksiyonunu izleyen 5. ve 7. giin
sonunda lipit peroksidasyonunun son Urinid olan MDA dizeyinin arttigi ve E
vitamini duzeyinin azaldigi tespit edilmistir. Virls enjekte edilmeden tnce E
vitamini verilmis farelerde, aym zaman periyodu sonunda lipit peroksidasyon
Urdnlerinin - azaldigt ve E vitamin dizeyinin arttigi  tespit  edilmistir.
Antioksidanlardan 6zellikle E vitamininin influenza viris enfeksiyonuna kars1 kanda
ve akcigerde 6nemli bir koruyucu oldugu bilinmektedir (107). KKKA hastalarina
tedavi esnasinda E vitamini verilmes faydali olabilir. E vitamininin oral yolla
verilmesi genellikle glvenlidir, ancak yiksek dozlar: nadir de olsa toksik olabilir ve
parenteral tatbiki toksisite olusturmaktadir. Y etiskinlere asir1 E vitamin verilmesinin
cok sayida yan etkilerinin oldugu bildirilmistir. Kanama egilimini ve enfeksiyonu
arttirchgindan dolay: immiin fonksiyonu bozar. Gereginden az ya da fazla miktarlar

|6kositlerin fonksiyonunu bozabilir (108).

KKKA hasta Oksidatif stresin neden oldugu lipit peroksidasyonunun son Griini
olan ve biyobelirteg olarak kullanilan plazma ve eritrosit MDA dizeylerinin hasta
grubunda daha ytiksek oldugu belirlendi (kontrol grubu plazma MDA diizeyi 0,4568
+ 0,164 umol/L, hasta grubu 0,7837 + 0,196 pmol/L; kontrol grubu eritrosit MDA
diizeyi 0,2098 + 0,049 umol/gHb, hasta grubu 0,2940 + 0,044 pumol/gHb). iki grup
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,000) (Tablo 9). Kronik
hepatit C'li hastalarda eritrost MDA, HIV pozitif cocuklarda serum MDA,
HIV/AIDS hastalarinda plazma MDA, hepatit B pozitif hastalarda serum MDA’ sinin
ve sepsis olusturulan farelerin kolon, uterus ve karaciger MDA diizeylerinin, kontrol
grubuna gore, yuksek oldugu rapor edilmistir (103, 109, 110, 111, 112). Yukarida
bahsedilen arastirmacilarin viral ve sepsisli hastalarda yapmis olduklari calismalarda,
oksidatif strese bagli olarak meydana gelen ve lipit peroksidasyonun son drint olan
MDA dizeyinin, kontrol gruplarina gore yuksek oldugu gordlmektedir. Bu
arastrmacilarin viral ve sepsisli hastalarda belirledikleri MDA duzeyi ile KKKA
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hastalarinin  plazma ve eritrositlerinde tespit edilen MDA dizeyi birbiriyle
uyumludur. Bu sonuglardan yola cikilarak oksidatif stresin KKKA hastalarinda
arttigi ileri strdlebilir. KKKA hastalarinda yiiksek ates ve viral enfeksiyonun kendisi
de oksidatif stresin artmasinin nedeni olabilir.

Fagositik I6kositlerde bol miktarda bulunan MPO enzimi en énemli oksidan
kaynaklarindan biridir. MPO enzimi tarafindan olusturulan hipoklorik asit
klorinasyon/oksidasyonla ¢ok sayida biyomolekilleri etkileyebilir (113). KKKA
hastalarinda I6kosit ve plazma MPO aktivitesi hasta grubunda, kontrol grubuna gore
daha yuksek bulundu. Kontrol grubu lokosit MPO aktivitesi 0,486 = 0,114
ng/mi/Lokosit, hasta grubu 0,790 + 0,290 ng/ml/Lokosit bulundu. Kontrol grubu
plazma MPO aktivitesi 44,836 + 9,711 ng/ml, hasta grubu 57,623 + 8,846 ng/ml. IKi
grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05) (Tablo 9). Iseri ve
arkadaslar1 sepsis olusturulan farelerin kolon, uterus ve karaciger MDA diizeyinin
kontrol grubuna goére oldukc¢a yuksek oldugunu (p<0,01), kolon ve karaciger MPO
enzim aktivitesinin arttigint rapor eimislerdir (p<0,05-p<0,01) (112). Altinyazar ve
arkadaslart RAS hastaliginda nétrofil MPO enzim aktivitesinde, kontrol grubuna
gore dnemli bir fark olmadigin rapor etmislerdir (97). MPO’nun aktivite seviyesi
fagositik lokositlerin aktive olmasiyla dogrudan iliskilidir. Immiin sistem bakteri
veya virls tarafindan uyarildiginda I6kositlerin hem kemotaktik hem de fagositik
aktiviteleri artar. Fagositoz sonrasinda |6kositler MPO ve NADPH oksidaz
araciligiyla biyidk miktarda ROT artisina neden olur (97). Notrofillerden toksik
gjanlarin sizintisi veya sekresyonu, yakin hiicrelere ve solubl sistemlere zarar verir.
Fagosit kaynakli oksidanlar ototoksik, imminosupresif ve mutajenik etkiler

goderirler.

In vitro yapilan bir galismada MPO tarafindan uretilen oksidan tiirevlerinin
doku ve hiicre hasarina neden oldugu kanitlanmustir. Fagositler tarafindan Uretilen
oksidan drunleri iskemik reperflizyon hasari, solunum bozuklugu sendromu,
glomerulonefrit, artrit peptik Ulser olusumu ve gastrik kanseri de iceren birgok
inflamatuar hastaliklarla iliskilidir. Ancak miyeloperoksidazin bu hastaliklarin
patolojisine dolayl1 bir katkisi oldugu sanmilmaktadir (114). KKKA hastalarinda elde
edilen sonuclarla iseri ve arkadaslarimn sonuclar: paralellik gostermektedir. Ote
yandan, Altinyazar ve arkadaslarimin belirlemis oldugu MPO enzim aktivitesi
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sonuglartyla uyumlu degildir. MPO aktivitesi fagositik |okositlerin aktivasyonuyla
dogrudan iliskilidir. Immin sistem bakteri veya virus tarafindan uyarildiginda hem
kemotaktik hem de fagositik aktif Iokositler artar. Altinyazar ve arkadaslarinin
bildirdigine gbre; “RAS vakalarimn nétrofillerinde MPO aktivitesinin  normal
dizeyde olmasinin sebebi; fagositik aktif [6kosit sayisinin normal  diizeyde
olmasidir.” (97).

Kaya ve arkadaslar1 koroner anjiografide, koroner arter hastaligimin yayginligi
ile plazma MPO enzim aktivite dizeyleri arasindaki iliskiyi arastirmistir. Plazma
MPO'su yiksek olan hastalarin %50°'sinde damar hastaligi saptamirken, plazma
MPO'su normal olan hastalarin hi¢ birinde damar hastalig: tespit edilmemistir (115).
KKKA hastalarinda yapilan ¢aligsmada plazma MPO enzim aktivitesi kontrol grubuna
gore yiksek bulundu. KKKA hastalarinda plazma MPO aktivitesiyle, damar yapist
arasindaki iliskinin nasil oldugunun arastirilmas: 6nemli bir calisma konusu olabilir.

Sonug olarak; daha dnce de belirtildigi gibi, oksidatif stresin doku ve hlicre
hasarina neden olmast icin; ya oksidanlarin tretiminin antioksidan kapasiteyi asmasi
ya da antioksidan sistemlerinin yetersiz kalmasi gerekmektedir. Bu tez calismasinda
KKKA hastalarinda SOD enziminin aktivitesinin arttigi, 6te yandan CAT, GSH-Px
ve GR enzim aktivitelerinin istatistiksel énemde degismedigi gorildi. E vitamini
diizeyinin ise kontrol érneklerinden daha diisik oldugu tespit edildi. Ote yandan,
oksidatif stresin artmasina neden olan MPO aktivitesinde kontrol grubuna gore bir
artis oldugu saptandi. Bu ¢alismada, KKKA hastalarinda MPO, SOD aktiviteleri ve
MDA dizeyinin anlamli derecede yiksek bulunmasi, KKKA hastalarinda serbest
oksijen radikalleri, lipit peroksidasyonu ve nétrofil infiltrasyonundaki artisin bir
yansimast oldugunu distundirmektedir. Bununla birlikte, KKKA hastalarinda viral
yuk ile oksidatif stres arasindaki iliskiyi kesin olarak belirlemek icin daha biyuk
orneklerden olusan hasta gruplar1 ile arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

KKKA hastaliginin  tedavisinde kullanilan yodntemlerden biri de destek
tedavidir. Bu tedavi stiresince hastalara kan transfiizyonu yapilmaktadir. Dolayisiyla
yapilacak calismada tedavi 6ncesinde alinan kan ornekleri ile tedavi sonrasinda
alinan kan orneklerine bakilmasimin daha ayrintili bilgi verecegi dustnulebilir.
Tedavi sonrasinda iyilesen hastalarla, iyilesmeyerek hayatim kaybeden hastalarin
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sonuglar: karsilastirilabilir. Bu galismada hasta grubunda sadece iki birey hayatin
kaybettiginden, elde edilen sonuglar istatistiksel bir degerlendirme igin yetersiz kaldi.
Tedaviye cevap veren hastalarin ancak uzun donemli takipleriyle, ya da daha
heterojen hasta gruplarint ¢alismak suretiyle daha tutarli sonuglara ulasilabilir.
Ayrica, oksidatif stresin KKKA patogenezindeki rolini daha kapsamli olarak
degerlendirebilmek icin, kullanilan tedavi yontemleri sirasinda antioksidan maddeler
hastaya tatbik edilerek kontrollt calismalar yapilabilir.

Bu calismada; Sivas ve cevre illerde yaygin olarak gortlen ve zamanla artis
egilimi gosteren KKKA vakalarinda oksidan/antioksidan metabolizmasini inceledik.
Oksidan-antioksidan denge KKKA hastaliginda 6nemli rol oynayabilir. KKKA
hastalarinin prognozunu iyilestirmede antioksidan iceren diyetlerle beslemenin veya
vicudun antioksidan iceren preparatlarla desteklenmesinin @ 6nemi  ortaya
ctkmaktadir. Ozellikle E vitamini bu hastalarda diisik bulundugundan diyetlerine
eklenmesi tedaviye yardimct olabilir.
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