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OZET

Nontravmatik Akut Karin Agrili Olgularda Serum Oksidatif Stres ve Prolidaz Enzim

Duzeylerinin Arastirilmasi

Dr.Levent ALBAYRAK

Acil Tip Anabilim Dalh Uzmanhk Tezi

Amag: Akut karin agrisinin tani ve ayirict tanisinda tek basina kullanilabilecek
biyokimyasal parametrelerin belirsizligi 6nemli klinik sorunlarin basinda gelmektedir. Bu
caligma ile nontravmatik karin agrisi (NTKA) ile bagvuran hastalarda nonspesifik karin agrisi
(NSKA) ve cerrahi nedenli karin agrisinin ayiriminda serum oksidatif stres parametrelerinin
ve prolidaz enzim aktivitesinin belirleyici bir degeri olup olmadiginin arastirilmasi

amaglanmstir.

Yontem: Calismaya Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Acil Servisine 10 Nisan 2013 ile
5 Mart 2014 tarihleri arasindaki yaklasik on iki aylik siirede basvuran travma dis1 karin agril
100 hasta alind1. Oncelikle 100 kisilik saglikl eriskinlerden kontrol grubu olusturuldu. Hasta
ve kontrol gruplar1 karsilastirildi. Daha sonra hasta grubu 33U cerrahi, 34’0 medikal, 33’0
NSKA olmak {izere 3 gruba ayrildi ve 34 kisilik kontrol grubu 100 kisilik saglikli eriskinler
arasindan segilerek olusturuldu. Gruplardan alinan ven6z kan 6rneklerinden ¢alisma sonunda
Prolidaz, TAS, TOS diizeyleri 6l¢iildii. OSI; TOS, TAS’a oranlanarak bulundu. Istatistiksel
analizler SPSS 11,5 istatistik programi iledegerlendirildi. P<0,05 degeri anlamli olarak kabul
edildi.

Bulgular: TAS yoniinden gruplar arasinda istatistiksel olarak fark gorilmedi

(p>0,05). Prolidaz ve TOS seviyeleri cerrahi grubunda en yiiksek bulundu. TOS degerleri
acisindan Cerrahi grup ile Medikal Grup, NSKA grubu ve Kontrol grubu arasinda anlamli

VI



fark bulundu. P degerleri sirasiyla; (p<0,050), (p<0,001), ( p<0,001). TOS degerleri agisindan
Medikal grup ile NSKA Grubu ve Kontrol Grubu arasinda anlamli fark bulundu. P degerleri
sirastyla; (p<0,010), (p<0,001). TOS degerleri agisindan NSKA grubu ile Kontrol Grubu
arasinda fark bulunamadi (p>0,05). OSI degerleri acisindan, Cerrahi grup ile Medikal Grup
arasinda fark bulunamadi (p>0,05). OSI degerleri agisindan Cerrahi grup ile NSKA Grubu,
Kontrol Grubu arasinda anlamli fark vardi. P degerleri sirasiyla (p<0,010), (p<0,010) dir. OSI
degerleri acisindan Medikal grup ile NSKA Grubu ve Kontrol Grubu arasinda anlamli fark
bulundu. P degerleri sirastyla (p<0,010), (p<0,010). OSI degerleri agisindan NSKA grubu ile
Kontrol Grubu arasinda fark bulunamadi (p>0,05). Prolidaz degerleri agisindan, Cerrahi grup
ile Medikal Grup, NSKA Grubu arasinda anlamli fark bulundu. P degerleri sirasiyla
(p<0,001), (p<0,001). Prolidaz degerleri agisindan Medikal grup ile NSKA Grubu ve Kontrol
Grubu arasinda anlamli fark bulundu. P degerleri sirasiyla (p<0,010) (p<0,010). Prolidaz

degerleri agisindan NSKA grubu ile Kontrol Grubu arasinda anlamli fark bulunamadi.

Sonug¢: Bildigimiz kadariyla ¢alismamiz ile literatiirde ilk defa olarak NSKA’li
olgularda oksidatif parametreler ve prolidaz enzim diizeyleri birlikte ¢alisilmistir. Bu ¢alisma
ile nonspesifik karin agris1 ve cerrahi nedenli karin agrisinin ayriminda serum oksidatif stres
parametrelerinin ve prolidaz enzim aktivitesinin belirleyici bir degeri olabilecegi diisliniildii.
Calismamizin sonucuna gore bu hasta gruplaria tan1 koymak i¢in gegen zaman kisaltilabilir,
hastalara istenen gereksiz tetkik sayisi azaltilabilir ve maliyet diistiriilebilir, hastalarin acilde
kalma stireleri azaltilabilir, hastalarin uygun tedavisi hizli bir sekilde baslanabilir. NTKA'a
yaklagimda ¢alismamiz ve yapilacak benzeri ¢alismalarin sonuglarina gére bagvuru kilavuzlar

hazirlanabilir. Bu konuda daha ileri ¢alismalara gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: Travma disi karin agrisi, nonspesifik karin agrisi, prolidaz,

oksidatif stres, acil servis



ABSTRACT

Investigation of Serum Oxidative Stress and Prolidase Enzyme Levels in Cases with

Acute Nontraumatic Abdominal Pain

Levent ALBAYRAK, MD

Specialty Thesis, Department of Emergency Medicine

Objectives: The uncertainty of biochemical parameters that can be used alone in
emergency departments for diagnosis and differential diagnosis of acute abdominal pain is
one of the major clinical problem. For this reason this study will be held to investigate
whether there is a value of prolidase enzyme activity and serum oxidative stress parameters in
determining separation of patients with nonspecific abdominal pain (NSAP) and nontraumatic

acute abdominal pain that requires surgery in emergency departments.

Materials and Methods: 100 Patients with non traumatic abdominal pain who
admitted to Harran University School of Medicine Emergency Clinic between 10 April 2013
and 5 March 2014 were enrolled as patients group and the 100 healty cases were enrolled as
control group to the study. Patient group divided into 3 groups as surgically treated patients
(Group A, surgical group with 33 patients), medically treated patients (Group B , medical
group with 34 patients ) and patients with nonspecific abdominal pain (Group C, NSAP group
with 33 patients). Venous blood samples were obtained from subjects and plasma prolidase
activity, total antioxidant capacity (TAC), total oxidative status (TOS) and oxidative stress
index (OSI) were measured at the end of the study. Independent samples t-test, chi-square test
were used for statistical analysis.

Results: There was no statiscally significant difference in TAC levels between groups
(p>0,05). Highest prolidase and TOS levels observed in surgery group. There was significant
difference in TOS levels between surgery group, medical group and NSAP group; (p<0,050),
(p<0,001), ( p<0,001). There was significant difference in TOS levels between medical group
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and NSAP group ; (p<0,010), (p<0,001). There was no statiscally significant difference in
TOS levels between NSAP group and control group (p>0,05). There was no statiscally
significant difference in OSI levels between surgery and medical groups (p>0,05). There was
significant difference in OSI levels between Surgery group, NSAP group and control group;
(p<0,010) (p<0,010). There was significant difference in OSI levels between medical group ,
NSAP group and control group; (p<0,010), (p<0,010). There was no statiscally significant
difference in OSI levels between NSAP group and control group (p>0,05). There was
significant difference in prolidase levels between surgery group, medical group and NSAP
group; (p<0,001), (p<0,001). There was significant difference in Prolidase levels between
medical group, NSAP group and control group; (p<0,010) (p<0,010). There was no statiscally

significant difference in prolidase levels between NSAP group and control group (p>0,05).

Conclusion: This study reveals that may be there is a value of prolidase enzyme
activity and serum oxidative stress parameters in determining separation of patients with
NSAP and nontraumatic acute abdominal pain that requires emergent surgical treatment. In
the light of these findings, it is possible to conclude that the patients who needs early surgery
may be diagnosed faster, time can be shortened to diagnose those patients, number of
unnecessary tests can be reduced, costs can be reduced, appropriate treatment of those patients
can be started quickly and those patients waiting time in emergency services can be reduced
dramatically. According to the results of similar studies in the future, reference guidelines for
nontraumatic abdominal pain can be prepared. However, we believe that further controlled

studies with larger study population are needed to verify this conclusions.

Key words: Non traumatic acute abdominal pain, nonspecific abdominal pain,

prolidase, oxidative stress, emergency service
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1. GIRIS

Karim agris1, hemen herkesin yasami boyunca en az bir kez karsilastig1 bir durum olup
acil servislere bagvuran hastalarin en sik sikayetlerinden birisidir. Acil servise bagvuran
hastalarin % 5-10’unda karin agris1 vardir. Bir haftadan daha az siregelen ve hekime
basvurdugunda tanis1 konulmamis karin agrisi olan hasta akut karin sendromlu hasta olarak
tanimlanir. Karin agris1 ile bagvuran hastalarin bazilarinda akut apandisit, peptik iilser
perforasyonu, abdominal aort anevrizma riiptiirii gibi ¢ok ciddi patolojiler olabilecegi gibi,
bircok hastada da dispepsi, gastroenterit, gastrit gibi daha Onemsiz problemler agriy1
olusturmus olabilir. Genel olarak bakildiginda karin agris1 sikayeti olan hastalarin yaklagik %
20-25’ini hastaneye acil yatis gerektiren cerrahi hastalar olustururken, % 35-40’1n1 yapilan
tim tetkiklere ragmen hi¢ bir patolojinin bulunmadigi, bilinen karin agris1 formlarina
uymayan, ¢ogu kez izlem altinda tutulurken agrilar1 kendiliginden gecen NSKA’l1 hastalar
olusturur (1) (2).

Akut karin agrisi ile acil servise basvuran hastalarin hizli bir sekilde degerlendirilip,
ayiric1 tanisiin yapilmasi biiyiik 6nem arz eder. Acil cerrahi ihtiyaci olanlarin belirlenmesi,
acil cerrahi ihtiyact olmayanlarin ise takip siireleri acil hekimleri icin cesitli zorluklar
barindirir. Literatiirde karin agrisinin en sik nedenlerinden biri olan akut apandisit (AA)
tanisinda kullanilmak {izere oksidatif stres ve prolidaz gibi bazi biyokimyasal belirteclerin

kullanilabilecegi bildirilmistir (3) (4).

Acil servislerde akut karin agrisinin tan1 ve ayirici tanisinda tek basina kullanilabilecek
biyokimyasal parametrelerin belirsizligi 6nemli klinik sorunlarin basinda gelmektedir. Bu
nedenle yapilacak olan bu calisma ile acil serviste NTKA ile bagvuran hastalarda NSKA ve
cerrahi nedenli karmn agrisinin ayiriminda serum oksidatif stres parametrelerinin ve prolidaz

enzim aktivitesinin belirleyici bir degeri olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

Akut karin agrisi; bir haftadan daha az siireden beri var olan, nontravmatik nedenlere
bagli gelisen, nedeni bilinmeyen, karin i¢i veya karin dis1 organlar ilgilendiren hastaliklarin
seyri sirasinda ortaya ¢ikan bir semptomdur. Akut karin agris1 cerrahi veya medikal bir acilin
habercisidir. Karin agrisi acil polikliniklere gelis nedenleri arasinda 6. sirada yer alir ve tim
medikal acillerin de 4. nedenidir (2). Acil polikliniklere bagvuran hastalarin %5-10"unda karin

agrisi sikayeti bulunmaktadir (1).

Akut karin agrisinin tan1 ve tedavisi tiim teknolojik gelismelere ragmen hala énemli
Klinik sorunlarin basinda gelmektedir. Tanida anamnez, fizik muayene, laboratuvar ve
goruntuleme yontemlerinden yararlanilmakla birlikte akut karin agrisinin tanisinda sorunlar
devam etmektedir. Acil polikliniklere ¢cok sayida hasta karin agrisi ile bagvurmakta, bunlarin
akut karin agris1 olarak belirlenmesi ve acil cerrahi gerektiren karin agrisi olup olmadiginin
ortaya konmasi, ayirici tanilarmin yapilmast ¢ok sayida laboratuvar ve gOrlntileme
yontemleri kullanilmasina ragmen zor olmaktadir. Bir arastirmada gorintileme ve
laboratuvar yontemlerindeki gelismelere ragmen akut karin agrisi olgularinin byik bir kismi

NSKA olarak degerlendirilmekte, kesin tan1 konulamamaktadir (5).

Yine iilkemizde bir arastirmada karinagrist sikayeti ile hastaneye bagvuran hastalarin ,
semptom ve fizik muayene bulgularina gére konulan tani ile kesin tan1 uyumu %64,1, tetkik
ve miisahede sonucu elde edilen ikinci tani ile kesin tan1 uyum orant %93,4 olarak tespit
edilmistir (6).

2.1. Karin Agris1 Nedenleri

Karin agris1 nedenleri dort grup altinda toplanmaktadir (7).

2.1.1.Karn ici hastaliklar

A) Pariyetal periton inflamasyonu

1. Yaygn peritonit

a. Primer bakteriyel enfeksiyon (Primer peritonit); pnémokok, streptokok ve
E.colinin neden oldugu peritonitler.

b. Bakteriyel kontaminasyon; apendiks ve kolon perforasyonu sonucu gelisen

peritonitler.



c. Kimyasal peritonit; duoedenum ulser perforasyonu ve over Kist riptiri sonucu
gelisen peritonitler.
2. Lokalize peritonit; akut apandisit, kolesistit, terminal ileit, pankreatit.
3. Mezenterin gerilmesi (tumoral nedenler) .

B) Liimenli organlarin gerilmesine neden olan mekanik tikanmalar

1. ince veya kalin barsak tikanmalari; kolon timord, brid, volvulus, invajinasyon.
2. Safra yollarinda tikanma; safra taglari, darliklar, timorler.
3. Ureter tikanmalari; tas, kivrilma, distan tiimoral basi.

4. Uterus tikanmasi; timor, dogum eylemi.

C) Solid organlarin kapsiiliiniin ani gerilmesi

1. Karaciger kapsiilii; hepatit, hizli biiyliyen tiimorler.
2. Dalak kapsula; akut splenomegali, kapsil i¢i kanama, apse, Kist, timor.

3. Bobrek kapsuli; pyelonefrit, kapsiil i¢i kanama, apse, lireter tikanmasi.

D- Akut iskemi: Mezenterik tromboembolizm, splenik tromboembolizm, hepatik
enfarktlis veya toksik hepatit, safra kesesi, dalak, over kisti, testis veya appendiksin hizli

torsiyonu, damar yirtilmasi ( anevrizma, mezenterik apopleksi) , orak hiicreli anemidir.

2.1.2. Karmn dis1 hastalhiklar

A-Gogiis i¢i organlarin hastaliklari: Pnomoni, pulmoner embolizm, pndmotoraks,

akut miyokart enfarkttisti, miyokardit, anjina pektoris, 0zefagus ruptri, osefajial spazmudir.

B- Norolojik ve iskelet/kas sistemi hastaliklari: Omurilik hastaliklar1 (tumor, tabes
dorsalis, bas1). Infeksiydz veya mekanik radikiilopati herpes zoster, postherpetik nevralji,
Neuropatiye nevraljiye neden olan kaburga kiriklart. Alt kikirdak kaburga kirigr veya ¢ikigi,

miyofasyal agr1 sendromlari, karin duvari kaslarina travma, polimiyozittir.



2.1.3.Metabolik hastaliklar

A .Ekstrensek nedenler: Oriimcek 1siriklari, kursun ve diger agir metal
zehirlenmeleridir.

B.Intrensek nedenler: Uremi, porfiri, diabetes mellitus komplikasyonu olan diyabetik
ketoasidoz, alerjik hastaliklardir.

2.1.4.Psikolojik kokenli agrilar

Irritabl barsak sendromu, anksiyete, depresyon, hipokondriyak tablolardur.
2.2. Akut Karin Agris1 Nedenleri

Akut karmn agrist nedenleri dort grup altinda toplanmaktadir (8).

2.2.1.Ger¢ek akut karin hastaliklar

Cerrahi patolojiler:Akut apandisit, kolesistit, peptik ulser perforasyonu, akut
mekanik intestinal obstriksiyon, bogulmus fitiklar, ince ve kalin bagirsak perforasyonu,
mezenter arter ve ven okliizyonu, meckel divertikiliti, nekrotizan pankreatit, anevrizma

rapturleri, ektopik gebelik ruptdrd, over kist ve timor torsiyonu, boerhaave sendromudur.

2.2.2. Akut karim taklit eden hastaliklar

Medikal patolojiler: Akut gastrit, gastroenterit, akut Glser hecmesi, akut hepatit,
budd chiari sendromu, biliyer kolik, renal kolik, triner sistem enfeksiyonlari, mezenter lenf
adenit, primer peritonit, ailevi Akdeniz atesi (AAA), tuberkiloz peritonit, pelviperitonit,
addison krizi, diabetik ketoasidoz, akut hiperlipoproteinemi, akut intermitent porfiri, tremi,
akut salpenjit, dismenore, endometriozis, mittelschmerz, sistemik lupus eritamatozus,
poliarteritis nodoza, orak hiicreli anemi krizi, akut I6semi, kursun ve narkotik zehirlenmesi,

tabes dorsalis, herpes zoster, karin duvart hematomu, henoch schdnlein purpurasidir.

Karin Dis1 Patolojiler: Bazal pndmoni, plorezi, spontan pndmotoraks, miyokard

iskemisi, ampiyem, perikardit, akciger enfarktls(, kaburga kiriklari, testis torsiyonudur.

2.2.3. Karm Agrisinda Tam

Karin agrist ile klinige basvuran hastada oncelikle tanimlanmasi gereken bu agrinin

akut karm agris1 olup olmadigidir. Daha sonra ise akut karin agrisinin acil cerrahi gerektiren



bir karin agris1 olup olmadiginin saptanmasi gerekir. Bu ayirici tan1 yapilana kadar akut karin
agrilarinda erken taniyr Onlemesi ve bulgulari ortadan kaldirmas: nedeniyle analjezik

kullanilmamasi Onerilmektedir.

Son donemde yapilan c¢alismalarda karin agris1 sikayeti olan hastalarda narkotik
analjezik kullanimimin tan1 ve tedaviyi etkilemedigi, gerektiginde narkotik analjezik
kullanilabilecegi belirtilmektedir (9) (10). Bir haftadan daha kisa siiredir var olan ve daha
once hasta tarafindan hissedilmemis farkliliktaki karin agris1 aksi ispat edilene kadar akut

karin agris1 olarak kabul edilmelidir (11) (8).

Akut karin ile gelen vakalarin 2/3’linde oykii ve fizik muayene ile tam
konabilmektedir. Destekleyici laboratuvar ve radyolojik tetkikler, bircok cerrahi durumun
tanisi, ameliyat gerektirmeyen bir¢ok medikal durumun ekarte edilmesi ve preoperatif
hazirliklara yardim ag¢isindan gereklidir. Akut karin agrilart i¢in patognomonik bir semptom,

laboratuvar veya radyolojik bulgu yoktur (8).

AA tanisi ile ameliyat edilen hastalarin % 10-20’sinde apendiks normal olarak
bulunmustur. Yanlis tan1 en sik %20-30 oraninda 20 yas alti ¢ocuklar ile dogurganlik

donemindeki kadinlar ve yashlarda goriilmektedir (12).

Bazi laboratuvar tetkiklerinin giivenilirligi ve elde edilebilirligi her hastanede farkli
oldugundan dolay1 hekim taniya gitmek igin laboratuvar yontemlerinin risklerini, maliyet ve
zorlugunu mutlaka g6z 6niunde bulundurmalidir. Test sonuglari hastanin i¢inde bulundugu
klinik durumuna gore degerlendirilmelidir. Akut karin tanisini koymak her zaman kolay
degildir. Akut karin agris1 ile acil polikliniklerine miiracaat eden hastalarin yarisinda agrilarin
akut karinla ilgili olmay1p gastroenterit veya menstrual rahatsizliklar gibi sebeplere dayandigi
tespit edilmistir. En yaygin akut karin nedeni akut apandisit, akut kolesistit, mekanik intestinal

obstriiksiyon, perfore iilser ve divertikiilit gibi durumlardir (8) (13).

2.2.4. Laboratuvar Testleri

Rutin hematolojik testleri kapsar. Diger testler semptom ve belirtiler dogrultusunda
planlanmalidir.

1. Kan Testleri: Hemoglobin, hematokrit ve beyaz kiire sayimlari, serum bilirubin,
alkalen fosfataz, ALT, AST, albumin ve globiilin, CRP, sedimantasyon hizi, B-HCG oldukca



iyi bilgiler verir. Eger hasta, anamnezinde muhtemel bir hematolojik bozukluk hikayesi
veriyorsa pihtilagma testleri, trombosit sayimi, protrombin zamani ve parsiyel tromboplastin

zamant, periferik yayma yapilmalhidir (11) (14).

2. Idrar Tetkiki: Rutin olarak alinmalidir.
3. Gaita Analizi: Rutin tetkikler arasinda degildir (15).
2.2.5. Goriintiileme Tetkikleri ve Girisimsel Tetkikler

Postero anterior akciger grafisi, direkt karin grafileri, ultrasonografi (USG),
bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans, anjiyografi, kontrastli radyolojik ¢alismalar,

endoskopik girisimler, parasentez, tanisal laparoskopi tan1 amagli kullanilabilir.

2.3. Oksidatif Stres Parametreleri ve Prolidaz

Hiicrelerin normal fonksiyonlar1 sirasinda agiga ¢ikan ve bu hiicrelerin dogal
antioksidan sistemleriyle yok edilen serbest oksijen radikalleri, viicutta oksidatif bir denge
halindedirler. Serbest radikal olusum hizi antioksidan sistemin yok etme giiciinii astiginda,

denge bozulur ve serbest radikallere bagli oksidatif stres ortaya ¢ikar (16).

Vicudumuzda o6nemli bircok dokunun yapisinda yer alan kollajenin metabolik
doéngusunde prolidaz spesifik bir enzim oldugu igin 6nemi biiyiiktiir. Kollajenin yikiminda ve
prolinin kollajen yapimi dongiisiine yeniden katiliminda prolidaz aktif gorev almaktadir.
Kollajen sadece pek ¢ok organ ve dokunun degil ayn1 zamanda ekstraselliiler matriksin de
yapisal bir bileseni olmasi nedeniyle pek ¢ok organ, doku ve hicre patolojisinde de
etkilenmektedir (17).

2.3.1. Serbest Radikaller

Bilindigi gibi atomlarin ¢ekirdekleri etrafinda donen elektronlar, belirli enerji
diizeylerinde, birbirine zit momentli ciftler seklinde bulunmaya egilimlidirler. En dis
yoriingede bulunan elektron ciftinin dengesi, yoringeye bir elektron girmesi ya da ¢ikmasiyla
bozulursa, momenti dengelenmemis bu tek elektron; atoma (ya da molekile) blyuk bir
aktiflik kazandirir. En dis yoriingede eslenmemis bir elektronu bulunan molekil ya da
molekiil gruplarma “radikal” adi verilmektedir ve molekiiliin kimyasal simgesinin sag iist

kosesine konan nokta veya gizgiyle gosterilir (R"R’) (18) (19).

Reaktif Oksijen Turleri: Oksijen, 8 atom numarali, dogada dioksijen (O,) olarak

bulunan kararsiz bir elementtir. Bu kararsiz konumu, enerji diizeylerinde bulunan
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elektronlarin yapisiyla iligkilidir. Oksijen molekiiliindeki, ayn1 yonde donen iki elektrona
sahip 2P son orbitali 6nemlidir. Bu orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir orbitali
birakip digerine gectiginde veya farkli yonde dondiigiinde “singlet oksijen” olusur.
Orbitallerden birine ters doniislii iki elektron veya ikisine ters doniislii iki elektron daha

gelirse “oksijen radikali” elde edilir (20).

Tablo-1: Oksijen tiirevi bilesikler

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil ( HO- ) Hidrojen Peroksit ( H,O; )
Alkoksil (RO-) Singlet Oksijen (0,™)
Peroksil (ROO- ) Ozon (O3)

Superoksit ( O ) Hipoklorid (HOCI )

Nitrik oksit ( NO- ) Lipit hidroperoksit ( LOOH )
Azot dioksit ( NO,- ) Peroksinitrit ( ONOO- )

Olusan radikal eslesmemis tek elektronu nedeniyle ¢ok dengesizdir ve hizla ortamdan
kaybolur. Bu yiizden bu radikaller tek elektronlarini bir bagka molekiile verebilir (rediiksiyon)
ya da bir bagka molekiilden elektron alarak elektron ¢ifti olusturabilirler (oksidasyon).

Sonugta nonradikal yapiy1 radikal sekle doniistiirebilirler (18) (21).

Superoksit Radikalleri (Oy): Stperoksit radikalleri (O2), hiicrelerde redukte elektron
tastyicilarinin otooksidasyonu ile tiretilmektedirler. Siiperoksit olusumu; elektron tasiyicisinin
redoks durumuna ve ortamdaki oksijen derisimine baglidir. Zay1f bir oksidan olan superoksit
radikalinin kendi basina 6nemli hiicre hasarlarina yol agmasi miimkiin gérilmemektedir.
Ancak stperoksit radikalleri oksidatif strese yol acabilen bir dizi reaksiyonlar1 baslatabilir. Bu
reaksiyonlarin en onemlilerinden biri Haber-Weiss reaksiyonudur. Bu reaksiyonda O, ve
H,0, demir varliginda etkileserek oldukea reaktif olan HO' radikalleri olusmaktadir. Uretilen
bu OH, radikalleri oldukca reaktif olup DNA gibi yapilarla reaksiyonlara girerek onemli
hasarlara yol acabilmektedir (22) (23).



0, +é — Oy (Superoksit radikali)

H,O; + O,— HO + OH + O,

Oy radikalleri, hiicre i¢i demir depolarindan demiri serbest hale getirir. Serbest hale
gecen demir iyonu Haber-Weiss gibi radikal reten reaksiyonlarda veya diger serbest radikal
aracilikli hiicre hasarinda rol oynayabilir. Siiperoksit radikalleri ¢ok kisa bir yar1 dmre sahip
olup dismutasyon reaksiyonu ile H,O, ve oksijen Gretirler. Dismutasyon reaksiyonu spontan
olarak meydana gelmekte ve reaksiyon superoksit dismutaz (SOD) enzimi ile

katalizlenmektedir.

SOD

O, + Oy +2H" — H,O, + O,

Hidroksil Radikalleri (HO): Hidroksil radikali (HO), biyolojik sistemlerde bulunan
en guclu serbest radikaldir. Dokular radyasyona maruz kaldiklarinda, enerjinin ¢ogu hiicre
icindeki su tarafindan absorblanir ve radyasyon oksijen-hidrojen arasinda kovalent baga
neden olur. Sonucta sekildegoriildiigii gibi iki radikal meydana gelir. Bu radikallerden biri
hidrojen (H') ve digeri isehidroksil radikalidir (OH).

H-0O-H — H + OH' (Hidroksil radikali)

Hidrojen peroksitin (H20,) Fe™ veya Cu*? ile reaksiyona girmesiyle de OH
olugmaktadir. H,O, toksisitesinin bilyiikk ¢ogunlugunun temelinde bu olusan OH' oldugu
distiniilmektedir. Bu reaksiyon ilk defa 1894 yilinda Fenton tarafindan goézlenmis ve

gunimuizde de Fenton reaksiyonu olarak bilinmektedir.

Fe*? + H,0,— Fe** + OH + OH'
Cu’ + H,0, — Cu™? + OH + OH

OH. radikalleri basta lipit, protein ve nikleik asitler (DNA ve RNA) olmak (zere
hemen hemen bitin hicresel molekillerle reaksiyona girebilmektedirler. OH, DNA’da
bulunan deoksiriboz molekiiliine etki ederek ¢esitli tirtinler olusturdugu ve bu olusan Uriinlerin
bazilarinin mutajenik olduklar1 goriilmiistiir. Yine OH' aromatik halkaya katilma Ozelligi
gosterdiklerinden DNA ve RNA’da bulunan piirin ve pirimidin bazlarma katilarak radikal

olusumuna neden olurlar. Ornegin, timine katilarak timin-radikalini olusturur ve bu radikal



oksijenle reaksiyona girerek son derece reaktif olan timin peroksil radikaline doniismektedir.
Bu gibi bir dizi reaksiyona katilabilen OH', DNA’nin baz ve sekerlerinde ciddi hasarlar
olusturarak DNA iplik kirilmalarina neden olurlar. Hasar ¢ok kapsamli olursa hiicresel
koruyucu sistemler tarafindan tamir edilemeyebilir ve bunun sonucunda mutasyonlar ve hiicre
olimleri meydana gelir (23) (24). DNA’nin piirin ve pirimidin bazlari ile etkilesmenin yani

sira tiol grubu iceren biyolojik molekuillerden H atomu da koparabilmektedir.

R-SH+ OH — RS + H;O

Sonugta olusan siilfiir radikalleri ilging kimyasal 6zelliklere sahiptir. Stlfur radikalleri,
O, ile kombine olabilir ve oksi-siilfiir radikallerini olusturur. RSO,ve RSO gibi bunlarin
birgogu da biyolojik molekdllerde hasara neden olurlar. OH’in sebep oldugu en iyi
karakterize edilmis olan biyolojik hasar lipid peroksidasyon olayidir. OH membran
fosfolipidlerinin doymamis yag asit yan zincirlerine hiicum eder. Bu 6zellikle arasidonik asit
gibi doymamis yag asit yan zincirlerinden —C atomunun birinden H atomunun ¢ikartilmas1 ve

su olusumu seklinde gergeklesir.

-C-+OH—--C-+H0

Bu reaksiyon sonunda membranda - C - radikali kalir. Bu - C - radikali oksijen ile

kombine olarak peroksil radikalini olusturur.

Q4"
I
-C- + 024_\3"0‘

Peroksil radikaller Peroksil radikaller reaktiftir ve yakinindaki doymamis yag

asitlerinin yan zincirlerine saldirir;

03 H O.H
I

| |
-C- +-C —= -C-+-C-
L |

Lipit hidroperoksit

Boylece OH:, yiizlerce yag asitlerinin yan zincirlerini lipit hidroperoksitlere

donistirir. Membranda lipit hidroperoksitlerinin birikimi membran fonksiyonunu bozar.



Peroksil radikaller ve sitotoksik aldehitler, membran proteinlerinde ciddi bir hasara neden

olurlar ve membrana bagli bazi enzimleri ve reseptorleri inaktive ederler (21) (25) (26) (27).

Hidrojen Peroksit (H,O,): Hidrojen peroksit eslesmemis elektrona sahip
olmadigindan aslinda bir radikal degildir. Stperoksit anyonunun (O2) hidrojenle yaptigi
reaksiyona dismutasyon reaksiyonu adi verilir ve dismutasyon hizi asidik pH degerlerinde
hizlanir (21) (28).

Reaksiyon su sekilde ifade edilir;
205+ 2H - H,05 + Oy

Bazi enzimler ya tekli (NADPH oksidaz) ya da ¢iftli (Glukoz oksidaz) elektron

eklenmesini katalize ederek 02 veya H,0, olusmasin1 saglarlar.

NADPH + 20, — 2NADP + 20,
R-CH,OH + O, - R - CHO - H,0,

Hipoklorik Asit (HOCI): Hipoklordz asit de radikal olmadigi halde reaktif oksijen
tirleri (ROS) iginde yeralmaktadir. Fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldiiriilmesinde 6nemli rol
oynarlar. Aktive olan notrofiller, monositler makrofajlar ve eozinofiller superoksit
radikallerini (O27) dretirler. Radikal Gretimi fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldirmesinde
bilyiik onem arz etmektedir. Ozellikle nétrofiller miyeloperoksidaz enzimleri araciligiyla dnce
O2’ni olustururlar ve daha sonra dismutasyonuyla hidrojen peroksiti klorir iyonuyla

birlestirerek giiglii bir anti bakteriyel ajan olan HOCI’i meydana getirirler.

H,O, + HCI — HOCI + H,0O

Singlet 02 (02™): Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmadigindan serbest radikal
degil ancak serbest radikal reaksiyonlarini baslattiklarindan serbest radikal sinifina dahil
edilmistir. Singlet O, oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi
doniis yoniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi olusabilecegi
gibi stiperoksit radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksitin Hipoklorid ile reaksiyonu
sonucunda daolusabilir. Viicutta deri ve retina gibi giin 15181na maruz kalan bolgelerde sikca
olustugu tespit edilmistir. Serbest oksijen radikallerinin etkisiyle peroksil radikalleri (ROO),
alkoksil radikalleri(RO) karbon merkezli radikaller (R’) veya tiol radikalleri (RS’) olusur. Bu
radikaller oksijenle tekrar reaksiyona girerek yeni serbest radikaller Gretirler (29).
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Reaktif Nitrojen Turleri (NO, NO,, NO *, NO "): Lipofilik ézellikte olup, oksijensiz
ortamda oldukga stabildir (30).

Diisiik konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen varliginda dahi stabilitesini
koruyabilen NO, bilinen en diisiik molekiil agirlikli, biyoaktif memeli hiicresi sekresyon
aranadar (31) (32).

Diger radikallerden farkli olarak diisiik dozlarda toksik degildir ve ¢ok Onemli
fizyolojik islevleri gergeklestirir (30). NO', bir atom azot ile bir atom oksijenin ¢iftlesmemis
elektron vererek birlesmesinden meydana gelmistir ve bu yiizden radikal tanimina uymaktadir

(33).

Bu lipofilik serbest radikal damar endotel hiicrelerinde Nitrik Oksid Sentaz (NOS)
enzimi araciligiyla L-arjininden sentezlenir. NOS’in bir¢ok izoformu tanimlanmistir. NO’in
yartomrii 10-20 saniyedir. Kolayca duz kasa gegerek Guanilat Siklaz (GC) enziminin “hem”
demirine baglanir ve siklik guanozin monofosfat (cCGMP) sentezini uyarip damar gevsemesini
uyarir. Sentezlenen NO', ayn1 zamanda tiyol gruplarini S-nitrozilasyona ugratarak protein ve
reseptor fonksiyonlarini da degistirir. NO, Fe-S kiimelerine afinite gdsterdigi icin bu gruplari
iceren akonitaz enzimine de baglanir. Bu enzim hiicre i¢i demir trafigini kontrol eder. NO,
akonitaz enzimine mMRNA baglanmasini artirir ve enzimin aktivitesini distiriir. NO'

metabolize olurken molekiiler oksijen ile baglanip nitrojen dioksidi (NOy) olusturur:

2NO+ O; — 2 NO;

NO’in ROS’leri ile reaksiyon vererek gucli bir oksidan olan peroksinitriti
(ONOOH)olusturdugu ve bunun da ileri de kompozisyonla OH radikalinin olusumuna yol
actig1 ifade edilmektedir:

NO + O, — ONOOONOO+ H" — ONOOH

ONOOH — NO; + OH

OH' ise biyolojik olarak yikici bir molekiildiir. Ayrica, peroksinitrit de tirozin
gibifenolik amino asitleri nitrolayarak toksik nitro- tlirevlerini (nitrotirozin) olusturmaktadir.
Sonug olarak NO, endotel hiicre disfonksiyonu ve buna bagli ateroskleroz, hipertansiyon ve

diabetes mellitus gibi bazi 6nemli hastaliklarda rol oynayabilmektedir (34).
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2.3.2. Bashca Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon
verediiksiyon reaksiyonlar1 sirasinda olustugu gibi cesitli dis kaynakli etkilerle de olusabilir.
Hiicre organellerinin her biri farkli miktarda radikal olusumuna sebep olurlar. Bunlarin yani
sira radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal Uretimini
arttirirlar. Sitokrom P-450, sitokrom b5, ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, lipooksijenaz,
prostoglandin sentetaz, hemoglobin, flavoproteinler, lipit peroksidasyonu, oksidatif stres
yapan iskemi, travma ve intoksikasyon gibi durumlar, mitokondrial elektron transport sistemi
(ETZ), molekuler otooksidasyonu yapan tiol, hidrokinon, katekolamin, flavin ve antibiyotik

gibi molekiillerin hepsi hiicresel serbest radikalleri olustururlar (30) (35).

Serbest radikal olusturan kaynaklar endojen ve ekzojen olmak {izere iki gruba

ayrilabilir.
2.3.3. Endojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Normal olarak metabolizmada, bazi biyokimyasal olaylarin ¢esitli basamaklarinda
serbest radikaller olusmaktadir. Her ne kadar serbest radikal yapisina sahip maddelerin
organizmaya zarar verme potansiyelleri varsa da, bazi metabolik olaylarin ilerleyebilmesi i¢in

bunlarin olusmasi kaginilmazdir.

1. Mitokondriyal Elektron Transport Sistemi: Mitokondrideki enerji metabolizmasi
sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen oksijenin %1-5 kadari siiperoksit yapimi ile sonlanir.
Buradaki radikal yapmminin nedeni NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron
tastyicilardan oksijene elektron kacaginin olmasidir. Fizyolojik olarak reaktif oksijen
tiirlerinin temel kaynagi normal oksijen metabolizmasidir. Dolayisiyla fizyolojik kosullar
altinda mitokondriyal elektron transport sistemi serbest radikal {iretiminin en 6nemli kismini

olusturmaktadir (36).

2. Endoplazmik Retikulum: Endoplazmik retikulumda buluna sitokrom P-450
molekiler oksijeni kullanarak birgok substrati oksitler. Oksijen molekiiliiniin bir atomu
substrata baglanir, diger atomu ise su olusturur. Bu reaksiyon monooksijenaz veya karigik
fonksiyonlu oksidaz reaksiyonu olarak adlandirilir. Kimyasal ajanlarin serbest radikal
olusturmadaki en ©Onemli mekanizmalari, mikrozomal sitokrom P-450 sistemi ile

aktivasyonudur. Bu sistem, molekulleri indirgeyerek veya oksitleyerek serbest radikal
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olusturur. Son durumda bir elektron eksikligi vardir ve elektrofilik bilesik olusur. Olusan bu
elektrofilik driin bir nikleofil ile reaksiyona girer. Bu elektrofilik bilesigi ¢eken en onemli
bilesik sistein kalintilar1 tizerindeki tiyol (-SH) grubudur. Tiyol grubu ise pek ¢cok endojen
makromolekiilde (DNA, RNA, enzimler gibi) bulundugu i¢in reaktif ara Grinler bu

molekiillerle kovalent baglanarak toksisite gosterebilirler (37).

3. Redoks Dongusu: Ksenobiyotiklerden serbest radikal olusumu sadece mikrozomal
reaksiyonlarla olmamaktadir. Menadion, parakuat, dikuat, nitrofurantoin, gibi bilesikler
alternatif bir redoks siklusuna girerler. Bu bilesikler, ilave bir ¢iftlenmemis elektron kazanma
egilimindedirler. Bu ajanlardan olusan radikaller, tekrar ana bilesige donlismek icin kolayca
oksijenle oksitlenir siiperoksit radikalini olustururlar (38). Olusan ksenobiyotik ve stperoksit
radikalleri intraselliiler ferritin depolarindan demiri serbest hale getirirler. Sitozole salinan
demir, serbest radikaller arasinda en reaktif olan ve dolayisiyla daha yikict olan hidroksil

radikali gibi ikincil radikallerin olustugu fenton reaksiyonunda katalitik rol oynar (23).

4. Arasidonik Asit Metabolizmasi: Hiicre membranlarinda prostaglandin i¢in en
onemli doymamis yag asidi prekiirsorii arasidonik asittir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi,
fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonu, plazma membranlarinda arasidonik asidin
salimimina yol agar. Arasidonik asidin siklooksijenaz tarafindan katalizlenen oksidasyonu
prostaglandinleri, lipooksijenaz tarafindan katalizlenen oksidasyonu ise lokotrienleri verir ve
bu tepkimeler sirasinda serbest radikaller olusur. Arasidonik asit oksidasyonu baslatilmis bir
serbest radikal reaksiyonudur. Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerinin her ikisi de
aktiviteleri icin peroksitlere ihtiyac duyarlar. Siklooksijenaz aktivitesi daha sonra
prostaglandinlerin sentezi icin de gerekli olan endoperoksitlerin olusumuyla sonuglanir. Ote

yandan lipooksijenaz, lipit peroksitleri tizerinden 16kotrienlerin olusumunu katalize eder (39).

Ayn1 zamanda bazi ksenobiyotiklerden bu esnada reaktif ara tirtinler olusmaktadir. Bu

ara Urunler hedef yapilarla etkileserek toksisite gosterirler.

5. Fagositoz: Radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest
radikal Uretimini arttirirlar. Aktive fagositler intraselliiler radikal olusumuna neden olurlar
(Tablo 2). Aktive olmus fagositlerde iiretilen serbest radikaller patojenlerle savasta 6nemli rol

oynar.
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Tablo-2: Fagositlerin tirettigi reaktif oksidan tirtinler

Trombositler Hidrojen peroksit, stiperoksit, hidroksil

Notrofiller Hidrojen peroksit, stiperoksit, hipoklorid
Eozinofiller Hidrojen peroksit, superoksit, hidroksil, hipoklorid
Makrofajlar Hidrojen peroksit, stiperoksit, hidroksil, hipoklorid, nitrik oksit

Monositler, makrofajlar ( kupfer hcreleri, alveolar makrofajlar ) gibi fagositik
hicreler, noétrofiller, eozinofiller, bazofiller gibi granilositler, immunojenik veya 6zel bir
uyaranla uyarildiktan sonra lizozomlarini disar1 vermeye baglarlar. Reaktif oksijen olusumu
yani sira, mitokondri disindaki oksijen {iretiminde bir patlama (respiratory burst) olur.
Fagosite edilmis patojenler oksidan ajanlar tarafindan oldiiriiliir. Solunum yolu ile patlamanin
amaci1 oksidan ajanlar saglamaktir. Olusan oksidan ajanlar patojenleri Oldlrmenin yani sira
miyeloperoksidaz sistemine de etki eder. Hidrojen peroksit ve hipoklorid kombinasyonu
miyeloperoksidaz sistemine etkiyerek de gucli bir antimikrobiyal aktivite gosterir. Bu
radikaller memeli bakteri ve parazitlerine karsi sitotoksik etkiye sahip oksidan ajanlardir.
Membran peroksidasyonu, membran proteinlerinin dekarboksilasyonu ve/veya oksidasyonuna
yol ac¢ip membran biitlinliiglinii bozabilir ve DNA’y1 okside ederek pargalayabilir. Fagositik

kaynakli oksidan ajanlar; oto-toksik, immunosupresif ve mutajenik etki olusturabilirler (39).

6. Oto-oksidasyon: Doku bilesenlerinin ¢gogu molekiiler oksijenin varliginda kimyasal
olarak stabil degildirler ve metabolik sartlar altinda az ya da ¢ok oto-okside olurlar. Kolayca
oto-okside olabilen bu bilesenler doku ve hiicrelerin son derece énemli komponentleridirler
(40) (41). Bunlar arasinda, hemoglobin, hormonlar, tiyoller, doymamis membran lipitleri
sayilabilir. Butlin oto-oksidasyonlar sirasinda serbest radikal intermediateleri kadar aktive
oksijentdrleri de Gretilir. BOylece oto-oksidasyonlar viicudun radikal kaynaklarina katkida

bulunurlar.

7. Oksidan Enzimlerin Reaksiyonlari: Aerobik organizmalarda oksijenin katildigi
bir¢ok reaksiyonda oksijenin tek degerlikli indirgenmesiyle slperoksit anyonu meydana
gelebilir. Glikojen oksidaz, XOD, NADPH oksidaz, NADH oksidaz, diamin oksidaz, Urat
oksidaz gibi enzimler bunlardan bazilaridir. Uzerinde en ¢ok calisilan ksantin oksidaz (XOD)
aslinda ksantin dehidrogenaz (XDH) olarak sentezlenmekte ve dokularda yaygin olarak

bulunmaktadir. Bu enzim elektronlarini molekiiler oksijene degil NAD’ye verir ve siiperoksit
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anyon radikali olusturmaz. Fakat XOD siilfidril oksidasyonu ya da smurli proteolizis ile
dehidrogenaz formunda oksidaz formuna doniisebilir. XOD molekiiler oksijeni kullanarak
H,0; ve O; olusturmaktadir (42).

2.3.4. Ekzojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

1-Hava kirliligi: Havadaki azot dioksit ve kiikiirt dioksit gazlari

2-Sigara dumamni: Sigara i¢enlerde veya dumanina maruz kalanlarda diisiik dansiteli

lipoprotein (LDL)’lerin oksidasyona duyarliligimmin arttigi buna bagl olarakta antioksidan

kapasitenin azaldig1 goriilmiistiir.

3-Kimyasal maddeler: Cozlculer, pestisitler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar,

asbest

4-Antineoplastik ilaclar: Nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin

5-Glutation tuketen ilaclar: Asetaminofen, kokain

6-Radyasyon: Radyasyon su molekuline etki ederek hidroksil radikali
olusturmaktadir.

7-Stres: Stres sonrasi lipit peroksit diizeyleri artar, protein ve DNA hasar1 olusur.

8-Alkol: Alkol hepatotoksik etkisi nedeniyle karacigerde serbest radikal olusumunu
arttirarak lipit peroksidasyonuna neden olur.

9-Coklu doymamuis yag asitleri (PUFA): Yapilarindaki ¢ift baglardan dolay1 kolayca
otooksidasyona ugramaktadirlar. Bundan dolay1 ¢oklu doymamis yag asitlerini fazla tiiketen

canlilarda lipit peroksidasyonu artmakta ve antioksidan rezervleri azalmaktadir.

10-Yuksek kalorili diyet: Yiiksek kalorili gidalarin biyolojik molekiillerde daha
fazlaoksidatif hasar olusturdugu gézlenmistir.

11-Asir1 demir ve bakir alinmasi: Metal iyonlar1 biyolojik sistemlerde serbest
radikal ve metal-oksijen kompleksleri Uretmek i¢in stiperoksit anyonlari ve hidrojen peroksit

ile reaksiyona girmektedir. Sonucta oksidatif DNA hasar1 olusmaktadir (43).
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2.3.5. Serbest Radikallerin Vicuttaki Etkileri

Serbest radikaller DNA, lipitler, proteinler ve enzimler gibi pek ¢ok biyomolekiil
uzerinde etkilidirler (44)

DNA’da yapisal degisiklikler

LT 1

Lipit peroksidasyonu . X
DNA’da konformasyonel
I degisiklikler
Hiicre proliferasyonun
uyarilmasi “ ROS/RNS » Oksidatif protein hasarlar: sonucu

DNA polimerazin etkisinde ve DNA
onarim enzimlerinde azalma

h
Stres indiike protein ve
genlerin modilasyonu

L J

Y

Apoptotik ve nekrotik mekanizmalarla hiiere biiyiimesi. farklilasmasi ve dliimii

Sekil-1: Serbest Radikallerin Viicuttaki Etkileri

2.3.6. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri

Serbest radikallerin en Onemli etkisi lipitler lizerine yaptig1 etkidir ki bu lipit
peroksidasyonu olarak adlandirilir. Lipit peroksidasyonu doymamis yag asitlerinin serbest
radikallerle etkilesmesi sonucu doymamis yag asidindeki metilen grubundan bir hidrojen
atomunun uzaklastirilmasi ile baslamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu radikalin sliperoksit
anyon radikali ile hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir. Slperoksit anyon radikali
hidroksil radikaline doniismektedir. Benzer sekilde hidrojen peroksidin de hidroksil radikaline
dontstiigii bilinmektedir. Bu nedenle lipit peroksidasyonunu baglica hidroksil radikali
baslatmaktadir. Hidrojen atomunun koparilmasiyla olusan serbest yag asidi radikali molekiiler
oksijen ile reaksiyona girerek peroksit radikalini olusturur. Olusan peroksit radikali yliksek
reaksiyon yetenegine sahip olup baska bir yag asidi molekiilu ile yeni bir hidroperoksit ve

yeni bir yag asidi radikali olusturacak sekilde reaksiyona girer. Olusan bu yag asidi radikali
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yeniden oksijen ile birlesir ve RH’dan yeniden bir hidrojen atomunun ayrilmasini saglar. Bu
baslayan zincir reaksiyonu olusan yeni radikallerin etkisiyle devamli olarak artan bir hizda

devam eder (45).
R+ O,— ROO
ROO + RH —R + ROOH
ROOH — ROO' + OH
RO +RH — R + ROH
OH +RH — R + H;0

Bircok olayda bu sekilde olusan lipit peroksiti RO" ve OH' verecek sekilde pargalanir
ve bu olusan radikaller hemen substrat ile reaksiyona girerek yeni zincir reaksiyonlarini
baslatacak olan R’ radikallerini olustururlar. Boylece olusan bir radikal strekli olarak yeni

radikallerin olusmasina neden olur (46) (47).

Lipit peroksitleri hiicre zarlarmin 6nemli bir komponentidir ve Fe, Cu gibi gegis
metallerinin varliginda alkoksi ve peroksi radikallerini verirler. Bu nedenle Fe veya Cu tuzlar
lipit peroksidasyonunun hizim1 arttirirlar.  Sonugta hiicre zarimin  akigkanligini  ve
permabilitesini azaltarak zar biitiinliigiiniin bozulmasina yol agarlar. Lizozomal membranlarin
tahribi hidrolitik enzimlerin salinmasina ve intraselliiler sindirime neden olur. Biriken
hidroperoksitler direkt olarak toksik etki gostermenin yani sira duyarli aminoasit kalintilarin
(methionin, histin, stein, lizin) okside eder veya zincir polimerizasyon reaksiyonlariyla
enzimleri inaktive edebilirler (39) (48) (49).

2.3.7. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Serbest radikallerin proteinlere etkisi proteinlerin aminoasit icerigine gore degisir.
Protein molekiilleri {izerindeki siilthidril veya amino gruplartyla serbest radikallerin

etkilesmesi sonucu proteinlerde olusan yapisal degisiklikler tige ayrilir:
1) Amino asitlerin modifikasyonu,
2) Proteinlerin fragmantasyonu,

3) Proteinlerin agregasyonu veya ¢apraz baglanmalardir (50).
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Aromatik aminoasitlerde (fenilalanin, tirozin, triptofan) doymamis yapilar oldugundan
oksidatif ataklara ¢ok hassastirlar. Silfiirli amino asitler olan sistein ve sistin de serbest
radikal atagina hassas amino asitlerdir. Proteinin temel yapisindaki degisme, antijenitesindeki
degismeye ve proteolize hassasiyete yol acabilir. Radikaller, membran proteinleri ile
reaksiyona girebilirler ve enzim, ndrotransmitter ve reseptor proteinlerinin fonksiyonlarinin

bozulmasina neden olabilirler (51).

2.3.8. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelirler. Bunlar diabet ve sigara icimi ile iliskili kronik hastaliklar
gibi patolojik siireclerde 6nemli rol oynarlar (51). Inflamatuvar eklem hastaliklarinda
synovial siviya gegen PML’lerden extraselliller siviya salinan H,O, ve O, buradaki
mukopalisakkarit olan hyaltronik asidi parcalarlar. Goziin vitroz sivisinda bol miktarda

hyaliironik asit bulunur. Bununda oksidatif hasar1 katarakt olusumuna katkida bulunur (52).

2.3.9. Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Serbest radikallerin, DNA ataklart mutasyonlara ve hiicre dliimlerine yol agmaktadir.
Hidroksil radikali bazlarla ve deoksiribozlarla kolayca reaksiyona girer. Hidrojen peroksit ise
membranlardan kolayca gecebileceginden hiicre cekirdegindeki DNA’ya ulasir ve hiicre
disfonksiyonuna hatta 6limine yol acar (53). Bu nedenle DNA kolay zarar goérebilen bir
molekiildiir. ROS ve RNS ile DNA hasarlarinin ¢ok az bir kismi dogal olarak meydana
gelmektedir (38). DNA hasarlarinin olusumunda yer alan endojen reaksiyonlar oksidasyon,
metilasyon, depiirinasyon ve deaminasyon reaksiyonlaridir. Nitrik oksit veya nitrojen dioksit
(NOy), peroksinitrit (ONOO"), dinitrojen trioksid (N,O3) ve nitrik asit (HNOg3) gibi reaktif
urunleri, nitrozasyon ve deaminasyon reaksiyonlari ile mutajenik aktivite gosterirler. Farkli
ROS farkli yollardan DNA hasarlarma neden olurlar (39) (40). Ornegin O, ve H,0, hicbir
zaman bazlarla reaksiyona girmezken OH DNA’daki dort bazdan herhangi birine baglanarak
farkli reaktif triinlerin olusmasina yol agmaktadir (41). Singlet oksijen ise guanine spesifik

baglanarak hasar olusturur (18) (19).

Hidroksil radikali piirin bazlari ile C4, Cs ve Cg pozisyonlarindan reaksiyona girerek
sirastyla C4 - OH’, C5 - OH’, ve C8 - OH- prin radikalleri olusmaktadir (21). C4-OH ve
C5-OH-piirin radikalleri dehidrasyona ugrayarak okside piirin radikallerini olustururlar. C8-
OH purin radikallerinin bir elektronlarinin oksidasyonu ve bir elektronlarinin rediksiyonu ile

sirastyla  8-hidroksipdrinler (7,8—dihidroksi—8—oxo—pdrinler) ve formamido-pirimidinler
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olusur. Her ikisi de hem oksijenli hem de oksijensiz ortamlarda meydana gelebilmektedir
(19). Indirgeyici ajanlar formamido-pirimidinlerin olusumunu arttirirken 8-OH-pirimidinlerin
olugmasi i¢in oksijenli ortam uygun goriilmektedir. 8-OH-guanin ¢ok yaygin olarak meydana
gelen bir baz hasar tiriinii oldugundan oksidatif DNA hasarlarinin 6l¢iilmesinde hasar indeksi
olarak Ol¢iilmektedir. Cogu zaman 8-hidroksideoksiguanozin (8-OH-dGua) nikleoziti
seklinde ol¢iilmektedir (23).

Timinin alil radikalinin oksidasyonu ile 5-hidroksimetil urasil ve 5-formil urasil
olusmaktadir. Dehidrasyon ve deaminasyon reaksiyonlarina yalnizca sitozin katilabilmektedir.
Bdylece sitozin; glikol dehidrasyonla urasil, glikol deaminasyon ile 5-hidroksi urasil (5-
OHUra), dehidrasyon ve deaminasyon ile de 5-hidroksisitozini (5-OH-Cyt) vermektedir.
Hidroksil radikali fraksiyonunun DNA’daki seker grubu ile etkilesmesi, bes karbon atomunun
herhangi birinden bir H atomunun ¢ikarilmasiyla olmaktadir (18). Seker radikalleri bircok
farkli reaksiyonla meydana gelmektedir. Oksijensiz sistemlerde C, merkezli radikaller
par¢alanmaya ugrarlar ve DNA zincirleri kirilarak saglam baz ve degisiklige ugramis seker
serbest kalir. C; merkezli radikallerin oksidasyonu ile seker laktonu olusumu ve saglam bazin
salinim1 gergeklesir. Oksijen yoklugunda, baz radikalleri kendilerine komsu olan seker
grubundan H atomu alarak seker radikallerini olustururlar ve sonugta zincir kirilmalarina
neden olurlar. Oksijenli sistemlerde karbon merkezli seker radikaline molekiiler oksijenin
eklenmesi sonucu peroksil radikalleri olusmaktadir. Seker peroksil radikallerinin en
karakteristik 6zelligi karbon-karbon bagini kirarak alkali bolge olusturmalaridir. Cs merkezli
peroksil radikali oksil radikaline doniistiiriilerek parcalanma ile DNA zincirinin kirilmasina,
saglam bazin ve degismis sekerin serbest kalmasina yol agmaktadir (54). DNA’daki
degisiklige ugramis seker gruplart DNA zincirinden salinabilir yada fosfat baglariyla DNA’ya
bagli kalabilir. Baz ve seker radikallerinin reaksiyonlari; degisik modifiye baz ve sekerler,
kontrolsuiz baz dizilimi, zincir kirilmalar1 ve DNA-protein ¢apraz baglarini meydana getirirler.
Oksidatif DNA hasarlart da denilen bu tip hasarlar mutagenezise, kanserogenezise ve

yaslanmaya yol agmaktadir (24) (55).

2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek
icin vicutta “antioksidan savunma sistemleri veya antioksidanlar” adi verilen birgok savunma
mekanizmalar1 geligsmistir. Biitlin hiicreler, giiglii savunma sistemlerinin varhigi ile oksidatif

strese kars1 savagsmaktadirlar. Savunma sisteminde Oncelikle enzim sistemi ve serbest radikal
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tutuculart etkili olmaktadir. Eger serbest radikaller notralize edilmezlerse vicutta ciddi
hasarlara neden olabilirler. Normalde ortaya ¢ikan oksidan maddeler antioksidan sistem
tarafindan elimine edilir iken oksidan maddelerdeki asir1 artis ya da anti oksidanlardaki
degisik sekillerdeki azalma oksidatif stres ile sonuglanir. Artan oksidatif maddeler (ROS)
hlcresel proteinlere lipitlere DNA’ya zarar verebilir. Geri doniisiimlii ve geri doniisiimsiiz
yapisal fonksiyonel degisikliklere sebep olabilir. Dahasi eksitasyon - kontraksiyon
bileskesindeki proteinlere ve sarkomerlere hasar vererek direkt kontraktil fonksiyonlar1 da
etkileyebilir (56) (57) (58).

Bu hasarlar genel olarak soyle siralanabilir. Hiicre membran biitlinliigliniin bozulmasi,
membran lipit ve proteinlerinin denatlrasyonu, nikleik asitlerin (DNA/RNA) mutasyonu,
immin sistemin supresyonudur. Organizmada oksidan iriinlere karsi savunma ii¢ sekilde
gerceklesmektedir; Serbest radikal reaksiyonlarimin  sonlandirilmasi, serbest radikal
reaksiyonlarinin ~ smirlandirilmasi, olusan  serbest radikallerin  detoksifikasyonudur.

Antioksidanlarin baglica etki mekanizmalari ise soyledir;

1.Toplayia etki: Serbest oksijen radikallerini tutma veya daha zayif bir molekiile

¢evirme islemidir. Antioksidan enzimler bu tip etki gosterirler.

2.Bastiricr etki: Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya in aktif hale doniistiirme islemidir. A vitamini ve flavanoidler bu tip etki

gosterirler.

3.Zincir kiric1 etki: Serbest oksijen radikallerinin zincirlerini kirtp fonksiyonlarini
engelleme islemidir. Hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini ve mineraller bu tip etki

gosterirler.

4.0naricr etki: Serbest oksijen radikallerinin yapmis oldugu hasari tamir etme
islemidir (59).
2.5. Enzimatik Antioksidanlar
2.5.1.Superoksit Dismutaz
SOD superoksit anyonunun hidrojen perokside dismutasyonunu katalizler.
SOD

O+ 0y + 2H - H,O, + O,

20



SOD, glutatyon peroksidaz ve katalaz oksijen radikalleriyle olusan hasara kars1 baslica
enzimatik savunma mekanizmalaridir. SOD ile Oy ‘nin dismutasyonu ile H,O, ¢ikarilmasi
hiicre i¢in biyolojik avantaj saglar. Hiicreden H,O; ¢ikarilmasi i¢in SOD; katalaz ve glutatyon
peroksidaz enzimleri ile birlikte ¢alisir (60) (61).

2.5.2. Katalaz

Katalaz yapisinda hem grubu i¢erdiginden bir hemoprotein olarak kabul edilmigtir
(62). Kan, kemik iligi, karaciger, bobrek ve mukoz membranda yliksek miktarda
bulunmaktadir. H,O; olusum hizinin diisiik oldugu durumlarda peroksidatif tepkimeyle
(tepkime 1) veya H,0; olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle
(tepkime 2) hidrojen peroksiti suya dontistiirerek ortamdan uzaklastirir.

H,0, + AH, — 2H,0 + A (Tepkime 1)
H,0, + H,O, — 2 H,0 + O, (Tepkime 2)
2.5.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hidrojen peroksitlerin indirgenmesinden sorumiu
enzimdir. Tetramerik ve 4 selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Birbirine
kenetli enzim sistemi GSH-Px ve GSH-Rd glutatyon harcayarak H,O, ‘nin rediksiyonunu
katalizler (62).

GSH-PX
HO, +2GSH — GSSG +2Hy0
GSH-PX

ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0O

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) da molekiil agirligi 20.000
dalton olan, monomerik selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Membran

fosfolipid hidroperoksidlerini, alkollere indirger.

PLGSH-Px
H,0, + 2GSH — GSSG+ 2H;0
PLGSH-Px
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + ROH + H,0O
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PLGSH-Px
PLOOH + 2GSH — GSSG + PLOH + H,O

Membrana bagli en Onemli antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugu zaman
PLGSHPX membranin peroksidasyona karsi korunmasini saglar. Hidroperoksitlerin redlkte
olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon rediiktazin katalizledigi reaksiyon ile tekrar

GSH’a doniisiir.

Glutatyon Rediktaz
GSSG + NADPH + H — 2GSH + NADP

GSH-Px’in, fagositik hiicrelerde dnemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla
birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik
hiicrelerin zarar gérmelerini engeller. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karsi en etkili
antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve siddetli

hiicre hasarina yol acar.

2.5.4. Glutation-S-Transferaz

Glutation-S-Transferaz (GST)’lar antioksidan aktivitelerine ilave olarak ¢ok onemli
bagka biyokimyasal fonksiyonlara da sahiptirler. Son zamanlara kadar GST’lar
katalizledikleri reaksiyona gore siniflandirilmaktaydilar. Daha sonra yapilan caligmalar bu
enzimlerin s6z konusu reaksiyonlarin herhangi birine 6zgiil olmadigini, i¢ ice gegmis substrat
Ozgiilliigiine sahip oldugunu ortaya koymus ve bunlar ‘glutatyon-S-transferaz’ lar adi altinda
toplanmigtir. Giiniimiizde ise tiire bagimsiz bir siniflama yapildiginda GST’lar geleneksel
olarak ug sitozolik bir de mikrozomal olmak Uzere dort ana gruba ayrilirlar. Basta aragidonik
asit ve lineolat hidroperoksidleri olmak Uzere lipit peroksitlerine karst GST’lar Se-bagimsiz

GSH peroksidaz aktivitesi gostererek bir defans mekanizmasi olustururlar (63).
GST

ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0

Homodimerik veya heterodimerik enzimler olan GST’larin, arastirilan tiim canli
tiirlerinde bulunmasi bunlarin hayati 6neminin gostergesidir. Bu enzimler katalitik ve katalitik
olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptirler. Hem detoksifikasyon yaparlar hem de hicre ici
baglayici ve tastyici rolleri vardir. Katalitik olarak; yabanci maddeleri glutatyon (GSH)’daki

sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik bolgelerini notralize ederler ve
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tirtiniin daha fazla suda ¢oziiniir hale gelmesini saglarlar. Olusan bu GSH konjugatlar1 boylece
organizmadan atilabilir veya daha ileri metabolize olurlar. Bu yol, GST’larin kanserojen,
mutajen ve diger zararli kimyasallarin hiicre i¢i detoksifikasyonunda rolleri oldugunu gosterir.
Metabolize edilmeyen lipofilik - hidrofobik pek ¢ok bilesigi baglamalari ise bu enzimler igin
depo ve tasima rolii istlendigini gosterir. Birgok pigment ( bilirubin, hematin, brom
stilfattalein, indosiyanin green v.s ), kolik asitler, steroid hormonlar, polisiklik aromatik

hidrokarbonlar bu proteinler tarafindan baglanip tasinabilmektedirler.

2.5.5.Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla slper

oksiti detoksifiye eden enzimdir.

407 +4H + 4e” — 2H,0

Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda surekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup bu
yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji {liretimi saglanir.
Ancak, superoksit tiretimi ¢ogu zaman bu enzimin kapasitesini asar. Bu durumda diger

antioksidan enzimler devreye girerek siiperoksidin zararl etkilerine engel olurlar.

2.6. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

C vitamini (askorbik asit), A vitamini (Beta karoten), E vitamini (a—tokoferol),
polifenoller , flavanoidler, transferin, laktoferrin, seruloplazmin, alblmin, Urik asit, bilirubin,
melatonin, glutatyon (GSH) yiksek dansiteli lipoprotein (HDL), ferritin, mannitol, ubikinon
(koenzimQ), allopurinol, oksipurinol, sistein, asetilsistein, haptoglobin, adenozin,

hemopeksin, lipoik asit, histidin, selenyum ve sitokinlerdir.

2.7. Total Oksidan Seviye (TOS)

Oksidatif stres; vicudumuzda mevcut oksidatif - antioksidatif dengenin oksidanlar
lehine bozulmasi sonucu meydana gelen patolojik durumdur. Oksidatif stresin toplam degeri;
total oksidatif stres veya total oksidan status, seviye (TOS) olarak ifade edilir. Bu fenomen,
asirt  reaktif oksijen ve/veya nitrojen tilirlerinin {retimi veya antioksidan tampon
mekanizmasinin eksikligi sonucu olusur. Reaktif oksijen ve nitrojen Urunleri toksiktir ve
hiicrenin lipit, protein ve DNA gibi biyomolekillerine zarar verir. Damar endoteli de bu

durumdan kismen etkilenmektedir.
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2.8. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Total antioksidan kapasite (TAK)’yi gosterir. Normal kosullarda organizma, endojen
ve ekzojen serbest radikallerin olusturdugu oksidatif stres ile mucadele eden kompleks bir
antioksidan savunma sistemine sahiptir. Viicutta olusan oksidan durumlarin tamponize
edilmesinde kan ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir. Kan, antioksidanlarin tiim viicuda

dagitilmasini saglar (64).

TAS’a en biiyiik katki plazmada bulunan antioksidan molekillerden gelmektedir.
Plazmada serbest demiri toplayan transferrin ve seruloplazmin gibi proteinler yaninda serbest
radikalleri kapan zincir kirict antioksidanlar da bulunmaktadir. Albldmin, Grik asit ve askorbik
asit insan plazmasindaki total antioksidan kapasitenin % 85’inden fazlasini olusturur. Bu fark
kanda bilirubin, indirgenmis glutation (GSH), flavanoidler, alfa-tokoferol ve beta-karoten gibi
antioksidan maddelerin miktarimin albiimin, Urik asit ve askorbik asit miktarindan az
olmasindan kaynaklanmaktadir. Plazmada antioksidanlar etkilesim i¢indedir. Bu etkilesimden
dolay1 bilesenlerin tek baslarina yaptiklar etkinin toplamindan daha fazla bir antioksidan etki
olusmaktadir. Bu sinerjik etkiye 6rnek olarak; glutatyonun askorbati, askorbatin da tokoferoli
yeniden aktiflestirmesi verilebilir. Total antioksidan seviyesinindlgiimii, antioksidanlarin tek
tek seviyelerinin dl¢iimiinden daha degerli bilgiler verir. Bu yiizden kanin antioksidan diizeyi
durumunu saptamada bireysel antioksidanlardan ziyade bunlarin toplam antioksidan degerini

veren toplam antioksidan kapasite 6l¢imi yayginlasmaktadir (16) (65) (66).
2.9. Oksidatif Stres indeksi (OSI)
Total peroksitlerin, total antioksidanlara bolunmesiyle elde edilen oransal bir indekstir.
OSI’nin yiiksek olmasi oksidatif stresin arttigini gosterir (67) (68).
Total Oksidan Seviye (TOS)
Oksidatif Stres indeksi (OSI) = ~--m-mmmmmmmmmmmmmm e X 10"
Total Antioksidan Seviye (TAS)
2.10. Prolidaz
2.10.1. Prolidazin Tanimi

Prolidaz hidrolazlar sinifina ait, Mn*? ile aktive olan bir metalloenzimdir (69) (70).
Hidrolazlar ¢esitli baglarin hidrolizini kataliz ederler. Bu baglar; C-O, C-N, C-C ve fosforik

anhidrit bagini1 da iceren bazi bazlardir. Prolidaz enzimi karboksil terminal pozisyondaki
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prolin veya hidroksiprolin iceren dipeptitlerin hidrolizini katalizler. Prolidaz, domuz intestinal
mukoza artiklarinda aminopeptidaz ve karboksipeptidaz aktivitelerinin arastirilmasi sirasinda
kesfedilmistir. Prolidaz, bir alt grup olarak saflastirilmis, domuz bobregi ve domuz, sigir ince
bagirsagindan elde edilmistir. 1937 yilinda Bergmann ve Fruton glisil-prolin’in 6nceden
bilinen peptidazlardan farkli, intestinal mukozal bir enzim tarafindan hidroliz edildigini
saptamiglardir. O tarihten itibaren prolidaz adi verilen bu enzimin pek ¢ok memeli dokusunda
varhigl gosterilmistir. Enzim yaklasik 70 yil 6nce bulunmasina ragmen 6nemi 35 yil once

eksikligi ile ilgili ¢alismalar1 yapildiginda anlasilmstir (71) (72) (73).

2.10.2. Prolidazin Yapis1

Prolidaz enzimi bircok memeli dokusunda ve mikroorganizmalarda dagilim gosterir.
Dogal, sitoplazmik, homodimerik bir metallo enzimdir. Mn*? prolidaz enzimi aktivitesini 5-10
kat arttirmaktadir. Mn"?’a ek olarak enzimin maksimum aktivitesi icin aktif merkezinde
arjinin ve anyonik amino asit artiklarinin olmasi gerekir (74). Proteazlar hep monomer yapida
olmasina ragmen tiim prolidazlar dimer yap1 gosterirler ve ancak bu sekilde katalitik aktivite
gosterirler (75). Prolidaz glikoprotein yapisindadir ve agirlik olarak %35 karbonhidrat
icermektedir. Prolidazin saptanan sekonder yapisinda a-heliks (%33), B-tabakali (%41) ve 30
potansiyel beta baglant1 bolgelerine esit bir sekilde dagilmis hidrofobik ve hidrofilik alanlar
bulunmaktadir. Enzimin primer sirasi bilinen proteinlere benzemez fakat bazi siralari (%
29’dan fazlasi) FI-ATP az’in o ve Psubiinitelerinin sirasina benzerlik gostermektedir (74)

(76).

Prolidaz enziminin aktif merkezinde tiyol grubu yer alir ve bu grup bloke edilirse
aktivite diiser. Bu da sisteinin enzimin aktivitesi i¢in gerekli oldugunu gosterir. Dogal enzim
icin optimum pH: 7,6-7,8°dir ve izoelektironik nokta pH: 4,4 - 4,5 olarak saptanmis olup bu

deger yapidaki asidik amino asitlerin varligini belirtmektedir (74).

Enzimin karakteristigi arastirildiginda Dietilaminetil ( DEAE ), seluloz dizi
kromatografisinde prolidazin iki pik verdigi goriilir. Bai Hu 1992 yilinda yapmis oldugu
calismada prolidazda her monomer i¢in iki aktif bolgenin oldugunu saptamis ve enzimin

2

duruma bagli olarak bu iki aktif bdlgenin substrat spesifikligi ve Mn"* ile preinkiibasyon

ortamindaki aktivasyon bakimindan da farklilik gosterdigini ortaya koymustur (75).
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2.10.3. Insan Prolidazinin Primer Yapisi ve Gen Lokalizasyonu

Prolidaz geni sembolii PEPD’dir ve insanda 19 numarali kromozomun kisa kolunda
lokalizedir (19p 13,2 bolgesi). Insan cDNA ‘s1 1482 baz ciftinin okunmasiyla olusur bu da
493 amino aside karsilik gelmektedir (76).

Enzimin komplementer DNA klonlar1 insan Kkaracigeri ve plesental cDNA
bankalarinda izole edilmistir. Prolidazin niikleotit siras1 saptanmistir. Enzim amino asit olarak
X-Ala-Ala-Ala sirasi ile baslamaktadir (77). Prolidaz geni (PEPD) polimorfik allelleri icerir,

bu aktiviteyi engellemez ve nadir alleller prolidaz eksikligine neden olmaktadir (74).

Amino asit sirasinin saptanmasi ve gen lokalizasyonu, enzimin eksikliginin sebep
oldugu kalitsal hastaligin temelinin anlasilmasi bakimindan onemlidir. Prolidazin genomik
sirast  olduk¢a genistir. En az 130 KB ve 15 ekson icermektedir. Ekson intron
baglantilarindaki tiim konformasyonlar GT/AG kuralina uymaktadir. Kodlama siras1 genomik

siranin % 2 ‘sinden olusur (74).
2.10.4. Prolidazin izoenzimleri

Dietilaminoetil selliloz dizi kromatografsi (DEAE) ile deri fibroblast kalttrltleri ve

normal insan eritrositlerinden ayristirilan prolidazin 2 formunun oldugu goriilmiistiir (78).

Bunlar prolidaz I ve prolidaz II olarak isimlendirilmistir. Bu iki izoenzim substrat
spesifitesi ile bazi kimyasal Ozellikler bakimindan farkliliklar gosterirler (79). Bu iki
izoenzimi ilk izole eden Butterworth ve Priestman olmustur (1985). Sonra Myara ve
arkadaglar1 1987 ve 1989yilinda (80) (81), Ohhashi ve arkadaslar1 ise 1990 yilinda
izoenzimleri izole etmeyi basarmislardir. Izoenzimlerin molekiil agiliklar1 saptanmis ve
prolidaz I’in molekil agirliginin 112 kDa oldugu ve birbirini tamamlayan esit molekiil

agirhiginda 2 subiiniteden olustugu (56 kDa) bulunmustur (79).

Prolidaz II’nin ise molekiil agirhigmin 185 kDa oldugu ve birbirine es iki subiniteden
(95 kDa) olustugu gozlenmistir (82) (83). Prolidaz I tiim insan dokularinda bulunur. Yapilan
caligmalarda prolidaz I’in tim iminodipeptitlerle reaksiyona girmesine ragmen gly-prodi
peptitini tercih ettigi bulunmustur. Cosson ve arkadaslar1 1992°de prolidaz II’nin gly-prodi
peptidine kars1 diisiik bir aktivite gosterdigini ve bu izoenzimin plazmada bulunmadigini
kaydederek preinkibasyonun uzamasi ile aktivitenin Onemli Olgiide distigiini

gostermislerdir. Prolidaz 11’nin en yuksek aktiviteyi gly-pro yerine met-pro’ya kars1 gosterdigi
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saptanmistir (79). Prolidaz I’i in vitro tespit etmek i¢in optimum sartlar, IMm MnCl,
konsantrasyonunda 24 saat 37°C’de preinkiibasyon oldugu bildirilmistir. Ayrica Mn*?
konsantrasyonunun yiikseltilerek zamanin azaltilabilecegini ya da yiiksek preinkiibasyon 1sisi,
diisiik MnCl; konsatrasyonu ve diisiik preinkiibasyon zamani kullanilabilecegi kaydedilmistir
(84). Cosson ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismalarda prolidaz I ve prolidaz I1’yi kromatografik
olarak ayirdiktan sonra izoenzimlerin farkli doku dagilimlar1 gosterdiklerini bulmuslardir
(79). Arastirmacilar karaciger kaynakli prolidaz II’nin karacigerde inhibe edildigini
saptamislardir. Bu inhibisyona ise plazma proteinlerinin sebep oldugunu belirtmislerdir.
Haptoglobulin, o2 makroglobulin ve ol antitiripsinin prolidaz II’nin aktivitesinde etkili
olmadigi, fakat saf albuminin alt1 saatlik inkiibasyondan sonra aktiviteyi ortadan kaldirdigi
goriilmistiir. Albuminin bu inhibitor etkisine dayanarak insan plazmasinda prolidaz II’nin

aktivitesinin olmadig1 agiklanmustir (79) (84)

Tablo-3: insan Prolidaz I ve Prolidaz Il izoenzimlerinin Doku Dagilimlari

Prolidaz I (%) Prolidaz Il (%)

Karaciger 53 47
Bobrek 62 38
Tleum 53 47
Jejenum 53 47
Duodenum 42 58
Pankreas 22 78
Mide 42 58
Dalak 52 48
Beyin 36 64
Beyincik 44 56
Kalp 37 63
Iskelet kas1 34 66
Eritrositler 51 49

2.10.5. Prolidaz inhibitorleri ve Aktivatorleri

Yapilan ¢aligmalarda enzimin aktivasyonu i¢in gerekli olan Mn*? iyonu yerine baska
metal iyonlarinin ilavesi ile inhibisyon oldugu goézlenmistir. Bu calismalar domuz bdbrek
prolidaz1 tizerinde 1957 yilinda yapilmustir. Fe*?, Co™, Ni*?, Cu*, zn*?, cd™, Ag+1, Hg+2,
Pb*? ve Pt™ iyonlarmmn prolidazi inhibe ettigi bulunmustur. Ortalama 0,001 - 0,0004M
araligindaki konsantrasyonlarda glutatyon kullanildiginda optimal stabilizasyon ve aktivite

saglandigi ancak glutatyonun yiiksek konsantrasyonunun inhibisyona sebep oldugu
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bulunmustur. Aynmi arastirmacilar iyodoasetamin ve p-Kloromerkiiri benzoatin da enzimi

inhibe ettigine deginmislerdir (72).

Prolidazin substrat analogu olan asetilprolin ve trans-1,2 siklo penta dikarboksilik asit
tarafindan kompetatif inhibisyonunda Kj’in pH’ma bagli olarak izledikleri yolu
arastirdiklarinda enzimin fonksiyonel grubu ile substratin pKa: 6,6 da baglandigin1 bununla

birlikte bu maddelerin inhibisyonunun farkli yollar izledigini gérmiislerdir (17).

2.11.Prolin

Prolin ve hidroksiprolin prolidino halkasindaki azot atomuna bir hidrojen atomunun
girmesi ile olusmaktadir. Bunlar genelde iminoasit ismiyle adlandirilir. Amino asitlerin
iminoasitler sinifinda yer alan esansiyel olmayan glutamatin halka yapisindaki bir tiirevidir.
Bu amino asit diger amino asitlerden yan zinciri radikal grubunun hem amino grubu hem de
a-karbon grubuna bagli olarak siklik bir yapiya yol agmasi yoniinden farklidir. Bu anlamda
nitrojen atomunun kimyasal modifikasyonu prolin amino asidinin genel polaritesini ve
basitligini etkilemektedir. Dahasi bu amino asitin siklik yapisi polipeptid omurganin yapisal
yonlerine temel sinirlamalar getirmektedir. Prolin ve diger bir amino asidin yapisal goriiniimii

sekil 2’ de gosterilmistir.

O OH
R
H\N | //O
NH / C|) C\
H H O—H
Prolin Aminoasit

Sekil-2: Prolin ve Diger Bir Amino Asidin Yapisal Goriiniimii

2.11.1. Prolinin Yapisal Ozellikleri

Benzersiz yapisal 6zellikten dolay1 prolin bir peptid sekansina girdigi zaman énemli
konformasyonel &zellikler gdzlenir. Bunun siklik yapist a-karbon ve nitrojenin bir peptid

bagindaki rotasyon ag¢isini sinirlamaktadir ki normal olarak bitigsik amino asitlerin reel gruplari
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arasindaki sterik engelleme veya elektrostatik repulsiyona baglidir. Prolin potansiyel bir
miikerrer yap1 kirici olan ve peptid zincirlerinin yoniini degistirme egilimine sahip
peptidzincir icine sabit bir egim takdim eder. Bu durum proteinlerin sferik veya globuler
seklinden dolayi etkileyici bir faktordiir. Proteinlerin ylizeyinde ters bir doniis veya sag tokasi
egimi seklinde olan bu 6nemli yapisal olaymn proteinler i¢indeki en énemli sonucu prolin
olusmasidir. Prolin siklik yapisinin ikinci bir sonucu higbir fonksiyonel grup igermemesidir ki
bu durumda hidrojen bagina veya peptid bir bagin rezonans stabilizasyonuna katilmay1
engeller. Bu nedenle prolin a heliks veya B tabakali sekonder yapilariyla uyumlu olmayan tek
amino asittir. Ancak prolin multiple prolin amino asidinin bir protein i¢inde birikimli olustugu
zaman sol elli bir helikal yap1 ortaya koyar. Bu ¢cok yaygin bir durum olmasina ragmen bovin
pankreas tripsin inhibitérinde 5-7 amino asitleri icin rapor edilmistir. Prolin yapisal
Ozelliklerine belirgin bir sekilde bagli olan ikinci bir helikal formasyon da kemik, tendon ve

destekleyici membran dokularinin ana bileseni olan kollajendir (85).

2.11.2. Prolinin Biyolojik Onemi

Kollojen yapisinda yer alan en 6nemli amino asitler prolin ve hidroksiprolindir.
Hidroksiprolin hidrojen yapim ve yikim reaksiyonlarinda agiga cikar. Prolinin oynamis
oldugu bir anahtar fizyolojik rol, biyolojik olarak aktif peptidlerin enzimatik degradasyona
karst korunmalarini saglamaktir. Bu durum peptid veya protein prekiirsorlerinin post
translasyonel modifikasyonlarmin regiilasyonunda agik¢a bellidir. Polipeptid zincirlerin
icinde yerlesik olan prolin amino asitler polipeptid zincirin hassasiyetini proteolizle sinirlayan
yapisal unsurlar olarak hareket ederler ve zincirlerin enzimatik stireci dncesinde modifikasyon
b6liminde mevcuttur. Bu durum peptidlerin post translasyonel modifikasyonunda gorev alan
ekzopeptidazlarin 6zelligi ile iliskili arastirmalarda gosterilmistir ve pek ¢cok biyolojik olarak
aktif peptidlerin amino ucuna yakin yerlerde ortaya c¢ikan prolin gozlemiyle
desteklenmektedir (86) (87). Prolin ayrica krebs ve iire dongiileriyle metabolik olarak
baglantilidir. Prolin-5-karboksilik asit prolin metabolizmasinda iki dongiiyii birbirine
baglayan bir pozisyondadir. Prolinin karbon zincirinden krebs dongiisiine gegisi tlim
dokularda bilinen klasik yoldan 2-okso-glutarik asit metabolizmasi ile olur (88). Prolin Krebs

ve Ure donguleriyle metabolik baglantisi ile ilgili sekil 3’ te asagida gosterilmistir:
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Sekil-3: Prolin Krebs ve Ure Dongiileriyle Metabolik Baglantis

2.12. Kollajen

Kollajen; yapisinda her bes amino asitten biri prolin veya hidroksiprolin bulunan
onemli bir destek proteinimizdir. Kemik, dis, tendon, deri, damarlar gibi bircok dokuda yer
almaktadir. Kollajenin primer yapist polipeptid zincirindeki her {i¢ pozisyondan birinde en
kiicik amino asit olan glisinin bulunmasi agisindan degisiktir. Glisin heliks yapidaki
kollajenin G¢ zincirinin bir araya geldigi kisitli alana sigabilir. Glisin kalintilari, Gly-X-Y
olarak tekrarlayan X’in genellikle prolin oldugu ve Y’nin siklikla hidroksiprolin veya
hidroksilizin oldugu diizenin parcasidirlar. Viicudumuzda 6nemli birgok dokunun yapisinda
yer alan kollajenin dongusunde prolidaz spesifik bir enzim oldugu icin 6énemi biyuktar.
Kollajenin yikiminda ve prolinin kollojen yapimi dongiisiine yeniden katiliminda prolidaz

aktif gérev almaktadir.

2.12.1. Prolidazin Kollajen Yapim ve Yikiminda Onemi

Kollajenler, hayvansal bag dokunun temel bileseni olup viicutta en fazla bulunan
proteinlerdir. Bag doku iskeletinin yapisint olusturan kollajen, enflamasyon ve yara
iyilesmesinde temel rol oynar. Kollajenin aminoasit kompozisyonu %33 glisin, %20 — 25
prolin ve hidroksiprolin, %5 - 11 lizin ve hidroksilizinden olusur. Farkli genler tarafindan
kodlanan en az 15 tip kollajen vardir. Tip I, II, III, V ve XI fibriller kollajen olarak
isimlendirilir. Kollajenler bir¢ok dokuda fibroblastlar tarafindan sentezlenirler. Ribozomlarda

preprokollojen olarak baglayan sentez sitozolde prokollajen seklinde devam eder ve hiicre disi
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alanda tropokollajen ve kollajen olusumu ile sonlanir. Kollajen molekiilleri alfa zincirleri ad1
verilen, birbiri etrafinda ti¢lii heliks halinde sarilarak ip benzeri yap1 olusturan ii¢ polipeptitten
meydana gelir. Polipeptit yapilarinin her ii¢ pozisyondan birinde en kiigiik aminoasit olan
glisin bulunur. Glisin heliksin ii¢ zincirinin bir araya geldigi kisith alana sigmaktadir. Glisin
kalintilar1, Gly-X-Y olarak tekrarlayan, X’in genelde prolin ve Y’nin hidroksiprolin veya
hidroksilizin oldugu zincirin bir pargasidir. Kollajen diger bir¢cok proteinde bulunmayan
hidroksiprolin ve hidroksilizin icerir. Hidroksiprolin kollojenin UGglii heliks yapisinin
dayanikligin1 saglamada énemlidir. Kollojenin yar1 émrii 50 - 300 gundir. Bu 6miir; gelisme,
biiytime, doku yapimi ve yara iyilesmesi gibi durumlarda uzar. Kollojenlerin yikimi genellikle
notral pH’da aktif olan pek cok matriks metallo proteinazlarinin (kollajenazlar) sinerjistik
aktivitesinin bir sonucudur. Bununla birlikte jelatinaz, stromelizinler, polimorf elastaz ve
katepsin gibi nonspesifik proteinazlar da bu yikima katilirlar. Kollajenazlar; fibroblast,
kondrosit, osteoblast ve endotelyal hiicrelerden latent proenzim formunda salinirlar ve
plazminle aktivasyonu takiben ¢apraz bagli kollajeni pargalayarak dipeptitlere ayirirlar. Bu
dipeptitler de prolidaz, prolinaz ve diger dipeptidazlar tarafindan serbest aminoasitlere
parcalanirlar. Prolidazin biitiin biyolojik fonksiyonunun prolin donguslyle beraber kollajen
dejenerasyon iriinleri ve diger Xaa—Pro dipeptitlerin metabolizmasi olduguna inanilmaktadir.
Prolidaz, C-terminalinde aminoasidi prolin veya hidroksiprolin olan dipeptitlerin hticre iginde
hidroliz eder. Prolin yeniden dongiiye girer ve yeni proteinsentezinde kullanilirken
hidroksiprolin idrarla atilmaktadir (69) (85). Kollajen yapisindaki aminoasitlerin yaklasik
%25’ ini prolin ve hidroksiprolin olusturdugundan, prolidaz kollajen yikiminda 6nemli rol

oynamaktadir (89).

Prolidaz, hiicre i¢i protein yikiminin son basamaginda, 6zellikle yiiksek miktarda

prolin iceren prekollajenin yikimi asamasinda rol oynamaktadir (79) (89).
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Sekil-4:Kollajen Yikiminda Prolidaz ve Prolinazin Yeri (90)

Enzim i¢in substrat kaynagi kollajen olup iminopeptidler kollajenin yikiminin son
basamaginda ortaya c¢ikmaktadir. Prolidaz, beslenme ile alinan proteinlerden ve vicuttaki

depo kollajeninden iminoasitlerin geri kazanilmasinda 6nemli rol oynar (91).

Prolidaz, C-ucunda prolin veya hidroksiprolinin imino azotunu igeren peptid bagi
bulunduran bilesiklerin hizla hidrolizini katalizleyen tek enzim oldugu igin spesifitesi
yuksektir (75).

Prolidaz eksikligi prolinin normal dongiisiindeki bozulmayla sonuglanir. Prolidaz
eksikliginde biiyiik miktarda hidroksiprolin iire ile disar1 atilir. Prolidaz enzim aktivitesi
eritrosit, I0kosit ve fibroblastlarda ¢ok diisiiktiir. Etkilenen hasta bireylerde prolidaz enzim
aktivitesi saptanamaz. Iminopeptidiiri, ayn1 zamanda rasitizm, hiperparatiroidizm ve paget
hastalig1 gibi durumlarda da tanimlanir. Fakat Iminopeptidiiri prolidaz eksikliginde ¢cok daha
yuksektir. Prolidaz eksikligi cilt ve diger kollajen dokularda anormalliklerle karakterize bir
sendromla sonuglanir. Bu nadir goriilen genetik prolidaz eksikligi otozomal resesif olarak
gecmektedir. Prolidaz geni baska bir kalitimsal rahatsizlik olan miyotonik distrofi ile ilgili
olmasi agisindan 6nemlidir. Prolidaz enzimi uzun zamandan beri bilinmesine ragmen 6nemi,
son yillarda eksikligi ile ilgili ¢alismalarla iyice anlasilmigtir (92) (93). Bu yuzden bu konuda
az sayida calisma bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarin ¢ogu da eritrosit prolidaz: ile ilgili
olup serum prolidazi hakkinda c¢ok sey bilinmemektedir. Prolidaz enziminin genetik
eksikliginin sonucunda mental gerilik, tekrarlayan enfeksiyonlar ve deri lezyonlar: ile
karakterize bir Klinik tablonun ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (91) (94). Prolidaz eksikligi olan
kisilerde prolidaz I aktivitesinin derifibroblast kiiltiiriinde ve kan hiicrelerinde azaldigi da

gosterilmistir (95).
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Fetal biiylime sirasinda kollojen turnoverinin yiiksek oldugu tahmin edilmektedir.
Dismatlr bebeklerde prolidaz aktivitesi (amniyotik sivida) anlamli derecede diisiik
bulunmustur. Bu nedenle prolidaz aktivitesinin fetal matiirasyonun derecesini gosterdigi
distintilmektedir. Amniyon sivisinda Olgiilen prolidaz aktivitesinin fetal matiirasyonun ve
gelisme geriliginin bir indikatorii olarak kullanilabilecegi 6ne surtilmektedir. Ayrica kollajen
metabolizmasinda bozuklukla seyreden silikoziz hastaliginin tedavisinde deprolidaz
enziminin kullanilmasi hedeflenmektedir. Boylece hizla kollajen yikimu ile seyreden silikozis
hastalarinda prolidaz enzim aktivitesinin artirilmasi tedavide faydali bir yaklasim olarak

diistiniilmektedir (96).

33



3. MATERYAL VE METOD, YONTEM
3.1.Calisma Grubu

Calismamiza Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Baskanligi’nin 04.03.2013
tarinli 3 numarali oturumu, B.30.2HRU.0.20.05.00.050.01.04-70 sayili karari ile etik kurul
onay1 alinmustir. Harran Universitesi Bilimsel Arastirma Komisyon Baskanligi 29.03.2013
tarihli, 69094808-604.01.01/662-0907 sayili karari ile de projemize destek karari almistir.
Calismaya Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Acil Servisi’ne 10.04.2013 ile 05.03.2014
tarihleri arasindaki yaklasik on iki aylik slirede NTKA sikayeti ile bagvuran 100 hasta alindi.
Saglikli erigkinlerden olugan 100 kisilik kontrol grubu olusturuldu. Hasta grubu ile kontrol
grubu karsilastirilmalar1 yapildiktan sonra, hasta grubu 33’0 cerrahi, 34’G medikal, 33’
NSKA grubu olmak tzere 3 gruba ayrildi. 100 kisilik kontrol grubundan 34 kisilik yeni bir
kontrol grubu olusturuldu ve gruplar birbiriyle karsilagtirildi. 18 yas dstiinde olan, yedi
ginden daha kisa siiredir karin agrisi var olan, abdominal operasyon gecirmemis,
kooperasyonu tam olan, ¢alismaya katilmay1 kabul eden travma dis1 karmn agrilar1 ¢alismada
degerlendirildi. Hastalar acil tip asistanlar1 ve sorumlu Ogretim tiyeleri tarafindan
degerlendirildi. Hikaye, ayrintili fizik muayene ve gerekli laboratuvar testleri yapildiktan
sonra ilgili bolimlerden (genel cerrahi, dahiliye, kadin dogum vb.) konstltasyon istendi.
Hastalar takip edilmis, yatirilmis, opere edilmis, kendi istekleri ile ayrilmis veya taburcu

edilmistir.

3.1.1. Olguya Dahil Edilme Kriterleri

Acil servise bagvurdugunda tanis1 konulmamis ve 1 haftadan daha kisa stireli karin
agris1 sikayeti olan 18 yas ve lizerindeki eriskin bireyler ile c¢alisma grubu olusturuldu.
Kontrol grubu olarak ta benzer yas ve cinsiyet grubuna dahil saglikli goniillii erigkinler

calismaya dahil edildi.

3.1.2.0lgu Daraltma Kiriterleri

18 yas alt1 hastalar, travmaya bagl karin agris1 sikayeti olan hastalar, kanda alkol
tespit edilen veya alkol alim hikayesi olan bireyler, halen gegirilmekte olan aktif somatik ya
da psikiyatrik hastalik hikayesi olan bireyler, son 7 gin icinde herhangi bir nedenle ilag
kullanma hikayesi olan bireyler, uyutucu, uyusturucu ilag kullanim 6ykiisii veya bagimliligi
olan bireyler, gebelik Oykisu olan bireyler, diyabetus mellitus, kontrolstiz hipertansiyon,
akciger hastaligi (kronik obstriiktif akciger hastaligi, restriktif akciger hastaligi olan), sigara

kullanan, metabolik bozukluk, kronik karaciger ya da renal yetmezlik saptanan hastalar,
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koroner arter hastaligi olan, romatolojik hastalik ve malignitesi olan hastalar ¢alisma disi
birakilda.

3.1.2.1. islem

Tim olgulardan bilgileri dahilinde vakumlu vacutainer tiiplere 5 cc kan 6rnekleri alindi.
Kan ornekleri oda 1sisinda 30 dakika bekletildikten sonra Hettich marka santrifilj cihazinda
3000 devir/dakika hizda 10 dakika santriflj edilerek serumlar1 ayrildi. Total antioksidan
kapasite (TAS), total oksidan seviye (TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSi) ile prolidaz enzim
diizeyi ¢alismak amaciyla kanlarm serumlar1 -80°C’de depolanarak muhafaza edildi. Calisma
yapilacagr zaman tlim serum Ornekleri oda 1sisina getirildikten sonra serumlar ¢Ozulerek
biyokimya laboratuvarinda manuel olarak modifiye optimize Chinard metodu ile prolidaz
enzim dizeyleri ve Abbot Aeroset marka oto analizor cihazinda Erel metodu ile total

antioksidan kapasite (TAS), total oksidatif durum (TOS) parametreleri ¢alisildi.

3.1.3. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Total antioksidan seviye Erel yontemi ile o6l¢ildi. Bu 6lcim yonteminde 2,2°-
azinobis-3-ethyl benzothiazoline-6-sulfonik asit radikali (ABTS radikali) kullanilmaktadir.
ABTS radikali, antioksidan konsantrasyonuna ve antioksidan kapasiteye gore mavi ve yesil
rengini kaybetmektedir. Bu renk degisikligi, absorbans degeri 660 nm’de Olcilerek
degerlendirme yapilmaktadir. Bu 6l¢iim metodunun prensibi hidrojen peroksit varliginda
ABTS molekiiliinin, ABTS™ molekiiliine okside olmasina dayanmaktadir. 30 mmol/L asetat
tamponu ve pH: 3,6’da koyu yesil renkte olan radikalin, asetat tamponu 0,4 mol/L, pH: 5,8
oldugunda rengi agilmaktadir. Renk degisimi ile 6rnek i¢indeki antioksidan miktari arasinda
ters iliski bulunmaktadir. Reaksiyon hizi standart yontem olan Trolox ile kalibre edilmektedir.

Birimi Trolox equivalent/L’dir.

3.1.3.1.Reaktiflerin hazirlanmasi

Reaktif 1: 32,8 gr CH3COONa’ nin 1000 ml distile su i¢inde eritilmesi ile 0,4 mol/L
asetat tampon solusyonu (pH: 5,8 olacak sekilde) olusturuldu. 22,8 ml asetik asit, 2000 ml su
ileseyreltilerek, 0,4 mol/L konsantrasyona getirildi. 940 ml sodyum asetat soltisyonu ile 60 ml

asetik asit soliisyonu karistirildi.

Reaktif 2: 2,46 gr CH3COONa, 1000 ml distile suda eritilerek 30 mmol/L asetat
tampon soliisyonu (pH: 3,6) hazirlandi. 1,705 ml asetik asit 1000 ml distile su ile

seyreltilerek, 30 mmol/L konsantrasyonda karigim elde edildi. 75 ml sodyum asetat
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soliisyonu, 925 ml asetikasit soliisyonu ile karistirildi. PH 3,6 olacak sekilde ayarlandi. Sonra
278 ul H,0; solusyonu, 1000 ml tampon soliisyonu ile seyreltilerek 2 mmol/L konsantrasyona
getirildi. Daha sonra 0,549 gr ABTS radikali, 100 ml hazirlanan soliisyonda eritilerek 10
mmol/L konsantrasyona getirildi. Bir saat oda 1sisinda bekletildi ve karakteristik ABTS
renginin olusmasi saglandi. Spektrofotometrik ayarlardan sonra Aeroset otomatik analizatore

(Abott Aeroset® C8000™ cihazina) uygulandi. Olgiim formati asagida verilmistir:
1. reaktif volimu: 200 pl (asetat tamponu 0,4 mmol/L, pH 5,8)
Ornek volimii: 5 pl (serum ya da diger sivilar, saf antioksidan soliisyonu)
2. reaktif volima: 20 pl (2. radikal: 30 mmol/L, pH 3,6 iginde ABTS )
Dalga boyu: 660 nm (ya da 420 ve 740 nm aralig1)

Degerlendirme: ilk o6lcim Reaktif 1 ile Reaktif 2 karisimi aninda ve son 6lgiim

karistirtlmadan 5 dakika sonra kalibrasyon sekli, dogrusala getirildi.

3.1.4. Total Oksidan Seviye (TOS)
Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir (16).
3.1.4.1. Reaktiflerin hazirlanmasi

Reaktif 1: 140 mM’lik NaClI ¢ozeltisi igerisine 25 mM H,SO,4 ¢Ozilerek ana soliisyon
hazirlanir. Ana soliisyonda 6nce % 10 oraninda gliserol ¢6ziilip daha sonra total volimde 250

uM xylenol orange ¢oziilerek hazirlanir.

Reaktif 2: Ana solisyon icerisinde 6nce 10 mM o-dianisidine dihidrocloride ¢ozilip

sonra 5 mM amonyum ferroz sulfat ¢ozilerek reaktif hazirlanir.

Prensip: Ornekte bulunan oksidanlar ferréz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik
iyona oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklagik ii¢ katina
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks
olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iligkili olan rengin siddeti

spektrofotometrik olarak dl¢tlmektedir. Birim pmol H,O, Equivalent / Ldir.
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3.1.5. Oksidatif Stresindeksi (OSI)

Oksidatif Stres indeksi (OSI); Total Oksidan Seviye (TOS) / Total Antioksidan Seviye
X 10 (TAS) seklinde bélinerek hesapland:. Birim AUdur.
p

3.1.6. Prolidaz Aktivitesi

Kullanilan arag ve gerecler

1- Santriflij (Hettich Universal 30 RF)

2- Spektroflorometre (Shimadzu RF-1501 MODEL, Japon)

3- Derin dondurucu (New Brunswick Scientifi, C54285 model)

4- Hassas terazi (Sartorius marka 0,0001 g’a duyarl)

5- Dijital pH-metre (Hanna, pH 211 model Japon)

6- Otomatik biyokimya analizoru (Aeroset, USA)

7- Vorteks ( DCA-VF-2)

8- Visible spektrofotometre (Jasco V-530 UV / UV3 Spectrofotometre)

9- Su banyosu (Nive BM 402)

Kullanilan kimyasallar

Tablo-4: Calismalar Sirasinda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde Ad1 Formilu Firma ve Katalog No
L-Prolin C5 H2NO2 Sigma ®G-3002
Glisil-Prolin C7 H2N203 Sigma®

Magnezyum klorir

MgCI26H20 Riedel ®(1V) hidrat

Glasiyel asetik asit

CH3COOH Merck®541

Ortofosforik asit

H3PO4 Merck®564

Hidroklorik asit HCI

Trizma HCI C4H11INO3HCI Sigma®T-3253
Trizma BASE C4H11NO3 Sigma®93349
Ninhidrin C9H604 Sigma®N4876
Manganklorur (Il) hidrat MnCI2H20 Merck®
Glutatyon GSH Merck®5917
Siilfiirik asit H2S504 Merck®
Sodyum klor(r NaCl Merck®
O-Dianisidin dihidroklorid C14H16N202 2HCI Sigma®
Merck®

Ferroz amonyum silfat

Fe(NH4)2(S04)2 6H20 Merck®

Hidrojen peroksit

H202 Merck®

Xylenol orange

C31H32N2013S Sigma®

Gliserol

CH20HCHOHCH20H Merck®
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Kullanilan Ayraclar:

On inkiibasyon c¢ozeltisi: PH:7’de, 50 mmol/L Tris HCI tamponu igerisinde, 1
mmol/L GSH (glutatyon), 50 mmol/L MnCl , ¢6zdurildi.

Substrat cozeltisi: On inkiibasyon c¢ozeltisi igerisinde 144 mmol/L glisil-L

prolindipeptidi¢cozdirildi. Ancak substrat ¢cozeltisi icin pH:7,8 lik tris HCI” tampon kullanilda.

Tepkimeyi durdurma ¢ozeltisi: 1 mL glasiyal asetik asit kullanildi. Ninhidrin
cozeltisi ‘“Modifiye (Optimize) Chinard Cozeltisi’ : 0.5 mol/L’lik ortofosforikasit V icerisinde
3 g/dL olacak sekilde ninhidrin manyetik karistirict ve 1s1 yardimiyla 70 °C*de eritildi.

Prolin standarti: 5 mg L-prolin bir miktar de iyonize su igerisinde ¢ozdurullp son

hacmil00 mL ye tamamlandi.

3.1.6.1. Olcum yontemi (Modifiye = Optimize Chinard Metodu)

Substrat olarak glisil-prolin kullanilarak enzim araciligi ile olusan prolinin asidik
ortamda 1s1 etkisiyle ninhidrin ile renkli bir bilesik (pembe renk) olusturma ilkesine dayanarak
serum prolidaz dizeyi Olculir. Rengin siddeti prolin konsantrasyonuna baghdir ve
spektrofotometrik olarak olgalir.

Prolidaz
GLISIL-PROLIN — GLISIN + PROLIN

Deney 3 basamaktan olusur:

1. Enzim aktivasyonu i¢in; numunenin Tris-HCI MnCl; ile preinkibasyonu

2. Ornek ile glisil - prolinin inkiibasyonu

3. Serbestlesen prolinin spektrofotometrik olarak modifiye (optimize) chinard metodu
ile 6lculmesi.
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3.1.6.2. Islem

a-) Yontemde, 100 uL serum ile 100 uL serum fizyolojik karistirilip bu karisimdan 25
uL alinip, 1 mmol/L GSH ve 50 mmol/L MnCl,; pH 7 ‘de 50 mmol/L Tris HCI tampondan
olusan 6n inkiibasyon soliisyonundan 75 uL alinarak, 37 °C’ de 30 dakika inkiibe edildi.

b-) Karisimin tizerine 144 mmol/L Gly-pro igeren 6n inkiibasyon ¢ozeltisinden ( pH
7,8) 1 uL eklenerek 37 °C’ de 5 dakika inkiibe edildi.

c-) Daha sonra inkiibasyonlu ve inkiibasyonsuz (sifir zaman) olacak sekilde iki grup

tip hazirlandi. Inkiibasyonlu tiiplere inkiibasyonun sonunda 1 mL glasiyal asetik asit ilave

edilerek reaksiyon durduruldu. Sifir zaman tiiplerine ise ayn1 hacimde preinkiibe edilmis

ornek eklenerek 1mL glasiyal asetik asit ilave edilip reaksiyon durduruldu.

d-) Inkiibasyonlu ve inkiibasyonsuz (sifir zaman) tiiplerin iizerine 300ulL Tris HCI

tamponu ( pH:7,8 ) ve 1 mL Ninhidrin ¢ozeltisi eklendi

Tablo-5: Prolidaz Diizeyi Olgiimiinde Kullanilan Cozeltiler

Ayiraglar Inkiibasyonlu inklibasyonsuz
Serum Fizyolojik (uL) 100 100
On inkiibasyon ¢ozeltisi 75 75
Substrat (uL) 100 100
Glasiyal asetik asit (mL) 1 1
Tablo-6: Prolidaz Diizeyi Olgiimiinde Kullanilan Ayraclar
Ayiraglar Kor Standart Inkiibasyonlu Inkiibasyonsuz
On islemden gegen ¢ozelti toplam 1,2 1,2
hacmi(mL)
Glasiyal asetik asit (ml) 1 1 1 1
TrisHCL pH 7,8 (uL) 300 300 300 300
Ninhidrin ¢ozeltisi (modifiye 1 1 1 1
(optimize) chinard ¢ozeltisi) (mL)
Standart 1
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e-) Yukaridaki islemler uygulandiktan sonra tiiplerin agz1 kapatilarak, 90 °C’ de su
banyosunda 20 dakika bekletildi. Daha sonra buzlu su banyosunda sogutulup beklenmeden
515 nm’deki absorbanslar substratin katilmadig: 6rnek koriine kars1 okutuldu. Olgiilen prolin

derisimleri standart olarak kullanilan 5 mg/dL’lik L prolin ile karsilastirilarak hesaplandi.
3.1.6.3. Prolidaz Aktivitesinin Hesaplanmasi
Prolidaz aktivite diizeyi : (A-B) x [S] x Faktor: S
A:Inkiibasyon tiipii absorbans degeri
B: Sifir zaman tiipii absorbans degeri ( inkiibasyonsuz )
[S] : Standart konsantrasyonu (mmol/L)
S: Standart absorbans degeri
3.1.6.4. Prolidaz aktivite diizeyi

(A-B) x [S] x Faktor : 1 litrede 1 dakikada olusan S mmol prolin miktari

Serumda aktivite tanimi: lpumol substrati 1 dakikada degisiklige ugratan enzim

miktar1 olarak yapilmistir. Birim U/L olarak tanimlanmustir.
3.2. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS Versiyon 11,5 (Statistical Package for the Social Sciences)
bilgisayar programi kullanilarak gerceklestirildi. Gruplar arasindaki karsilastirmada student T
testi kullanildi. Gruplarin ortalamalari arasindaki farkin 6nemi One-Way ANOVA ftesti ile
karsilastirildi. Demografik verilerin istatistiksel analizini yapmak igin ¢ testi ( ki-kare testi )
kullanildi. Ayrica parametreler arasi korelasyon, Pearson korelasyon testi ile incelendi.
Veriler ortalama ve standart sapma olarak degerlendirildi, p< 0.05 degeri anlamli olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Hasta grubu kendi icerisinde cerrahi gerektiren hasta grubu, medikal tedavi gerektiren
hasta grubu ve NSKA grubu olarak ii¢ ayr1 gruba ayrilip kontrol grubu ile karsilastirildi. Dort
gruba ait demografik bulgular tabloda verildi. Gruplar yas ve cinsiyet a¢isindan benzerdi. Yas
ve cinsiyet parametrelerinde istatistiksel agidan anlamli diizeyde fark goriilmedi ( hepsi igin

p>0,05 ). Sonuglar tablo 8’de verilmistir.

Tablo-7: Hasta, kontrol gruplari arasindaki oksidatif stres ve prolidaz dizeyleri

Hasta Kontrol p
(N=100) (N=100)
TAS, mmol trolox Eq./L 1,09+0,21 1,05+0,23 0,211
TOS, pmol H,0, Eq./L 34,37 £ 10,76 25,73 +7,59 <0,001
OSI, Arbitrary Unit 3,40 +2,43 2,54 £0,90 0,001
PROLIDAZ, U/L 1002,16 + 268,15 839 + 148,07 <0,001

Oksidatif Stres ve Prolidaz Enzimi Dizeyleri tablo 7°de verilmistir. DOrt grup, hasta
ve kontrol grubu ag¢isindan iki gruba indirildiginde, hasta ve Kontrol gruplar1 arasinda TAS
acisindan fark bulunmanustir (hepsi icin p>0,05). TOS, OSI, prolidaz degerlerine
bakildiginda ise her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur ( hepsi i¢in
p<0,05).
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Tablo-8:Hasta gruplari ve kontrol gruplarinin demografik 6zellikleri

Cerrahi Medikal NSKA Kontrol p
(N=33) (N=34) (N=33) (N=34)
Yas (Yil) 40,61+1823 3895+16,79 38,38+ 17,96 37,67+13,77 0,837
Cinsiyet (E/K) 11/22 19/15 14/19 18/16 0,188

Hasta grubu kendi icerisinde cerrahi gerektiren hasta grubu, medikal tedavi gerektiren
hasta grubu ve NSKA grubu olarak ii¢ ayr1 gruba ayrilip, TAS, TOS, OSi ve prolidaz

diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Sonuglar tablo 9’da verilmistir.

TAS degerleri acisindan gruplar arasinda istatistiksel agidan bir fark bulunmamistir
(hepsi igin p>0,05). TOS degerleri agisindan cerrahi grup ile medikal grup arasinda anlaml
fark vardir (p<0,050). Cerrahi grup ile NSKA grubu arasinda anlamli fark vardir (p<0,001).
Cerrahi grup ile kontrol grubu arasinda anlamli fark vardir (p<0,001). Medikal grup ile NSKA
grubu arasinda anlamli fark vardir (p<0,010). Medikal grup ile kontrol grubu arasinda anlaml
fark vardir (p<0,001). NSKA grubu ile kontrol grubu arasinda fark bulunmamstir (p>0,05 ).

OSI degerleri agisindan, cerrahi grup ile medikal grup arasinda fark bulunmamistir
(p>0,05) . Cerrahi grup ile NSKA grubu arasinda anlaml fark vardir (p<0,010). Cerrahi grup
ile kontrol grubu arasinda anlamli fark vardir (p<0,010). Medikal grup ile NSKA grubu
arasinda anlamli fark vardir (p<0,010). Medikal grup ile kontrol grubu arasinda anlamli fark
vardir (p<0,010). NSKA grubu ile kontrol grubu arasinda fark bulunmamustir (p>0,05).
Prolidaz degerleri agisindan, cerrahi grup ile medikal grup arasinda anlamli fark vardir
(p<0,001). Cerrahi grup ile NSKA grubu arasinda anlamli fark vardir (p<0,001). Cerrahi grup
ile kontrol Grubu arasinda anlamli fark vardir (p<0,001). Medikal grup ile NSKA grubu
arasinda anlamli fark vardir (p<0,010). Medikal grup ile kontrol grubu arasinda anlamli fark
vardir (p<0,010). NSKA grubu ile kontrol grubu arasinda fark bulunmamustir.
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Tablo-9: Hasta ve kontrol gruplari arasindaki oksidatif stres ve prolidaz enzimi diizeyleri

Cerrahi Medikal NSKA Kontrol p
(N=33) (N=34) (N=33) (N=34)
TAS, mmol trolox Eq./L 1,09 +0,2 1,07 £ 0,25 1,13+0,16 1,14+ 0,15 0,419
TOS, umol H,0, Eq./L 41,05 + 9,74%7>"7™ 34,80 + 10,497 26,94 + 6,56 24,88 + 7,57 <0,001
OSI, Arbitrary Unit 3,84 1,077 3,89 3,997 2,41 +0,64 2,18 + 0,63 0,001

PROLIDAZ, U/L 1206,27 + 242,63%™™""™ 999,80 + 247,699 871,58 +128,74 867,19+ 106,46  <0,001

Ortalama + Standart Sapma
*: p<0,050

**: p<0,010

**%: p<0,001

a. Cerrahi grup ile Medikal Grup arasinda anlamli fark vardir.
b. Cerrahi grup ile NSKA Grubu arasinda anlamli fark vardir.
c. Cerrahi grup ile Kontrol Grubu arasinda anlamli fark vardir.
d. Medikal grup ile NSKA Grubu arasinda anlamli fark vardir.
e. Medikal grup ile Kontrol Grubu arasinda anlamli fark vardir.

f. NSKA grubu ile Kontrol Grubu arasinda anlamli fark vardir.
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1,54

1,0+ J_

TAS, mmol trolox Equi./L

AG;ubu BGl:ubu CGl:ubu DG-rubu

Sekil-5: Hasta ve kontrol gruplarinin TAS diizeylerinin ortalamalar1 ve
dagilimlar1 (A grubu cerrahi grup, B grubu medikal grup, C
grubu NSKA grubu, D grubu kontrol grubudur).

60

50

40+

30+

TOS, umol H202 Equi./L

20«

10

A Grubu B Grubu C Grubu D Grubu

Sekil-6: Hasta ve kontrol gruplarinin TOS diizeylerinin ortalamalar1 ve
dagilimlar1 (A grubu cerrahi grup, B grubu medikal grup, C
grubu NSKA grubu, D grubu kontrol grubudur).
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15

104

0SlI, Arbutrary Unit

A Grubu BGrubu CGrubu D Grubu

Sekil-7: Hasta ve kontrol gruplarinin OSI diizeylerinin ortalamalari ve
dagilimlar1 (A grubu cerrahi grup, B grubu medikal grup, C
grubu NSKA grubu , D grubu kontrol grubudur).

1800

16001 —_—

1400 o

1200 o

Prolidaz, U /L

o I

800 o

TLTT

400

A Grubu BGrubu CGrubu D Grubu

Sekil-8:Hasta ve Kkontrol gruplarinin prolidaz enzim aktivitesinin
ortalamalar1 ve dagilimlar1 (A grubu cerrahi grup, B grubu
medikal grup, C grubu NSKA grubu, D grubu kontrol
grubudur.)

Hasta ve kontrol gruplarinin TAS, TOS, OSI, prolidaz, WBC, D-dimer, CRP, CPK,
LDH degerleri korelatif iliski agisindan karsilastirilmis sonuglar tablo 10°da verilmistir. TOS

dizeyleri ve D-dimer duzeyleri istatistiksel agidan anlamli olarak korele bulunmustur
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(p:0,028, r:0,357). TOS diizeyleri ve CRP diizeyleri istatistiksel agidan anlamli olarak korele
bulunmustur ( p: 0,001, r: 0,286). TOS duzeyleri ve LDH diizeyleri istatistiksel agidan anlaml
olarak korele bulunmustur ( p: 0,023, r: 0,201) . WBC dizeyleri ve CRP diizeyleri istatistiksel
acidan anlamli olarak korele bulunmustur ( p: 0,000, r: 0,408 ) . WBC duzeyleri ve CPK
diizeyleri istatistiksel agidan anlamli olarak korele bulunmustur ( p: 0, 017, r: 0,206 ). WBC
dizeyleri ve LDH diizeyleri istatistiksel agidan anlamli olarak korele bulunmustur ( p: 0,000,
r: 0,317).

D-dimer dlzeyleri ve CRP dizeyleri istatistiksel agidan anlamli olarak korele
bulunmustur ( p: 0,037, r: 0,326 ). D-dimer duzeyleri ve Albumin diizeyleri istatistiksel agidan
anlaml olarak korele bulunmustur ( p: 0,043, r: - 0,318). CRP dizeyleri ve CPK duzeyleri
istatistiksel agidan anlaml olarak korele bulunmustur ( p:0,000, r: 0,326 ). CRP duzeyleri ve
LDH diizeyleri istatistiksel agidan anlamli olarak korele bulunmustur ( p: 0,000, r: 0,488).
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Tablo-10: Hasta ve Kontrol gruplarmin Korolatif iliskilerini gdsteren tablo

PROLIDAZ DDIMER
-,037 ,060
,674 ,708
,076 ,397
390 ,028
,042 ,302
,635 ,065
213
,084
,012
,940

TAS

TOS

(ON]|

PROLIDAZ

WBC

DDIMER

CRP

o SO I ToiI"ToiITToO I ToiITIoiITIo IS o T

r: Korelasyon Katsayisi

p: Istatistiksel Onem
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5. TARTISMA

Akut enflamasyonla seyreden hastaliklarda oksidatif durum degisiklikleri meydana
gelmektedir. Yapilan bir ¢aligmada, akut apandisit, lokalize yumusak doku apseleri vb.
durumlarda antioksidan defans mekanizmalarinin bozuldugu gosterilmistir. Apendiks
enflamasyonunda serbest oksijen radikallerinin rolintin gosterilmesinde apendiks ligasyonu
sonrasinda organizmanin savunma mekanizmalarinin rol tistlendigini, 6zellikle de katalaz ve
glutatyon peroksidaz aktivitelerinin artis1 gosterilmistir. Ayni ¢aligmada AA hastalarinda TOS
ve OSI nin yiiksek oldugu saptanmstir (97). Bu sonuglar ¢calismamizin sonuglariyla
uyumludur. Calismamizda cerrahi ve medikal hasta gruplarinda TOS seviyeleri ylksek
bulunmustur. TOS ve OSI’nin cerrahi hasta grubu ve medikal hasta gruplarinda yiiksek
¢ikmasi da bu hastalarin oksidatif strese maruz kaldiklarin1 gostermektedir. Bilindigi gibi
polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) ve makrofajlar fagositoz sirasinda bakterileri ortadan
kaldirmak ve nekrotize olmus dokular1 temizlemek igin serbest oksijen radikallerini
kullanirlar (38). Enflamatuvar strecte patogeneze dahil olmasi muhtemel oldugu igin biz
antioksidatif statlisuniin bu durumdan ne kadar ¢ok etkilendigini gérmek amaciyla TAS’1
arastirdik. Antioksidan savunmadaki degisiklikler defansif yanita bagli olarak artis veya
oksidanlar tarafindan nétralizasyona bagli olarak azalis seklinde olabilir. Eger rezervler
yeterli ise herhangi bir degisiklik olmayabilir. Calismamizda TAS diizeyleri bakimindan
hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gbzlemlenmedi.

Kronik enflamasyon ile giden hastaliklarda prolidaz enzim aktivitesinin

degerlendirildigi yapilan az sayida ¢alismada, enzim aktivitesi kollajen yikimina bagli olarak

yiiksek bulunmustur (98) (99) (100). Pek ¢ok organ ve doku sistemini etkileyebilen
enflamasyon durumlarinda, oksidatif parametreler gibi, yapisal bir eleman olarak kollajen
proteinin yapim ve yikim dongiisiiniin de etkilenmesi beklenebilir.

Calismamizda cerrahi ve medikal hasta gruplarinda prolidaz enziminin ve oksidatif
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stres parametrelerinin yiiksek ¢ikmasi doku hasarinin kollajen turnovermi etkileyecek kadar
blyuk oldugunu gostermektedir. Cerrahi ve medikal hasta gruplarinda kollajen
metabolizmasinin hizlanmasi bu hastalarda meydana gelen metabolik olaylarda kollajen
yapisinin bozulmasi ile iligkili yapisal bozuklugun meydana geldigini gostermektedir.
Enflamasyonun prolidaz enzim aktivitesinde degisiklik olusturduguna isaret eden ¢alismalar
dikkate alindiginda (101) (98) (102); cerrahi ve medikal hasta gruplarinda prolidaz artisinin
bir nedeni de artmis bu enflamatuvar durum olabilir.

Celik ve arkadaslar siroz hastalarinda serum prolidaz aktivitesini kontrol grubuna gore
anlaml1 olarak diislik bulmuslar ve bunun nedenini kollojen turnoverinin insan karacigerinde
sirozun gelisimiyle degistigi ve prolidaz aktivitesinin bu dejeneratif karaciger hastaliginda
kollojen metabolizmasi bozukluklarini yansitabilecegi seklinde yorumlamislardir (103).

Myara ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada ise serum prolidaz aktivitesinin
karaciger sirozunda arttig1 bildirilmistir. Bu durumu da metabolizmada artmis kollajen
sentezinden dolayi olabilecegini belirtmislerdir (89). Demirbag ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada, sol ventrikiil hipertrofisinden bagimsiz olarak hipertansiyonun kollajen
turnoverini arttirarak serum prolidaz aktivitesini arttirdigi tespit edilmistir (104).

Aslan ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada ise H.Pylori (+) olgularda, H.Pylori
(-) olgulara g6re serum TAS seviyelerinin belirgin disiik, TOS seviyelerinin, OSI degerlerinin
ve prolidaz aktivitesinin belirgin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Prolidaz aktivitesinin, TOS
deki artisla iligkili oldugunu gosterilmis ve bu H.Pylori (+) olgularda artmis oksidatif strese
bagli olusan gastrik mukozal enflamasyonun, hiicrelerde kollojen sentezini artirmasiyla ve
gastrik fibrozise neden olmasiyla iligkilendirilmistir (98).

Kaleli ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada da bronsiyal astimda prolidaz aktivitesinin
artmis oldugu, bunun respiratuvar bronsiyollerdeki submukozal hiicrelerde gelisen

enflamasyon ve fibrozise bagl oldugu tespit edilmistir (102).

Aksoy ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada diyabetiklerde serum prolidaz
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aktivitesinin oldukga diisiik oldugu saptanmistir. Bu durumu diyabetin vaskdler
komplikasyonlarina baglamislardir (105). Oono ve arkadaslar1 kronik yara iyilesmesinde
prolidaz enzim degerininin yaradan alinan sivi 6rneklerinde ve blister olusan hastaliklarda
blister i¢i siv1 6rneklerinde arttigini bildirmislerdir (100). Yildiz ve arkadaslar1 kronik
yaralarda uygulanan hiperbarik oksijen tedavisinde (HBO,) ise serum ve doku drneklerinde,
prolidaz enzim degerleri 6lgiildiigiinde tedavi sonrasinda, tedavi 6ncesine gore azalma
gOzlemistir (106). Chamson ve grubu prolidaz eksikliginde en 6nemli degisikligin kollojen
yikiminin hizla artmasi oldugunu saptamiglardir.

Fibrozis baz1 akciger hastaliklarinda ortaya ¢ikabildiginden plazma prolidaz
aktivitesinin de bazi akciger hastaliklar1 ile baglantili olmas1 muhtemeldir (107). KOAH
hastalarinda saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda belirgin diizeyde azalmis plazma
prolidaz aktivitesi gosterilmis bunun da azalmis kollojen déngusinin bir kanit1 olabilecegi
distnulmustur (108).

Serum prolidaz seviyeleri ve oksidatif stres parametreleri, idiopatik dilate
kardiyomiyopatili hastalarin teshisinde kullanilmis ve hastaligin ilerleyen donemlerinde
klinik kotiilestikge degerlerinde artis gézlenmistir (109). Prolidaz enzimi ile ilgili calismalar
son yillarda artarak devam etmektedir.

Calismamizda NTKA’l1 hastalarin klinik ciddiyeti, hastalarin tedavisinde
cerrahi ihtiyacin gerekliligi ile prolidaz aktivitesi ve oksidatif stres ile anlamli bir iligki
go6zlendi. Klinik olarak hizli ve dogru karar verilmesinde, NTKA’l1 olgularin
degerlendirilmesinde prolidaz enzim aktivitesi ve oksidatif stres testlerinden faydalanmak
mimkun olabilir. Bu konuda kesin yargiya varmak i¢in daha genis kapsamli ¢alismalara
ihtiyag vardir.

Calismamizda gruplar arasinda WBC, D-dimer, CRP, Albumin, CPK, LDH ile TAS,
TOS, O8I, prolidaz degerleri arasinda korelatif iligki olup olmadigini da Pearson korelasyon

testi kullanarak arastirdik.
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Cerrahi hasta grubunun D-dimer sonuglari ile prolidaz ve OSI degerleri arasinda pozitif
korelasyon godzlemlendi. Yine baska bir ¢alismada 6zellikle cerrahi gerektiren akut karin
agrili hastalarin tan1 ve ayirici tanisina yonelik D-dimer calisilmis ve bu biyokimyasal
parametrenin tanis1 konulmamigs akut karin agrili hastalarda cerrahi ihtiyacinin bir belirleyicisi

olabilecegi belirtilmistir (110). Bu sonuglar bizim ¢alismamizla uyumludur.

Calismamizda D-dimer diizeyleri ve CRP diizeyleri istatistiksel ag¢idan anlamli olarak
korele bulundu. Her iki parametre de akut faz reaktam olarak kullanilmaktadir. D-dimer
diizeyleri ve albumin diizeyleri istatistiksel acidan anlamli olarak negatif korele bulunmustur.

Bu durum da albuminin negatif akut faz reaktan1 olmasi ile agiklanabilir.

TOS duzeyleri ve CRP diizeyleri istatistiksel agidan anlamli olarak Kkorele
bulunmustur. Bu durum CRP’nin kuvvetli bir enfeksiyon gostergesi, akut faz reaktan
olmasina baglandi. TOS diizeyleri ve LDH diizeyleri istatistiksel acidan anlamli olarak korele
bulundu. Bilindigi {izere LDH enzimi ayn1 zamanda bir doku yikim gdstergesi olarak 6n plana
¢ikmaktadir. Oksidatif stresin artip doku hasarina yol agtig1 durumlarda LDH’in yiikselmesi
olagan karsilanmalidir. WBC dizeyleri ile CRP, CPK, LDH dizeyleri istatistiksel ag¢idan
anlaml1 olarak korele bulunmustur. Bu durum enfeksiyon ve doku hasarinin birlikte goriilmesi

ile iligkilendirilebilir.

Acile karin agrisi ile bagvuran hastalarin %10’luk kismina belirgin bir tanm
konulamamaktadir. Karin agrisinin sebebi tespit edilebilen gruptan ise ancak %10’u cerrahi
gerektirmektedir. Bu nedenlerden dolayr da NTKA’min acil tedavi gerektirip
gerektirmediginin ve hangilerinin cerrahi tedavi gerektirdigi konusunda laboratuvar

parametrelerinin bulunmasina ihtiyag¢ vardir.

Neden ne olursa olsun NTKA yaklasimda en ideal yontem; en kisa siirede, en uygun
tetkik ve en etkin maliyet ile dogru taniya ulagsmak ve uygun tedaviye baslamaktir. Karin
agris1 ile acil polikliniklerine gelen hastalarin %30-40’m1 yapilan tim tetkiklere ragmen
herhangi bir patolojinin saptanamadig1 ve gézlem sirasinda sikayetleri kendiliginden gerileyen
nonspesifik karin agrili hastalar olusturur (111) (112) (113). Weiner ve Lukens’in yaptiklar
calismalara gore ayirict tan1 yapilamayan nonspesifik karin agrisi sikayeti ile taburcu olan

hastalarin % 88’inde karin agris1 2-3 hafta icinde hafiflemekte ve gecmektedir (114) (115).
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Stirpriz olarak ¢alismamizda karsimiza ¢ikan, olusturdugumuz NSKA grubunun TOS,
OSI, prolidaz degerleri ile cerrahi ve medikal gruplar1 bu parametreler agisindan anlamli
farklilik bulunmus olmasina ragmen, NSKA grubu arasinda ile kontrol grubunun bu degerleri
arasinda istatistiksel acidan bir fark goézlemlenmemis olmasidir. Bu durum ile NTKA’l
hastalarin klinik degerlendirilmesinde TOS, OSI, prolidaz degerlerine bakarak NSKA hasta
grubunun bir kenara ayrilabilecegi ve gereksiz tetkik ve acilde kalis siiresinin

azaltilabilecegini diisiinmekteyiz.

Yapilan bir bagka ¢alismada semptom ve fizik muayene bulgularina gore tani ile kesin
tan1 uyumu %72 olarak bulunmustur. Egitim hastanelerinde NTKA ile basvuran hastalarin
baslangicta asistanlar tarafindan degerlendirildigi, bir 6n tam1 konuldugu, testlerin istendigi,
testlerin sonunda son tanmnin 1/3 oraninda degisebildigi belirtilmektedir (116) (117). Acil
servis bagvurusunda dogru tani konulan yashi hastalarda mortalite % 8 civarinda iken;

gecikmis veya hastaneye yattiktan sonra tani konulan hastalarda mortalite oram1 % 19

civarinda oldugu belirtilmistir (118) (119).

Calismamizda oksidatif stres ve kollajen yikiminda aktif rolii olan prolidaz enzim
aktivitesi cerrahi grupta ve medikal grupta olan hastalarda ylksek bulunmustur. Prolidaz
enzim aktivitesinin, Ozellikle cerrahi gruptaki hastalarda daha da belirgin olarak yukselmis
olmasi serum prolidaz aktivitesi 6lgimunin, dokulardaki kollajen doku hasarini tespit etmede
ve durumun aciliyeti hakkinda bilgi edinmek, hastalarin cerrahi tedavi ihtiyaglarini erken

belirlemek mortalite ve morbiditeyi azaltmak amaciyla kullanilmasint miimkiin kilabilir.
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6. SONUC

Kliniklere ¢ok sayida hasta karin agrisi ile bagvurmakta, bunlarin akut karin agrisi
olarak belirlenmesi ve acil cerrahi gerektiren karin agrisi olup olmadiginin ortaya konmasi,
ayirici tanilarinin yapilmasi ¢ok sayida laboratuvar ve goriintiileme yontemleri kullanilmasina

ragmen zor olmaktadir.

Akut karin agrisi ile acil servise basvuran hastalarin hizli bir sekilde degerlendirilip,
ayirici tanisiin yapilmasi bilyiik 6nem arz eder. Acil cerrahi ihtiyaci olanlarin belirlenmesi,
acil cerrahi ihtiyaci olmayanlarin ise takip siireleri acil hekimleri i¢in ¢esitli zorluklar
barindirir. Acil servislerde akut karn agrisinin tani ve ayirict tanisinda tek basina
kullanilabilecek biyokimyasal parametrelerin belirsizligi onemli klinik sorunlarin basinda
gelmektedir. Calismamiz ile literatiirde bildigimiz kadariyla ilk defa olarak NTKA’l
olgularda oksidatif parametreler ve prolidaz enzim dizeyleri birlikte ¢alisilmistir. Cerrahi
tedavi gereken grup, medikal tedavi gereken grup, NSKA hasta gruplarinda bu enzim
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli olarak farklilik bulundu. Bu ¢aligma ile acil serviste
NSKA ve cerrahi nedenli karin agrisinin ayiriminda serum oksidatif stres parametrelerinin ve
prolidaz enzim aktivitesinin belirleyici bir degeri olabilecegini saptandi. NSKA hasta grubu
ve Kontrol grubu arasinda ise TAS, TOS ve OSI ve prolidaz enzim diizeyleri agisindan fark
gozlemlenmemis, istatistiksel olarak anlam bulunmamistir. Cerrahi tedavi gerektiren grupta
TOS ve prolidaz degerleri en yiiksek, NSKA hastalarin TOS, OSI ve prolidaz degerlerinin
kontrol grubu ile ayni oldugu goézlemlenmistir. Bu arastirmada elde edilen veriler acil
poliklinik ve acil cerrahi hizmeti veren hekimlere daha saglikli hizmet vermek icin kaynak
olusturabilir. Hekimlere bu grup hastaya yaklasimda kaynak olusturabilir. Bu hasta gruplarina
tan1 koymak i¢in gecen zaman, hastalara gereksiz istenen tetkikler sonucu artan maliyet
diisiiriilebilir, hastalarin acilde kalma siireleri azaltilabilir. Hastalarin uygun tedaviyi en kisa
stirede almalar1 saglanabilir. Karin agrisi nedeniyle arastirilan hastalara tan1 asamasinda hangi
tetkiklerin istenecegi ve hangi sira ile istenecegi konusunda halen bir goriis birlikteligi yoktur.
Benzeri calismalarin sayilarimin artmasinin, basvuru kilavuzlarinin hazirlanmasina katkisi

olabilir. Bu konuda daha ileri ¢alismalara gereksinim vardir.
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