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ABSTRACT

Determination of Prolidase Activity and Comparison with Oxidative Stress Index in

Patients with Intervertebral Disc Hernia
Dr. Hale CAKIR
Medical Biochemistry Expertise Thesis

25% of amino acids found in the composition of Collagen which forms of 30% of the
body proteins and particularly a basic component component of the ekstraselliiler matrix are
prolin and hydroxyprolin. Since prolidase is the only enzyme breaking di-and tri-peptides
containing these two amino acids, it takes active role in the break-down of collagen and re-use
of proline in the collagen turn-over. Therefore, it is expected that prolidaz activity is directly
related to collagen break-down and re-synthesis (turnover). In IVD having condense collagen
structure degeneration which increases together with aging and collagen damage due to this, is
thought to be an important prediposan factor in lomber disc hernia. Beside that if there is an
increase in oxidative stress, degeneration and collagen damage will be more severe.

In this study, we aimed to find out collagen damage in patients with lomber disc hernia
which affects their life negatively, and additionally, to detect total oksidative-antioksidative
status and also to determine correlations, if there is any, between the present parameters.

75 patients and 70 healthy person having similar age were included to the study.
Prolidase enzyme activity with a photometric Chinard method manually and total oksidative
status (TOS) and total antioksidative status (TAS) with a full automatic colorometric method
(REL® Assay Diagnostics) were studied. Taking the ratio of TOS to TAS oksidative stres
index (OSI) were found. As a result, a significant increase in prolidase enzyme activity and
TOS, a decrease in TAS were detected in patients’ group compared to the controls. OSI values
were significantly high in patients’ group compared to the controls.

In the light of these findings, it is possible to conclude that the patients with
intervertebral disc hernia were exposed to seriuos oxidative damage and the collagen
metabolism were increased. According to this conclusion, we thought that giving antioxidant
vitamines or supplements may contribute to the treatment and the detection of prolidase
enzyme activity may give an idea about the severity of the disease.

Key Words: Intervertebral disc, prolidase, total oksidative status, total antioksidative status,

oksidative stres index



1. GIRIS ve AMAC

Bel fitig1; nukleus pulpozusun, annulus fibrozustaki yirtiklar yoluyla spinal kanala
dogru uzanim gostermesidir. Bu durum dejeneratif ve/veya travmatik olaylar sonucu
meydana gelebilir. Disk hernisi en sik lomber bolgede goriiliir ve bel agrisinin en sik
nedenlerinden biridir. Bel agrisi, is giicli kaybina yol acan hastaliklar arasinda ilk siralarda
yer almaktadir. Bel agris1 sikayeti ile saglik kuruluslarina bagvuran hastalarin ortalama %2-
5’inde disk hernisi saptanmistir. Geng-orta yas, erkek cinsiyet, ailesel yatkinlik, agirlik
kaldirma ve spinal travma yaygin olarak karsilasilan risk faktorleridir. Lomber disk hernileri
en sik 35-55 yas grubunda goriiliir. Yogun kollajen yapidan meydana gelen intervertebral
disk (IVD)’te yas ile birlikte giderek artan dejenerasyon ve buna bagli olarak gelisen kollajen
hasar1 lomber disk hernisi gelisiminde énemli bir predispozan faktor olarak goriilmektedir.
Ayrica bel fitigi olan olgularda, pek¢ok dejeneratif hastaligin etiyopatogenezinde rol oynayan
oksidatif stres artisinin olmasi, IVD’te dejenerasyon ve kollajen hasarim1 daha da
siddetlendirdigini diisiindiirmektedir.

Biz bu caligmada, insanlarin yasam kalitesini olumsuz etkileyen ve ciddi isgiicii
kaybina yol agan bel fiti§1 olgularinda kollajen hasarini, bu gilicli proteinin
metabolizmasindaki degisiklikler i¢in biyokimyasal gostergelerden biri olan prolidaz enzim
aktivitesini tayin ederek ve ayrica total oksidatif-antioksidatif durumu belirleyerek oksidatif
hasarin mevcut olup olmadigini ortaya koymayi, bunlarin yanisira mevcut parametreleri
birbirleriyle ve  saglikli  bireylerin  degerleriyle  karsilastirarak  disk  hernisi

etiyopatogenezindeki roliinii arastirmay1 amacladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. LOMBER DiSK HERNILERIi

2.1.1. Lomber Anatomi

Insan omurga iskeleti 7 servikal, 12 torakal, 5 lomber, 5 sakral ve 4 koksigeal olmak
tizere 33 omurdan olusmustur. Bu sistem, ligament, kas ve intervetebral diskler vasitasiyla bir
kolon seklini olusturur. Sakral ve koksigeal segmentler yetiskinde birbirleriyle kaynasarak,
sakrum ve koksiksi olusturur. Lomber vertebralar, vertebral kolonun hareketli olan en biiylik
segmentidir. Biiytikliigl, transvers foramen ve kostal fasetlerinin olmamasi nedeni ile diger
omurgalardan yapisal olarak ayrilir.

Kolumna vertebraliste, foramen vertebralelerin {ist {iste binmesiyle olusan kanala,
canalis vertebralis ad1 verilmektedir. insanda bu kanal icerisinde medulla spinalis, zarlar ve
spinal sinir kokleri yer alir. Ayrica ligamentum flavum, servikalden lumbosakral araliga kadar
sar1 elastiki bir bag olarak uzanir. Anterior longitudinal ligament, kraniumdan sakruma kadar
vertebra cisimleri On yiiziinde, posterior longitudinal ligament ise, vertebra cisimleri arkasinda

intervertebral foramenler boyunca devam eder ve disk ile daha siki iligkide bulunur.

&

L | 1 "". —
] -ﬂ.' ol

- A i
- ‘i 'I . :."I."|

Sekil 1. Omurganin anatomik yapisi



2.1.2. intervetebral Disk

Insan omurgasinda toplam 23 adet IVD bulunur. Vertebralar arasinda eklemlesmeyi
saglayan intervertebral diskler, kompleks fibrokartilajin6z bir dokudur. Bunlar vertebralarin
amortisorii olup, spinal kolona binen yiiklerin emilip dagitilmasina ve omurganin diizgiin
olarak hareket etmesine olanak verir.

Saglikli erigkin bir insanda intervertebral disk yliksekligi, vertebra korpus
yiiksekliginin %25’ini olusturur. Diskler iist torakal bolgede ince, lomber bolgede ise kalindir.
Intervertebral disk, en igte yar1 siv1 olan niikleus pulposus, ¢evresinde fibroz liflerle gevrili
annulus fibrozus ve annulusla ¢evrili niikleusu alt ve iistteki vertebra cisimlerinden ayiran iki
kikirdak ug plak (end-plate)’tan olusur. Annulus fibrozus adindan da anlasildig: gibi fibroz ve
fibrokartilajindz lamellerden olusan saglam bir yapidir. Dis lamel, vertebra cismi epifizine
yapisiktir. Bunlara Sharpey fibrilleri denir ve Tip-I kollajen igerirler. Alt tabaka fibrilleri ise
end plate kartilajina yapisir ve Tip-II kollajen igerirler.

Nukleus pulpozus, IVD hacminin %40’m1 olusturur ve daha cok diskin arka
boliimiinde lokalizedir. Tip-II kollajen igerir. Annulus fibrozustan daha jelatindz yapiya
sahipir. Jelatindz ve mukoid retikulum iginde protein, su ve mukopolisakkarit i¢eren elastiki
bir yapidir. Diskin i¢indeki bu elastiki gerginlik ve i¢ basing vertebralar arasini agik tutar ve
ayaktayken vucut agirligina karsi vertebralari birbirinden ayri tutar. Ayakta ¢ok durunca
bunlarin siskinligi azalir, aksama dogru insan boyu 1 cm kadar kisalmis olur. Vertebra {izerine
binen yiik, intervertebral disk matriksi tarafindan paylasilmaktadir.

Intervertebral ~diskin innervasyonu, sinovertebral sinir tarafindan saglanir.
Sinovertebral sinir ayrica annular fibrilleri, intervertebral diskin arka parcasini, durayr ve
posterior longitidunal ligamenti innnerve eder.

Intervertebral foramen; spinal sinirlerin ¢iktig1 kemik yapidir. Eliptik yapida olan

foramenin, lomber bolgede vertikal capt 12-19 mm arasindadir (1-3).
2.1.2.1. intervertebral Diskin Yapisi
2.1.2.1.1. Nukleus Pulpozus

Nukleus pulpozus biiyiik oranda notokord kaynaklidir. Cocuklarda erigkinlere gore
daha yumusak, daha akiskan ve oransal olarak daha biiyiiktiir. Histolojik olarak miksoid veya



kondroid bazofilik bir proteoglikan matriks ve bu matriks igerisinde gelisigiizel dagilmis ince
kollagen liflerden olusur. Kitlesinin % 80-90°mn1 su olusturur. Kuru agirhiinin % 65’ini

proteoglikanlar, % 20’sini kollajenler ve kalanin1 da elastin olusturur (4).

2.1.2.1.2. Annulus Fibrozus

Histolojik olarak, kollajen6z yapida fibroz doku ve kikirdaktan olusur. Hiicreleri,
kondrositlerden fibroblastlara kadar varan bir spektrum gosterir. Kitlesinin % 60-70’ini su
olusturur. Kuru agirhiginin % 60’1 kollajen, % 20’si proteoglikanlardan olusur. Minér
komponent olarak elastin igerir (1).

Normal kosullarda nukleusu hapseden annulus fibrozus ve kikirdak u¢ plaklari, bliyiik
yiiklenmeler karsisinda onun engelleyecek giictedir. Buna ragmen, biitiin disklerde potansiyel
olarak iki zayif nokta bulunur: 1) Kikirdak ug¢-plaklar1 2) Annulusun arka segmenti.
Annulusun posterior boliimii 6n boliimiine gore daha incedir ve kemiklere daha zayif yapisir.

Iste disk bu iki yerden fitiklagir. Nukleusun &n ve yanlardan fitiklasmas1 ¢ok nadirdir (5, 6).
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Sekil 2. Intervertebral diskin yapisi ve gevresel anatomik yapilarla iliskisi



2.1.2.2. intervertebral Diskin Hiicreleri

Intervertebral disk, hiicreden fakir bir dokudur. Hiicreler hacminin % 1-5 kadarini
isgal eder. Hiicre sayis1 kikirdak ug¢ plaktan nukleusa dogru hizla azalir. Ug¢ plak hiicreleri
tipik kondrositlerdir. Annulusun dis tabakasindaki hiicreler igsi fibroblast iken ig
tabakasindaki hiicreler yuvarlak kondrosittir (7-10). Annulus hiicrelerinin ¢ogu Tip I ve Tip II
kollajen yaparken, nukleus hiicreleri yalnizca Tip II kollajen sentez eder (11). Diskin
kondrositik hiicreleri morfolojik olarak eklem kikirdagi kondrositlerine benzer (12). Scanning
elektron mikroskobunda disk hiicrelerinin ¢ok sayida sitoplazmik c¢ikint1 ig¢rerdigi ortaya
konmustur. Islevi heniiz bilinmeyen bu proseslerin diskin mekanik direncine katkisi
olabilecegi one siiriilmektedir (13).

Normalde disk dokusunun % 80’ini olusturan su, disk komponentleri arasinda
heterojen bir dagilim gosterir. Suyun disk i¢inde ve disk disinda igeri ve disar1 dogru olan
hareketleri hiicreler igin gerekli olan metabolitlerin taginmasini ve katabolik iiriinlerin disk
disina atilmasini saglar. Negatif yiikler kalsiyum ve sodyum gibi pozitif yiiklii iyonlar
cekerek dokunun ozmotik basincini artirir ve diske su girisini saglar.

Intervertebral diskin hiicre dis1 yapisal makromolekiillerini kollajenler, proteoglikanlar
ve kollajen olmayan proteinler olusturur. Hiicre dis1 matriks, hiicrelere olan uzakliklarina gore
periselliiler, teritorial ve interteritorial bolgelere ayrilmistir. Teritorial ve interteritorial
bolgeler kondrositleri ¢evreleyen ve yakin olan bolgelerdir. Bunlar hiicrenin metabolik
gereksinimlerini karsilar ve hiicre zarin1 matriks proteinlerine baglayarak hiicrelerin mekanik
yiiklenmelerden zarar gérmelerini Onlerler. Periselliiler matrikste kollajen olmayan proteinler
ve proteoglikanlar bulunur. Teritorial matriks periselliller matriksi sarar ve igerdigi ince
kollajen lifleriyle hiicrelerin ¢evrelerinde koruyucu bir mekanik kafes meydana getirir.
Interteritorial matriks ise hiicre dis1 yapinin biiyiik boliimiinii olusturur ve yogun olarak
icerdigi kollajen lifleriyle diskin bilinen mekanik 6zelliklerinin ¢ogunu iistlenir. Kollajen

liflerin tipleri, yogunluklari ve dizilimleri bolgesel farkliliklar gosterir (14).

2.1.2.3. intervertebral Diskin Kollajenleri

Normal erigkinlerde IVD’lerdeki kollajenlerin %80 kadar: fibriller kollajen Tip I ve
Il’dir. Annulus ve nukleusun kollajen igerikleri biraz farklidir. Nukleus pulpozus annuler
dokuya gore daha kikirdaksidir. Nukleusta hiicreler baslica Tip II kollajen ve daha az
oranlarda; Tip VI (%15-20), Tip IX (%1-2) ve TipXI (% 3) kollajen sentez eder (4, 11, 12).



Annulus firozusta ise baslica Tip I ve Tip II kollajen ve daha az oranlarda Tip Il ve V
(% 3), Tip VI (% 10) ve Tip IX (% 1-2) kollajen bulunur (15-17). Eklem kikirdagina
benzerlik gosteren kikirdak ug¢ plaklarinda, temelde Tip II ve az miktarda Tip IX kollajen
bulunur. Tip I ve Tip V kollajenler diskin fibroblast hiicreleri tarafindan iiretilirken, Tip II
kollajen genellikle kondrositler tarafindan sentez edilir. Bu nedenle Tip I kollajen annulus dis
bolgesinde, Tip II kollajen ise gecis zonu, nukleus ve kikirdak ug¢ tablasinda bulunur.
Yaglanma ve dejenerasyon sonucu disk kollajenlerinin nitelik, nicelik ve yerlesim yerlerinde

onemli degisiklikler goriiliir.

2.1.2.4. Intervertebral Diskin Proteoglikanlari

Eski yillarda mukopolisakkarit olarak adlandirilan proteoglikanlar, bir protein
cekirdek ve ona baglanan polisakkarid zincirlerinden olusur. Annulus fibrozus ve nukleus
pulpozusta 5 farkli proteoglikan bulunur. Bunlarin baslicalari, kondroitin siilfat, keratan
stilfat, hyaluronik asit ve dermatan siilfattir. Diskte yogun olarak ilk ikisi bulunur (18-20).
Intervertebral diskte daha az oranlarda bulunan ve agrege olmayan kiiciik proteoglikanlar;
dekorin biglikan, fibromodulin ve lumikandir (21-25). Kikirdak ug tablasinin proteoglikanlari,
eklem kikirdagiin 6zelliklerine sahiptir. Bunlar diske girip ¢ikan ¢ozeltileri regiile eder ve
ozmotik olarak aktif durumda bulunan disk proteoglikanlarinin diskten kagmasini engellerler
(26). Disk dejenerasyonuna yol acan siirecler diskte metabolik degisikliklere neden olur. Bu
arada yikima ugrayan proteoglikanlarin bazi komponentleri kana geger. Serum keratan siilfat

diizeyi Ol¢limiiniin disk dejenerasyonunun bir gostergesi olabilecegi 6ne siiriilmistiir (27).

2.1.3. intervertebral Disk Dejenerasyonu

Intervertebral disk yaslandik¢a dejenerasyona ugrar. Klinisyenler anatomik degisiklik
olan yaslanma ile, ayn1 degisikliklerin klinik semptomlar ile birlikte goriildiigli dejenerasyonu
ayirt etmelidirler. Intervertebral disk dejenerasyonu (IVDD) eriskinlerde bel agrist
durumunda, radyolojik olarak gosterilebilse de, bel agrisi ile dejeneratif degisiklikler arasinda
nedensel bir iligki kurulamamaktadir. IVDD’nun ortak radyolojik ozellikleri, bel agrisi
olmayan bir kiside de gosterilebilmektedir. Yaslanma siiresi icerisindeki dejenerasyonun
anatomik degisiklikleri ile patolojik olarak degerlendirilen degisiklikler arasinda fark yoktur.
Biiyiik olasilikla yaslanma ve dejenerasyon ayni patolojik gelisim olup, dejenerasyonda

olusan baz1 fiziksel 6zellikler klinik semptomlara neden olabilmektedir.



Disk hiicreleri ve matriksinin yapisal biitiinliigii, intervertebral diskten beklenen
biyomekanik islevlerin yerine getirilmesi agisindan onem tasir. Bu biitlinliikk farkli matriks
komponentlerinin niteliksel ve niceliksel siirekliligine baglidir (28-31). Biiyiime faktorleri,
interlokinler gibi ¢oOziinebilir mediatorler matriksin  kompozisyonu, mekanik ytikler,
hidrostatik basing degisiklikleri ve elektriksel yiikler disk ortamindaki hiicrelerin metabolik
aktivitelerini etkiler. Yapim ve yikim aktiviteleri arasindaki denge bozuldugunda matriksin
biyomekanik o6zellikleri degisir ve bu da diskin yiiklere karsi direncini bozarak disk
dejenerasyonuna yol agar (32-36).

Genel olarak disk hernilerinin, yliklenme sirasinda intraniikleer basincin, annulus
fibrozus direncini asacak kadar artmasina bagli oldugu disiiniilir. Ancak disk
dejenerasyonunun disk herniasyonunun 6n kosulu oldugu kabul edilir (4). Calismalar,
fitiklasmis disklerde degradatif enzimlerin fazla veya anormal yapida olduklarini, annulus
fbrozusu zayiflatarak posterior veya posterolateral prolapsusa hazirladiklarini gostermektedir.
Kadavralar iizerinde yapilan ¢alismalarda, aksiyal yiiklenmenin posterior disk prolapsusu
olusturmak i¢in yeterli olmadigi, aksiyal yiiklenme ile annulusun yirtilmasindan ¢ok kikirdak
ug tablalarinin bombeleserek kirildigi, disk materyalinin vertebra korpuslarina herniye oldugu
gosterilmistir (37,38).Yalnizca diskin hafifge dejenere oldugu durumlarda hiperfleksiyon

strasinda posterior disk prolapsusu olusturulabilmektedir (39).

2.1.3.1. intervertebral Diskin Biyomekanigi

Disk, viskoelastik bir yapiya sahiptir. Viskoelastisite, hiicreler arast matriksin sivi
aligverisine ve yapisal makromolekiillerin varligina baglidir (40, 41).

Diske disaridan bir yiik uygulandiginda matriks makromolekiillerinde bir deformasyon
ve interstisyel s1v1 kagisi olur. Bu olay proteoglikan yogunlugunu ve osmotik basinci artirarak
disardan gelen yiikiin dengelenmesini saglar. Yik uygulandiginda bir baslangi¢c deformitesi
olusur ve daha sonra doku semptomatik olmayan sinira kadar yavagca deforme olmaya devam
eder. Yiiklenme kalkinca disk dokularinda 6nce erken bir diizelme goriiliir ve ardindan disk
yavas yavas baslangictaki halini alir. Saglikli bir diskte deformasyon ve diizelme hizlari
birbirine esittir. Elektron mikroskobu ile disk hiicrelerinde saptanan sitoplazmik uzantilarin
mekanik zorlanmalar1 karsilamada yardime1 olabilecegi one siiriilmektedir (13, 22). Dejenere
diskte proteoglikan kaybi vardir. Bu durumda yiik altinda sivi kagisinin ve dolayli olarak
deformasyon oraninin daha biiyiik boyutlarda olmasi dogaldir (41, 42).



2.1.3.2. Diskin Beslenmesi

Normal erigkinde diskin yapisinda kan damarlari, sinir uglart ve lenfatik damarlar
bulunmaz. Diskin beslenmesi kikirdak u¢ plaklar1 ve disk ¢evresindeki dokularin araciligr ile
diffiizyon yolu ile olur. Ilag ve antibiyotiklerin diske girisi de sahip olduklar yiikler sayesinde
benzer yolu izler (43-47). Kan damarlarinin yoklugu nedeniyle oksijen yogunlugu diisiiktiir ve
disk hiicreleri temel olarak anaerobik metabolizma gosterirler. Biiylik matriks kitlesi
icerisinde goreceli olarak ¢ok az sayida ve daginik olan hiicrelere ulasmak zorunda bulunan
sivilar ve igerdikleri maddeler matriksi gegcmek zorundadir. Matriks maddelerin boyutlarina,
yiiklerine ve molekiiler konfiglirasyonlarina gore gecisleri kisitlar. Sinir uglar disk ¢evresinde
ve ancak anulus fibrozusun en dis tabakalarinda bulundugundan sinirsel uyarilarin diskin
i¢lerine ulagsmasi beklenmez (37, 44).

Mononiikleer hiicreler ve immunoglobulinler de biiyiilk boyutlar1 nedeni ile diske
giremediginden normal diskte hiicresel ve hiimoral immun yanitlar da olusamaz (48,49).

Disk hiicrelerinde yagla baglantili hizl1 bir apoptozis goriiliir. Bu hiicrelerin sentez
kapasiteleri oldukga siirlidir. Disk hiicrelerinin degisik etkenlerin olusturdugu bozulmalarin
hepsini karsilayacak giicte olmadigi goriilmektedir. Bu ylizden yaslanan diskin dejenere
olmasi kag¢milmazdir. Buna ragmen disk hiicreleri c¢evreden gelen uyarilara g¢esitli
makromolekiillerin yapim veya yikimi ile yanit verirler. Bu uyarilar fiziksel yiiklenme ve
hidrostatik basing gibi mekanik uyarilar seklinde olabildigi gibi, matriks kompozisyonundaki
degisiklikler, biiyiime faktorleri, enzimler ve interlokinler gibi mediatorler de disk hiicrelerini

sentez ya da degradasyon yoniinde harekete gecirebilirler (7, 9).

2.1.3.3. intervertebral Diskte Enzimatik Aktivite

Disk metabolizmasi ile ilgili proteinazlar arasinda metalloproteinazlar 6ne ¢ikmis
durumdadir. Etkin olabilmeleri i¢in kalsiyum ve ¢inko iyonlarina ihtiyag duymalar1 nedeniyle
bu adla anilan {i¢ farkli metalloproteinaz bulunmaktadir:

1.Kollajenaz (matriks metalloproteinaz-1; MMP-1)

2.Gelatinaz (matriks metalloproteinaz-2 ; MMP-2)

3.Stromelizin (matriks metalloproteinaz-3; MMP-3)

Metalloproteinazlar inaktif proenzim formunda hiicre dis1 matrkse salinmakta, orada
aktive olmakta ve matrikste bulunan kollajen ve proteoglikanlar1 degrade etmektedir. MMP-1

temel olarak Tip II ve X kollajenleri, MMP-2 Tip IV ve V kollajenleri, MMP-3 ise daha genis



bir etki alanina sahip olup biiylik matriks proteoglikanlarinin ¢ekirdek proteinini, Tip V ve IX
kollajenleri degrade etmektedir. Aktive olmus enzimler diskin kondrositik hiicrelerinden
salinan doku metalloproteinaz inhibitérii, sitokinler (Interlokin-1) ve bilyiime faktdrleri gibi
spesifik inhibitdrlerle kontrol edilir.

Omurganin degisik bolgelerine ait dejenere veya herniye olmus disk dokularinda
immiinohistokimyasal, hiicre kiiltlirii veya doku ekstrelerinin biyokimyasal analizi gibi farkli
yontemlerle yapilan ¢alismalarin hepsinde, MMP-1 ve MMP-3 diizeyleri kontrollere gore
anlamli oranda yiiksek bulunmustur. Sonuglar, disk dejeneresansinin MMP’lar ile bunlarin

inhibitorleri arasindaki denge bozukluguna bagli olabilecegini telkin etmektedir (4, 50, 51).

2.1.3.4. intervertebral Diskte Sitokinler

2.1.3.4.1. Kikirdak Metabolizmasinda Rol Oynayan Belli Bash Sitokinler

Kikirdak metabolizmasinda rol oynayan belli basli sitokinler; trombosit kaynakli
bliylime faktorii (PDGF), fibroblast bliyiime faktorii (FGF), transforme edici biiyiime faktori
(TGF), insiilin benzeri biiyiime faktori-1 (IGF-1), interlokinler (IL-1, IL-6) ve tiimor nekrozis
faktor (TNF)’diir. Fibroblast biiyiime faktorii (FGF), kondrositlerde DNA sentezini uyarir ve
doku onarmmini hizlandirir. TGF lokal olarak proteoglikan sentezini artirir fakat Tip II
kollajen sentezini azaltir. Ayrica MMP-3’lin degradatif giiclinii ortadan kaldiran doku
metalloproteinaz inhibitérii (TMPI)’niin olusumunu stimiile eder. IGF-1 DNA sentezini
artirarak hiicre ¢cogalmasini ve matriks yapimini uyarir. IL-1 ve IL-6 MMP yapimini artirarak
matriks yikimini hizlandirir.

Sitokinlere, intervertebral diskte ancak son yillarda ilgi duyulmaya baglanmistir.
Sitokinlerin, disk dejenerasyonunun patogenezindeki roliinii arastiran birka¢ c¢alisma
mevcuttur. Nagano ve arkadaslar (28, 29) 33 sicanda yaptiklar1 deneysel disk dejenerasyonu
aragtirmasinda; annulusun normalde ig bi¢iminde olan hiicrelerinin yuvarlak kondrositik
hiicrelere degistigini ve kondrositik hiicre proliferasyonunun normal annuler hiicreleri agtigini
ortaya koymustur. insan sevikal ve lomber disk hernilerinden hazirlanan hiicre kiiltiirleri ile
yapilan iki ¢alismada; kiiltiir ortaminda MMP-1, nitrik oksit (NO), prostoglandin E2 ve IL-6
aktiviteleri yiiksek bulunmustur. Ortamda IL-1 ve TNF reseptor antagonisti proteine
rastlanmistir. Spontan olarak artig gosteren maddelerin disk dejenerasyonunun biyokimyasi ve

radikiilopatinin fizyopatolojisi ile siki iligkisi olabilecegi One siirtilmiistiir. Bir deneysel



calismada annulus fibrozus hiicrelerinin, IL-1’e yanit olarak, degradatif ve inflamatuar madde
liretme kapasitesini arastirmak iizere tavsan annulus fibrozus hiicreleri IL-1 ile kiiltiir
ortaminda karsilastirilmistir. Bu sitokinin annulus hiicrelerinin proteoglikan sentezini
azalttig1, prostoglandin E2 yapimini artirarak hiicrelerde Tip II fosfolipaz A2 salgisina neden
oldugu ortaya konmus ve annulus fibrozus hiicrelerinin IL-1 tarafindan lokal degradatif ve
inflamatuar siireclere katkida bulunan faktorler iiretmek iizere uyarilabildikleri sonucuna

varilmistir (31).

2.1.3.5. Dejenere Intervertebral Diskte Ekstraselliiler Matriks

Antoniou ve arkadaslari, insan intervertebral diskinde, in sifu olarak, matriksin
olusmasina ve turnover’ina yeni bakis agilar1 getirmistir. Geng disk, gelisim sirasinda aktif
matriks yapimi ve Tip II kollajen denatiirasyonu gosterir. Yaslanma ve olgunlagsma, azalmis
matriks sentezi ve azalmis Tip II kollajen denatiirasyonu ile karakterizedir. Dejeneratif
evrelerde azalmis agregan ve Tip II prokollajen yapimi, artmis Tip II kollajen denatiirasyonu
ve Tip I kollajen sentezi goriiliir. Bu calisma; yaslanma ve hastalikla bir arada goriilen
biyokimyasal sentetik ve dejeneratif degisikliklerin anlasilmasini  6nemli Olcilide
kolaylastirmistir (52).

Olczyk, insan intervertebral diskinde yasa bagli proteoglikan degisikliklerini ve
fittkklagmis intervertebral disklerdeki makromolekiiler degisiklikleri incelemistir. Yazarin
bulgularina gore; insanlarda yaslanma siirecinde anulus fibrozus ve nukleus pulpozusun
glikozaminoglikan (GAG) igeriginde ilerleyici bir azalma goriilmiistiir. GAG/kollajen orani
onemli derecede diismiistiir. Disk matriksinin ana bilesenlerinden olan keratan siilfat ve
kondroitin siilfat miktarlarinda yaslanmaya paralel bir azalma goriilmiistiir. Normal ve prolabe
olmus disklerin GAG igeriginde anlamli kantitatif fark bulunmustur. Prolabe olmus nukleus
pulpozusun GAG igerigi ayni yastaki normal nukleusa gore diisiik, kollajen icerigi ise iki kat

fazla bulunmustur (53).

2.1.3.6. intervertebral Diskin immiinolojisi

Intervertebral disk, kan dolasimindan yoksun oldugu i¢in immiin sistem tarafindan
taninmaz. Bu nedenle normal diskte inflamatuar hiicreler ve antijen antikor kompleksi
bulunmaz. Fakat, fitiklagsmis disk dokularinda antijen antikor kompleksleri bulunur. Ancak

disk ortamini terk eden dokular viicudun immiin sistemi ile karsilaginca yabanci olarak tanir
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ve savunma mekanizmalarinin istilasina ugrar. Ekstriide olan disk dokularinin kenar
bolgelerini infiltre eden mononiikleer hiicreler ortama yangisal mediatorler saliverir,

neovaskiilarizasyona yol acar ve kronik inflamasyonu kalic1 kilar (48, 49).

2.1.3.7. intervertebral Disk Dejenerasyonu ve Genetik

Disk dejenerasyonu ile kesin ilgisi bulunan genetik bir komponentin varlig
bilinmemektedir. Son yillarda insan agregan geni bdlgesinde bir polimorfizm belirlenmistir.
Kawaguchi ve arkadaslar1 (54)’nin yapmis olduklar1 ¢ok yeni bir ¢caligmada, agregan geninin
yapisinda belirli bir degisiklik (polimorfizm) bulunan kisilerde omurganin birden fazla

diizeyde ve siddetli disk dejeneresyonu goriildiigiinii bildirmektedir.

2.1.4.Intervertebral Disk Fizyolojisi

[k 2 yasa kadar nukleus pulpozus translusentdir. Ikinci dekattan itibaren i¢ annulus ve
nukleusda fibroz doku artis1 olurken, hem yiikseklik hem proteoglikan kaybi olur. Ugiincii
dekatta nukleer fragmantasyon ve fibrozis goriiliir. Dordiincii dekatta ise progressif
miksomatdz dejenerasyon, sisme ve fisslir formasyonu olusur. Sonucta nukleus pulpozus

disorganize, dehidrate, ¢evresel ve radial yirtiklarla birlikte fragmente olabilir (55-58).
Radyografik incelemelerde dejeneratif disk degisiklikleri 4 evrede incelenir:

Evre 1: Normal disk

Evre 2: Minimal sklerozis ile birlikte disk araliginda daralma veya osteofit formasyonu
Evre 3: Orta derecede skleroz

Evre 4: Ciddi skleroz ile birlikte disk araliginda daralma veya osteofit olusumu

Annulus fibrozus, fibréz doku lamellerinden olusur. Fibroz bantlar zit yonlere 30
derece ac1 yapacak sekilde oryante olmuslardir. Annulus fibrozusun i¢ bandlar1 kartilajindz
plaga, marjinal bolge ise vertebra korpusunun epifiz halkasina ve vertebra korpusunun kemik
yapisina tutunur. Kemik yapiya tutunan fibroz bandlar kartilajindz plaga tutunan bandlardan
daha kuvvetlidir. Annulus fibrozus ventralde ve lateralde, dorsaldekilere gore daha giiclii ve
dayaniklidir. Posteriorda annulus fibrozusun zayif olmasi disk herniasyonu gelisiminde
onemli bir etkendir. Nukleusu c¢evreleyen yakin retikiiler bandlar mukoid maddeden olusur.

Su igerigi zamanla azalir. Nukleus pulpozusda bulunan su serbest degildir. Yogun
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hidroskopik o&zellikleri ile makromolekiillere geri doniisiimlii baglanirlar. Basinca bagl
olarak siv1 hareketi gozlenir. S1v1 yar1 gecirgen bir membrandan diskin i¢ine ve digina hareket
eder. Kiiciik molekiillii yapilar 6rnegin atik maddeler ve besinler de bu yolla disk i¢ine veya
disina hareket edebilmektedirler. Disk igerisindeki sivi miktarimin basinca bagli degisikligi

disk aralig1 fizyolojisinde hidrostatik basincin etkili oldugunu gostermektedir.

2.1.4.1. Disk Deformasyonu

Annulus fibrozusun digar1 tasmasi bitisik vertebral korpus lizerindeki periostun
kemikten ayrilmasina neden olur. Subperiostal kemik olusumu (osteofit) gorilir. IVD
herniasyonu dorsal tarafa dogru olurken osteofitik spurlar genellikle anterior ve lateralde

olusur.

2.1.4.2. Disk Dejenerasyonunun Patofizyolojisi

Spondiloz, dejeneratif disk hastalifina bagli vertebral osteofitozis olarak
tanimlanmistir (59). Otopsi serilerinde IVDD erkeklerde 2. dekatta goriilmeye baslarken,
kadinlarda 3. dekatta olusmaya baslar. 50 yasta % 97 oraninda IVDD goriiliir. En sik L3-4 ve
L4-5 disklerinde dejenerasyon saptanmistir. IVD’de olusan dejeneratif degisiklikler dort

olusumdan birini veya kombinasyonunu igerir:
1) Disk mesafesinde azalma

2) Disk end plate’inde diizensizlik

3) Disk mesafesinde sklerozis

4) Osteofit formasyonu

2.1.4.3. intradiskal Hidrostatik ve Onkotik Basin¢

Intradiskal basmcin kalic1 yiikselmesi disk yiiksekliginde azalmaya neden olur.

Sonugta annulus fibrozusta distorsiyon ve gerilme ile dejenerasyonun hiz artar.

IVD’in siv1 igerigi ve vaskiilarizasyonu zamanla azalmaktadir. Bunlar ve diger

faktorler diskin dejenerasyonunda O6nemli rol oynar. Dejenerasyonla birlikte kartilajendz
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plakda fissiirler olusur. Sonugta internal herniasyonlar (Schmorl's nodiilii) olusur (60). IVD
icerisinde gaz birikir, buna vakum fenomeni denir. Yaygin IVD dejenerasyonu sonucu

omurga instabilitesi gelisir.

2.1.5. Lomber Intervertebral Disk Dejenerasyonu Klinigi

2.1.5.1. Disk Herniasyonu

Disk hernisi, nukleus pulpozusun annulus fibrozusdaki yirtiklar yoluyla disari
kagmasidir. IVD ~ 18 yasma kadar arteryel kanla beslenir. 20-30 yas arasinda niikleus
pulpozusun tiimii, annulus fibrozusun ¢ogunun vaskiiler beslenmesi oblitere olur. Bu yastan
sonra disk ¢evreden difiizyonla beslenir. Nukleus pulpozusun su igerigi azalir ve diskin dogal
elastikiyeti bozulur. Boylece kuvvetleri nonlineer ve asimetrik bigimde iletir. Annulusun
zamanla frajil hale gelmesi ve nukleusun su kaybederek fragmanlar halinde pargalanmasi
herniasyonu kolaylastirir. Bu nedenle lomber IVD’de yasla birlikte artan siklikta annulus
fibrozus yirtiklarinin olugsmasi ve 35-55 yas grubunda IVD’e en fazla yliklenmenin olmasi, bu
yas grubunda yiiksek oranda bel fitig1 goriilmesini agiklar. Dejenerasyon gelisimi disk

olusumuna direkt neden olmasa da, giiclii bir predispozan faktordiir.

Sekil 3. Herniye olmus disk

2.1.5.2. instabilite

Panjabi, dejenerasyon ile omurga instabilitesi arasindaki iligkiyi in vitro ¢alismistir.
Yaptig1 ¢alismada, dejenerasyonun omurga instabilitesine neden olabilecegini gostermistir.

IVDD ile birlikte olan instabilite "mekanik instabilite" olarak adlandirilir. Tani hastanin
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verdigi agri anamnezi ile mimkiindiir. Aktivite ile siddetlenen, istirahat ile azalan agri
karakteristiktir. Nororadyolojik olarak dinamik diiz grafilerde hareket segmentinin
saptanmasi, Manyetik Rezonans Goriintiillemede (MRI) dejenere (siyah) disk goriilmesi tani

i¢in 6nemlidir (61-65).

Hareketli ve hareketsiz bolgeler arasindaki gecis bolgesi hareket esnasinda daha fazla
strese maruz kalir. Boylece insanlarda alt servikal ve lomber intervertebral disklerde daha sik

dejeneratif degisiklikler goriiliir.

Lomber dejeneratif disk hastalifinda ilk semptom olarak bel agris1 vardir. Annulusun
kabarmasi1 posteriorda yerlesen sinovertebral duyu sinirlerine bas1 yaparak agriya neden olur.

Sinir kokiindeki inflamasyon, semptomlar artirir.

2.1.5.3. Disk Hernilerinin Siniflandirilmasi

1.Bulging (tasmus) disk: Komsu vertebral disk kenarlarini asan hafif konveks

goriintiidiir. Annulus fibrozus ve periferde yerlesen Sharpey lifleri intakttir.

2.Protriize disk: Annulus fibrozusdaki defektten diskin posterior herniasyonudur.

Periferdeki Sharpey lifleri veya posterior annulus lifleri intakttir.

3.Ekstriide (patlamis) disk: Annulus fibrozusdaki defektten diskin posterior

herniasyonudur. Periferdeki Sharpey lifleri veya posterior annulus lifleri dejenere olmustur.

4.Sekestre (serbest fragman) disk: Annulus fibrozusdaki defektten niikleus
pulpozusun ekstriide olmasi ve ekstriide fragman ile herniye olmamis disk arasinda iligkinin

olmamasidir.

Dejenerasyonun ilerlemesi ile nukleus pulpozusda fibrozis olusur, disk mesafesi
daralir, omurga hareketleri azalir, annulusa kuvvetlerin dagilimi tamamen kaybolur. Bu

nedenle disk herniasyonu yaslilarda (60 yas sonrasi) ¢ok nadirdir.

2.1.6. Etyoloji — Insidans

Lomber disk hernisi, bel agrisinin en sik sebeplerinden biri olup, is giicii kaybina yol
acan hastaliklarin ilk siralarinda yer alir. Ayrica 45 yasindan geng insanlarin hastalik nedeni

ile calisamadig1 giinlerin % 15’inden bel agris1 sorumludur. Bel agrisinin toplumda goériilme
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insidanst % 5 iken insanlarin % 80’i yasamlarinin herhangi bir kisminda bel agrisindan
yakimirlar (66-69). Teknolojinin ilerlemesine paralel olarak insanlarin aktivitelerinin
azalmasi, bel agrili hastalarin insidansinda artisin en onemli nedenlerindendir. Cok sik
goriilmesine ragmen etiyolojik tani sadece % 15 hastaya konulabilir. Hastalarin % 90°nda
hicbir tedavi yapilmaksizin bir ay igerisinde agri sikayeti gectigi ya da azaldigi i¢in bir ¢ok

hasta hekime basvurmaz.

Bel agrili hastalarin tiim yasamlar1 boyunca disk herniasyonu olma riski % 2-5’tir. Bel
agrisina radikiilopati eslik etmesi ise % 1’dir (70). Bununla birlikte cerrahi tedavi yapilsin ya
da yapilmasin hastalarin % 80’inde radikiiler agr1 geriler. Agr1 nedeni ile gergek cerrahi aday1

hasta grubu % 2 ile sinirlidir.

Geng-orta yas, erkek cinsiyet, ailesel yatkinlik, ¢cevresel faktorler ve gecirilmis travma
sik karsilasilan risk faktorleridir. Yasla birlikte bel agrisi sikliginda belirgin artis goriilmekle
birlikte disk hernisi insidansi azalmaktadir (71). Bu durum annulustaki sivi kaybi ve fibrozise
baglanmaktadir. Yapilan genis bir ¢alismada kadin erkek orani 1.6 iken, baska bir ¢alismada

ise esit bulunmustur (72).

2.1.7. Semptom ve Norolojik Muayene

2.1.7.1. Semptomlar

1-Bel ve bacak agrisi: Uzun siire herhangi bir pozisyonda (oturur, ayakta durur veya
yatar) kalmak agriy1 artirir, sik pozisyon degisikliklerini gerektirir. Oksiirme, hapsirma veya

ikinma ile agr siddetlenir. Diz ve kalcayi fleksiyona getirmekle agr1 azalir.
2-Alt ekstremitede motor, duyu ve/veya refleks degisiklikleri

3-Norojenik kladikasyon: Yiiriime ile tek veya iki tarafli kalca, uyluk veya bacakta
agri1, karincalanma ve uyusmanin artmasi, bazen kuvvet kaybi, oturma, ¢gdmelme veya yatma
ile semptomlarin hafiflemesi seklinde belirti verir. Siklikla lomber stenozu olan hastalarda
goriiliir ve siklikla 5. dekattan sonra baglar. Norojenik kladikasyonun, egzersiz nedeniyle
artmis metabolik gereksinim ile birlikte sinir kokiinilin etrafin1 saran yapilarin basincina bagh
olarak kanlanmasinin bozulmasi sonucunda lumbosakral sinir koklerinin iskemisinden

kaynaklandig: diistiniliir.
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4-Uriner sistem semptomlar1: Azalmis mesane duyusu en erken bulgu olup; daha
sonra iriner sikisma ve irritatif belirtileri gérmek miimkiindiir. Radikiilopatide daha az

enurezis ve damlama inkontinansi tarif edilir.

a-Retansiyon semptomlar;; mesaneyi tam bosaltamama (motor defisit semptomu),

mesanede gerginlik (duyu defisit semptomu)
b-Irritatif semptomlar; giindiiz ve/veya gece sik idrara ¢tkma, urge inkontinansi
c-Obstiiktif semptomlar; zayif akma, duraksama, miksiyon sonras1t damlama
5-Kauda ekuina sendromu:

a-Sfinkter bozuklugu; en sabit bulgu % 90 oraninda goriilen iiriner retansiyondur.

Ayrica iiriner ve/veya fekal inkontinans, anal sfinkter tonusunda % 60-80 azalma goriiliir.

b-Eyer seklinde anestezi; en sik duyu defisiti, kalga iistiinde, posterior-superior
uyluklarda ve perineal bolgede goriiliir. Total perineal anestezili hastalar, kalici mesane

paralizisine sahip olma egilimi gosterirler.

c-Onemli motor kuvvetsizlik; genellikle birden fazla sinir kokiinii tutar ve cogunlukla

iki taraflidir.
d-Bel ve/veya bacak agrisi; genellikle iki tarafli fakat tek tarafli da olabilir.
e-Asil veya patella refleksinin bilateral kayb1

f-Seksiiel disfonksiyon; genellikle ge¢c zamana kadar tespit edilemez.

2.1.7.2. Fizik Muayene

1-Skolyoz: Disk hernisi sinir kokiine lateralden basi yaptiginda, hasta irrite sinirin
kars1 tarafina deviye olur. Sinir kokiine medialden (aksiler pozisyon) basi oldugunda hasta

lezyon tarafina dogru deviye olur.
2-Kifoskolyoz: Sinir kokiine ciddi basi olduguna isaret eder.
3-Hasta agrili bacagini fleksiyonda tutar.
4-Normal lomber lordozun kayb1 ve paravertebral adale spazmi1

5-Orta hatta lomber vertebranin palpasyonu lezyon seviyesinde agriy1 artirir.
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6-Sinir kokii sikigmasini diigiindiiren bulgular;

A-Radikiilopati bulgu ve belirtileri; ilgili sinir kokiiniin dagilim alaninda agri, motor
kuvvetsizlik, dermatomal duyu degisiklikleri ve refleks degisiklikleri goriiliir.
B-Sinir gerginligi bulgulari;

a-Laseque testi (diiz bacak kaldirma testi): Kal¢a agrisini "siyatik"ten ayirir. Test;

hasta sirt iistii pozisyonda iken, etkilenmis bacak agr1 ortaya ¢ikana kadar bilekten tutularak
kaldirilir. 35-70 derece agida bacak agrisi veya agr1 sahasinda parestezi olursa test pozitiftir.
Laseque testi baslica L5 ve S1 sinir koklerini gerer. Sinir kokii basisi olgularin % 83’{inde

pozitif Laseque bulgusunu gelistirir.

b-Kontrlaseque testi: Agrisiz bacagin Laseque testindeki gibi kaldirilmasi kars1 tarafta
bacak agrisina neden olursa test pozitiftir. Aksiller veya santral yerlesimli disk herniasyonu

ile uyumludur.

c-Femoral sinir germe testi (ters diiz bacak germe testi): Hasta yan yatmis pozisyonda,
alt bacagimi fleksiyonda, lstteki bacagini ekstansiyonda tutarken muayene eden uylugu
kalcadan ekstansiyona getirir. Uylukta agr1 ortaya ¢ikmasi test i¢in pozitifliktir. Cogunlukla
L2, L3 veya L4 sinir kokii basisinda pozitiftir.

Kas giicii muayenesinde; hasta topuk {iistiinde, ayak parmak uclarinda yiiriitiilmeli,
yere ¢omelip kaldirilmalidir. Topuk iistiinde yliriiylis zaafiyeti L5 kok hasarini, ayak parmak
uclarinda yliriiyiis zaafiyeti S1 kok hasarint ve ¢Omelip kalkmadaki zafiyet de L4

radiksindeki hasar1 gosterir.

Refleks muayenesinde; Asil refleksi daha ¢ok S1 radiks etkilenmesini, patella refleksi

daha ¢ok L4 radiks etkilenmesini gosterir.

Duyu muayenesi; bacagin mediyal yiizii L4, dorsal yiizii L5 ve lateral yiizii de S1

radiksi tarafindan innerve edilir.

2.1.8. Ayiric1 Tam

Hikaye ve fizik muayene daha c¢ok travma, neoplastik hastaliklar ya da enfeksiyon
belirtileri iizerine odaklanmalidir. Bazen kii¢iik travmalar steroid kullanan ya da osteoporozlu

yash kisilerde vertebra fraktiirlerine neden olabilir. 50 yasin lizerinde ve kanser hikayesi olan
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hastalardaki bel agris1 metastatik spinal hastaliklarla baglantili olabilir. G&giis, prostat,
bobrek, tiroid ve akcigerde goriilen pek c¢ok neoplazm kemik metastazi yapabilir. Bu
hastalarda agri daha g¢ok geceleri yattiklarinda goriiliir ve istirahat ile kaybolmaz. Ates
hikayesi diskitis i¢in 6nemli bir bulgudur. C-reaktif protein (CRP), sedimantayon ve kontrash
goriintilleme yontemleri kesin tanityr koymada yapilmasi gerekli tetkiklerdir. Ayrica faset
eklem hastaligi, faset eklemi sinovyal Kkistleri, spondilolistezis de radikiiler agr
yapabileceklerinden disk hernisi ile karisabilir. Dejeneratif kalga eklemi hastaliklarinda da
bacaga vuran, bacak hareketleri ile artan agrinin olabilecegi unutulmamalidir. Ozellikle yasl

ve dejeneratif zemini olan hastalarda kalga eklem grafileri ve sakrum grafileri ¢ektirilmelidir.

Polindropati, tuzak noropatiler, 6zellikle asimetrik noropatiler ve vaskiiler hastaliklar

da disk hernisi bulgulari ile karigabilir. Ayirici tani, Elektromiyelografi (EMG) ile yapilir.

Psikojenik kokenli bel agrilarin1 organik agrilardan ayirt etmek olduk¢a zordur, motor
ve duyusal bozukluklar saptanabilir. Ancak dikkatli yapilan muayene ile goriintiileme
yontemleri arasinda korelasyon kurulamaz. EMG ve gorlintileme yontemleri normaldir.
Ciddi motor defisite ragmen derin tendon reflekslerinde korunma da taniy1 koymada énemli
bir yol gostericidir. Lomber dar kanalda norojenik kladikasyonun 6n planda olmasi disk

hernisinden ayirt etmede kullanilan 6nemli bir bulgudur.

2.1.9. Goriintileme Yontemleri

1. Direkt Grafi: Disk hernisinin tanisinda kullanilan direkt bir yontem degildir.
Travma ve kalga ekleminden koken aldigi diisiiniilen agrilarda tercih edilmesi gereken

goriintiileme yontemidir.
2. Kemik Sintigrafisi: Neoplastik bir hastalik sliphesi oldugunda tercih edilir.

3. Myelografi: Disk hernisinin tanisinda Bilgisayarli Tomografi (BT) ve Manyetik

Rezonans Goriintiileme (MRI)’den sonra kullanilirligr azalmistir.

4. Bilgisayarh Tomografi (BT): Disk hernisinin tanisinda ikinci siklikla kullanilan
tan1 yontemidir. Kalsifikasyon ve kemik yapiyr tanimada MRI’den daha iistiindiir. Kapali

alan korkusu olan ve manyetik alana girmesi sakincali hastalarda BT tercih edilmelidir.

5. Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRI): Yumusak dokular1 kemige gore daha

1yi goriintiiler. Bir¢ok planda ve farkli sinyallerde goriintii elde edebilme, daha genis bir alan1
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inceleyebilme, sivi dinamigini tespit edebilme Ozelliklerinden dolay1 en ¢ok tercih edilen

yontemdir.

Resim 2 . Lomber MRI’de aksiyal kesitte L4-L5 disk hernisi
6. Diskografi: Annulus fibrozusdaki yirtik ve ¢atlaklarin tespit edilmesinde kullanilir.

7. Elektromyelografi (EMG): BT ve MRI gibi goriintiileme yontemleri sinir kokii
basilarini her zaman gostermeyebilir. Bu gibi durumlarda kok basisinin olup olmadigini ayirt

etmede kullanilir.
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2.1.10. Tedavi

2.1.10.1. Konservatif Tedavi

Lomber disk hernisine baglh siyataljinin dogal seyrinde hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda
birka¢ ay icerisinde agrilar kaybolur. Bu da radikiilopatisi olan hastalardaki ilk basamak
tedavinin konservatif olmasi geregini ortaya koyar. Konservatif tedavi en az 6 hafta, en fazla
6 ay olmalidir (73). Bu tedavi siiresince kisa siireli yatak istirahati, once pasif hareketler daha
sonra ise kademeli olarak egzersiz programlar1 uygulanmalidir. Bir haftadan fazla siiren yatak
istirahatinin, kas gliclinde zayiflamanin baslamasi, psikolojik gerilim, depresyon gibi
olumsuz sonuglara yol acacagindan faydasi yoktur. Erken aktivite ise agrinin daha hizli
gerilemesine ve fonksiyonlarin daha hizli kazanilmasina olanak saglar. Ancak bu esnada
hastalara agir kaldirmaktan, egilip bikiilmek gibi zorlayict hareketlerden kaginmalari
onerilmelidir ve hastalar diizgiin postiir, uyuma pozisyonlart ve kaldirma teknikleri ile ilgili
hareketler konusunda egitilmelidir. Yiriiyiis, bisiklet siirmek ve yilizme gibi diisiik
kondisyonel egzersizler abdominal ve sirt kaslarinin giiclendirilmesi igin uygun olan
sporlardir. Bu hastalara akut donemde agrilarin1 hafifletmek amaci ile ila¢ tedavisi de
verilebilir. Fakat tolerans gelismesi nedeniyle sinirli kullanimi vardir. Baslangicta kisa siireli
narkotikler, nonsteroid antiinflamatuvarlar, miyorelaksanlar ve sedatifler kullanilabilir.
Ancak 2-3 haftadan daha uzun siire kullanilmamalidir. Bel agrili hastalarin sik bagvurdugu
diger bir yontem ise korse kullanmaktir. Ancak adale zayifligina neden oldugu ve agriyi

artirabilecegi i¢in gliniimiizde kullanimi 6nerilmemektedir.

Hastalara istirahat siiresince ve sonrasinda agri kesiciler, kas gevseticiler, steroidler ve
psikojenik yapiya sahip olanlarda trisiklik antidepresan ilaclar verilir. Trisiklik anti
depresanlar agr1 kesici ve kas gevsetici etkiye sahiptir. Ayn1 zamanda noropatik agrinin

ortadan kaldirilmasinda da etkin bir gruptur.
2.1.10.2. Cerrahi Tedavi
Lomber disk hernisinin cerrahi tedavi endikasyonlart;

1-Kauda equina sendromu: Acil cerrahi endikasyondur. Genellikle orta hat L4-L5 disk
hernilerinde goriiliir. Cogunlukla 6nceden var olan bir spinal stenoz ile iist iiste biner.

Prevalans sadece cerrahiye gelen disk herniasyonlarinin % 1-2’sidir.
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2-ilerleyici veya akut gelisen kuvvet kaybi: Acil cerrahi endikasyondur. Motor
kuvvetsizliginin akut gelisimi veya ilerlemesi siiratli cerrahi dekompresyon igin bir

endikasyon olarak diistiniiliir.
3-Medikal tedavide yetersizlik:

- 2 hafta yatak istirahati ve uygun medikal tedaviden 4-6 hafta sonra semptomlarin

belirgin olarak devam etmesi veya 3 ay sonra semptomlarin devam etmesi
- Siyatik agrisinin 2-3 hafta yatak istirahatine ragmen devam etmesi veya artmast

- Siddetli siyataljinin 1 hafta yatak istirahati ve yeterli narkotik agr1 medikasyonuna

ragmen agrisi tolere edilemeyecek sekilde devam eden antaljik postiirdeki hastalar

4-Sik tekrarlayan disk hernisi ataklari: Duyu ve refleks degisiklikleri teshise yardim

eder fakat cerrahi i¢in bir endikasyon teskil etmez. Ayrica prognozu da belirlemez.
A. Cerrahi Teknik
I. Standart Cerrahi Girisimler
I-Lomber hemiparsiyel laminektomi ve diskektomi: Yaygin olarak uygulanmaktadir.

2-Mikrodiskektomi: Standart prosediire benzer, bununla birlikte daha kii¢iik insizyon
kullanilir. Bu teknigin avantaji, kozmetik, daha kisa hastanede kalis siiresi ve daha az kan

kaybinin olmasidir. Bir ¢ok klinikte uyulanmaktadir.
1. intradiskal Prosediirler: Kullanim alani oldukca smirlidir.
1-Otomatik perkiitan lomber diskektomi
2-Perkiitan endoskopik diskektomi
3-Laser disk dekompresyonu
4-Kemontikleolizis

2. Intervertebral veya Posterior Fiizyon: Kullanimi giderek yaygilagmaktadir.
Dejeneratif disk hastaligi, mekanik instabilite veya spondilolisteziste; posterior veya anterior
interbody kafes flizyon, transpedikiiler vida ve plak/rod sistemi ile posterior fiizyon

yapilmaktadir.

Cerrahi teknik se¢iminde dnemli olan birinci husus cerrahin uyguladig: teknige olan

yatkmhigidir. Ikinci husus ise dogu cerrahi endikasyondur. Bunlara dikkat edildigi taktirde
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cerrahi basar1 oranlar1 da artacaktir. Cerrahi alternatifler diistiniiliirken disk hernisinin
anatomik pozisyonu ve beraberinde eslik eden bagka bir patolojinin olup olmadig mutlaka

g6z Oniine alinmalidir (74, 75).

2.1.10.3. Cerrahi Tedavi Komplikasyonlari
A. Yaygin Komplikasyonlar

1-Enfeksiyon; % 2 oraninda yiizeyel yara infeksiyonu gelisir. Ileri yas, uzun siireli
steroid kullanimi, obezite ve diabetes mellitus predispozan faktorlerdir. Cogu infeksiyonda
etken Stafilococcus aureus’tur. < % 1 oraninda derin yara infeksiyonu gelisir. % 0.5 diskitis

ve % 0.67 epidural apse gelisme durumu s6zkonusudur.
2-Motor defisitin artmasi; % 1-8 oraninda goriiliir.
3-Dural yirtilma; yeniden yapilan ameliyatlarda risk % 52’ye kadar cikar.
B. Yaygin Olmayan Komplikasyonlar

Vertebral cisimlerin onilinde uzanan yapilarin (arter, ven, sinir vb.) yaralanmasi;
diskektomi yapilirken kullanilan aletler disk mesafesinden 6ne ulasirsa buradaki yapilar

yaralayabilir.

2.1.10.4. Prognoz: Lomber laminektomi ve diskektomi yapilan hastalarin % 90-
95’inde basarili klinik sonug¢ elde edilebilir. Semptom siiresi 3-6 aydan kisa olanlarin
sonuclart daha iyidir. Opere edilen olgularin % 10 kadarinda yeniden cerrahi girisim

gerekmektedir.

Intervertebral disk yapisindaki 6neminden dolayr kollajen metabolizmasi disk
herniasyonunun etiyopatogenezinde iizerinde durulan risk faktorlerinden biri olarak
molekiiler biyokimyada giincelligini koruyan konular arasinda yer almaktadir. Bu yonde
yapilan ¢alismalarda o6zellikle matriks metalloproteinazlar iizerinde durulmustur (4,50,51).
Kollajen metabolizmasinda meydana gelen degisiklikleri incelemek icin 6zellikle yikimi i¢in
¢cok esansiyel bir enzim olan prolidaz da pek c¢ok arastirmaya konu olmustur
(76,77,78,79,80). Fakat bel fit1ig1 hastalarinda prolidaz aktivitesini arastiran herhangibir

arastirmaya bu gline kadar literatlirde rastlanmamistir. Bu nedenle bel fitig1 olan hastalarda
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prolidaz enzim aktivitesini ilk olarak inceleyerek bu hastalarda kollajen metabolizmasinin
etkilenip etkilenmedigini ortaya koymaya calistitk. Bunun i¢in de tezimizin bu bdliimiinde
prolidaz enziminin yap1 ve fonksiyonlarindan bahsedecegiz. Daha sonra da oksidatif-
antioksidatif denge Tlizerine yogunlasarak bu hastalarda oksidatif stres indeksini

inceleyecegiz.

3. PROLIDAZ
3.1. Prolidazin Tanim

Prolidaz hidrolazlar smifina ait, Mn' ile aktive olan bir metalloenzimdir (81,82).
Uluslararasi siniflandirmaya gore; EC 3.4.13.9 sinifinda yer alir. Hidrolazlar ¢esitli baglarin
hidrolizini kataliz ederler. Bu baglar; C-O, C-N, C-C ve fosforik anhidrit bagin1 da igeren
bazi bazlardir. Prolidaz enzimi karboksil terminal pozisyondaki prolin veya hidroksiprolin

iceren dipeptitlerin hidrolizini katalizler.

Prolidaz, domuz intestinal mukoza artiklarinda aminopeptidaz ve karboksipeptidaz
aktivitelerinin arastirilmasi sirasinda kesfedilmistir. Prolidaz, bir alt grup olarak saflastirilmus,
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 varlig1 gosterilmistir (83,84). Enzim yaklasik 70 y1l 6nce

bulunmasina ragmen 6nemi 35 yil nce eksikligi calismalar1 yapildiginda anlasilmistir (85).

3.2. Prolin

Prolin esansiyel olmayan bir imino asittir. Glutamatin halka yapisindaki bir tiirevidir.
Prolin sentezinde glutamatin y-karboksi grubunun ATP ile tepkimeye katilmasi sonucu v-
glutamilfosfat olugsmaktadir. Bunun NADPH ile indirgenmesi sonucu olusan glutamat -
semialdehit sonra kendiliginden A-prolin-5-karboksilat olusturmak iizere halkalagmakta ve bu
yap1 indirgenerek prolini olusturmaktadir. Prolin katabolizmasinda prolin oksidaz ile
prolinden olusan A-prolin 5-karboksilat, glutamat y-semialdehit ile ornitine transamine

olabilmekte veya glutamata oksitlenmektedir.
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Prolinin diger amino asitlerden farki R grubunun hem amino grubu hemde o karbon

grubuna bagli olarak siklik bir yapiya yol agmasidir (Sekil-6).

C—
HH
H .r"f | 2 H"I3
lc\ﬁfq— COO0~ R_?_CUU'
2z H H
prolin amino asit

Sekil-4. Prolin ve diger amino asidin genel yapisal goriiniimii

Benzersiz yapisal 6zellikten dolay1 prolin bir peptit sekansina girdigi zaman onemli
konfarmasyonel 6zellikler gosterir. Bu aminoasidin siklik yapisi polipeptit omurganin yapisal
yonlerine temel sinirlamalar getirmektedir. Prolin siklik yapisinin sonucu olarak higbir
fonksiyonel grup igermez ki bu durumda hidrojen bagina veya peptit bir bagin rezonans
stabilizasyonuna katilmay1 engeller bu nedenle prolin a helix veya [ tabakali sekonder
yapilarina uyumlu olmayan tek amino asittir. Kemik, tendon ve destekleyici membran
dokularin1 ana bileseni olan kollejen, prolinin yapisal ozelliklerine belirgin bir sekilde

baglidir.

Prolinin siklik yapisi a karbon ve Nitrojenin bir peptit bagindaki rotasyon agisini
sinirlamaktadir ki normal olarak bitisik amino asitlerin reel gruplar1 arasindaki siterik
engelleme veya elektrostatik repulsiyona baglidir. Prolin potansiyel bir yap1 kirict olan ve
peptit zincirlerinin yoniinii degistirme egilimine sahip, peptit zincir i¢ine sabit bir egim
takdim eder. Proteinlerin yiizeyindeki ters bir doniis veya sag¢ tokasi egimi seklinde dnemli

yapisal olayin proteinler i¢indeki en dnemli sonucu prolin tarafindan olusturulmasidir.

Prolin ve hidroksiprolin, kollajen yapisinda yer alan en 6nemli amino asitlerdir. Prolin
tirevleri olan 3-hidroksiprolin ve 4-hidroksiprolin karigik fonksiyonlu oksigenazlar
kullanilarak polipeptit zincirinde bulunan prolin kalintilarindan elde edilmektedir.
Hidroksiprolinin hidroksiprolin oksidaz ile par¢alanmasi sonucunda glioksalat ve piriivat

olusmaktadir.

Prolin, biyolojik olarak aktif peptitlerin enzimatik degradasyonuna karsi1 korunmasini
saglamaktadir. Bu durum peptit veya protein prekiirsdrlerinin  post transyasyonel
modifikasyonlarinin regiilasyonunda agikg¢a bellidir. Polipeptit zincirinin iginde yerlesik olan

prolin amino asitleri, zincirlerin enzimatik siireci Oncesinde modifikasyon bdliimiinde
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bulunur ve polipeptit zincirinin hassasiyetini proteolizle sinirlayan yapisal unsurlar olarak
hareket eder. Bu durum peptitlerin post-translasyonel modifikasyonunda goérev alan
ekzopepdidazlarin 6zelligi ile iliskili arastirmalarda gosterilmistir. Pek ¢ok biyolojik olarak
aktif peptitlerin amino wucuna yakin yerlerde ortaya c¢ikan prolin goézlemiyle

desteklenmektedir .

Prolin ve hidroksiprolin prolidino halkasindaki azot atomuna bir hidrojen atomunun
girmesi ile olugmaktadir. Bunlar genelde imino asit ismiyle adlandirilir. L-prolin amino
asitlerin hiicre dis1 havuzunun temel bilesenidir. Bunu sadece glutamin ve alanin amino
asitleri takip eder. Hidroksiprolin oncelikle viicut sivilarinda oligopeptitlerde bulunmaktadir.
Insanlarda hidroksiprolinin yapisi 4-hidroksi —L-prolin seklindedir ve viicut sivilarinda daha

az bulunur. Protein yapisinda bulunan hidroksiprolin peptide bagl prolinin hidroksillenmesi

ile olusmaktadir (86).
COOH OOH OH COOH
. - \ : COOH
H H H H
L-Prolin 4-Hidroksi-I~-prolin 3-Hidroksi-1-prolin D-Prolin

Sekil-5. Memeli kollajeninde bulunan prolin ve hidroksiprolin izomerleri

Prolin ayrica Kreps ve iire dongiileriyle metabolik olarak baglantilidir. A -prolin-5-
karboksilik asit prolin metabolizmasinda iki dongiiyii birbirine baglayan bir pozisyondadir.
Prolinin karbon zincirinden Krebs dongilistine gecisi, tiim dokularda bilinen klasik yoldan 2-

oksaglutarik asit metabolizmasi ile olur (87).

1]"?1(1]?4 |

B5-Prodie-5-karboksilik asit

LUTAMIE A5IT ‘Q‘u\
Id.'l/ l T CERMITIN

Ciama=amira
bt ek asdl

I
b KREBS
ikm=ik wml CmELIEL

Sekil-6. Prolinin metabolik yollarla baglantisi (Scriver 1978)

3
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3.3. Prolidazin Yapisi

Prolidaz enzimi bir¢ok memeli dokusunda ve mikroorganizmalarda dagilim gosterir.
Dogal, sitoplazmik, homodimerik bir metalloenzimdir. Mn"? prolidaz enzimi aktivitesini 5-10
kat arttirmaktadir (K.E.66). Mn"*’a ek olarak enzimin maksimum aktivitesi i¢in aktif

merkezinde arjinin ve anyonik amino asit artiklarinin olmasi gerekir (86).

Proteazlar hep monomer yapida olmasina ragmen tiim prolidazlar dimer yap1 gosterirler
ve ancak bu sekilde katalitik aktivite gosterirler (88). Prolidaz glikoprotein yapisindadir ve
agirlik olarak %5 karbonhidrat igermektedir. 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 siralar (%29°dan fazlasi) F;-ATP az’in a ve B subiinitelerinin sirasina

benzerlik gostermektedir (86,89).

Prolidaz enziminin aktif merkezinde tiyol grubu yer alir ve bu grup bloke edilirse
aktivite diiser. Bu da sisteinin enzimin aktivitesi i¢in gerekli oldugunu gdsterir. 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 varligim1 belirtmektedir (86). Enzimin karakteristigi
arastirildiginda DEAE (Dietilaminetil) seliiloz dizi kromatografisinde prolidazin iki pik
verdigi goriiliir (88).

Bai Hu 1992 yilinda yapmis oldugu ¢alismada prolidazda her monomer i¢in iki aktif
bolgenin oldugunu saptamis ve enzimin duruma baglh olarak bu iki aktif bélgenin substrat
spesifikligi ve Mn™ ile preinkiibasyon ortamindaki aktivasyon bakimindan da farklilik

gosterdigini ortaya koymustur (88).

3.4. 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 ¢iftinin okunmasiyla olusur bu da
493 amino aside karsilik gelmektedir (89). Enzimin komplementer DNA klonlar1 insan

karacigeri ve plesental cDNA bankalarinda izole edilmistir.

Prolidazin niikleotit siras1 saptanmistir. Enzim amino asit olarak X-Ala-Ala-Ala sirasi

ile baslamaktadir (90). Prolidaz geni (PEPD) polimorfik allelleri igerir, bu aktiviteyi

-26 -



engellemez ve nadir alleller prolidaz eksikligine neden olmaktadir (86). Amino asit sirasinin
saptanmast ve gen lokalizasyonu, enzimin eksikliginin sebep oldugu kalitsal hastaligin
temelinin anlasilmasi bakimindan 6énemlidir. Prolidazin genomik siras1 oldukca genistir. En
az 130 kb ve 15 ekson igermektedir. Ekson intron baglantilarindaki tiim konformasyonlar

GT/AG kuralina uymaktadir. Kodlama siras1 genomik siranin % 2 ‘sinden olusur.

L ]

LR T
gy
L1 L]

Sekil 7. Prolidaz genini igeren kromozom 19 (Endo ve Taloue 1989)
3.5. Prolidazin izoenzimleri

Dietilaminoetil seliilloz dizi kromatografsi (DEAE) ile deri fibroblast kiiltiirliileri ve
normal insan eritrositlerinden ayristirilan prolidazin 2 formunun oldugu goriilmiistiir (91).
Bunlar prolidaz I ve prolidaz II olarak isimlendirilmistir. Bu iki izoenzim subsrat spesifitesi
ile baz1 kimyasal 6zellikler bakimindan farkliliklar gosterirler (92). Bu iki izoenzimi ilk izole
eden Butterworth ve Priestman olmustur (1985). Sonra Myara ve arkadaglar1 1987 ve 1989
yilinda (93,94), Ohhashi ve arkadaslar1 ise 1990 yilinda izoenzimleri izole etmeyi

basarmiglardir.

Izoenzimlerin molekiil agiliklar1 saptanmis ve prolidaz I’in molekiil agirhiginin 112 kDa
oldugu ve birbirini tamamlayan esit molekiil agirliginda 2 subiiniteden olustugu (56kDa)
bulunmustur (92). Prolidaz II ‘nin ise molekiil agirliginin 185 kDa oldugu ve birbirine es iki
subiiniteden (95 kDa) olustugu goézlenmistir (95,96).

Prolidaz I tiim insan dokularinda bulunur. Yapilan calismalarda prolidaz I ‘in tiim
iminodipeptitlerle reaksiyona girmesine ragmen gly-pro dipeptitini tercih ettigi bulunmustur.
Cosson ve arkadaglar1 1992 ‘de prolidaz II nin gly-pro dipeptidine kars1 diisiik bir aktivite

gosterdigini ve bu izoenzimin plazmada bulunmadigint kaydederek preinkiibasyonun
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uzamasi ile aktivitenin énemli 6l¢iide dustiigiinii gostermislerdir. Prolidaz II’'nin en yiiksek

aktiviteyi gly-pro yerine met-pro ‘ya kars1 gosterdigi saptanmistir (92).

Prolidaz Ii 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 1sis1, diisik MnCl,
konsatrasyonu ve diislik preinkiibasyon zamani kullanilabilecegi kaydedilmistir (97). Cosson
ve arkadaglar1 yaptiklar1 calismalarda prolidaz I ve prolidaz II’yi kromatografik olarak
ayirdiktan sonra izoenzimlerin farkli doku dagilimlar1 gosterdiklerini bulmuslardir (Tablo 1)

(98).

Tablo-1. Prolidaz I ve II izoenzimlerinin doku dagilimlari (%) (Cosmos ve Myara 1992)

Prolidaz I Prolidaz 11
Karaciger 53 47
Bobrek 62 38
Ileum 53 47
Jejenum 53 47
Duadenum 42 58
Pankreas 22 78
Mide 42 58
Dalak 52 78
Beyin 36 64
Beyincik 44 56
Kalp 37 63
Iskelet kasi 34 66
Eritrositler 51 49

Arastirmacilar karaciger kaynakli prolidaz II’'nin karacigerde inhibe edildigini
saptamislardir. Bu inhibisyona ise plazma proteinlerinin sebep oldugunu belirtmislerdir.
Haptoglobilin, a, makroglobulin ve o; antitiripsinin prolidaz II'nin aktivitesinde etkili

olmadigi, fakat saf albuminin alt1 saatlik inkiibisyondan sonra aktiviteyi ortadan kaldirdigi

-28 -



goriilmiistiir. Albuminin bu inhibitdr etkisine dayanarak insan plazmasinda prolidaz II'nin

aktivitesinin olmadig1 agiklanmistir (98).

Saf insan bobrek prolidaz I’in agaroz jel elektroforezindeki goriildiigii bolge o, globulin
bolgesidir. Izoelektrik noktasinin 4,65 oldugu titrasyon egrisinden bulunmustur. Bu nokta

insan ve hayvan dokularindaki diger prolidazlar i¢inde gecerli olmaktadir.

Cesitli insan dokularindan alinan prolidaz I izoenzimi tavsan immunglobilinleri ile
capraz reaksiyon verir fakat ayni immunglobilinler prolidaz II ile reaksiyon vermez. Bu
durum hepatik fibrozis ve prolidaz eksikligi olan hastalarin dokular1 ve plazmalarindan
prolidaz 1 arastirmalarinda bir spesifik immiinoassay yontem gelistirilebilecegini akla

getirmistir (97).

3.6. Prolidaz inhibitorleri ve Aktivatorleri

Yapilan ¢alismalarda enzimin aktivasyonu icin gerekli olan Mn"? iyonu yerine bagka
metal iyonlarimin ilavesi ile inhibisyon oldugu goézlenmistir. Bu calismalar domuz bobrek
prolidaz iizerinde 1957 yilinda yapilmstir. Fe™, Co™, Ni%, Cu™, Zn 2, Cd", Ag™', Hg™,
Pb™ ve Pt™ iyonlarmin 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
bulunmustur. Ayni arastirmacilar iyodoasetamin ve p-kloromerkiiri benzoatin da enzimi

inhibe ettigine deginmislerdir (84).

Prolidazin substrat analogu olan asetilprolin ve trans-1,2 siklopentadikarboksilikasit
tarafindan kompetatif inhibisyonunda K; ‘in pH ‘ya bagli olarak izledikleri yolu
aragtirdiklarinda enzimin fonksiyonel grubu ile substratin pKa: 6,6 ‘da baglandigini1 bununla

birlikte bu maddelerin inhibisyonunun farkli yollar izledigini gérmiislerdir (99).

3.7. Prolidazin Kollajen Yapim ve Yikiminda Onemi

Kollajenler, hayvansal bag dokunun temel bileseni olup viicutta en fazla bulunan
proteinlerdir. Bag doku iskeletinin yapisini olusturan kollajen, inflamasyon ve yara
lyilesmesinde temel rol oynar. Kollajenin aminoasit kompozisyonu %33 glisin, %20-25

prolin ve hidroksiprolin, %5-11 lizin ve hidroksilizinden olusur. Farkli genler tarafindan
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kodlanan en az 15 tip kollajen vardir. Tip LILILV ve XI fibriller kollajen olarak
isimlendirilir. Kollajenler bircok dokuda fibroblastlar tarafindan sentezlenirler. Ribozomlarda
preprokollajen olarak baglayan sentez sitozolde prokollajen seklinde devam eder ve hiicre disi
alanda tropokollajen ve kollajen olusumu ile sonlanir. Kollajen molekiilleri alfa zincirleri adi
verilen, birbiri etrafinda {¢li heliks halinde sarilarak ip benzeri yapi olusturan ii¢
polipeptitten meydana gelir. Polipeptit yapilarinin her ii¢ pozisyondan birinde en kiigiik
aminoasit olan glisin bulunur. Glisin heliksin {i¢ zincirinin bir araya geldigi kisith alana
sigmaktadir. Glisin kalintilari, Gli-X-Y olarak tekrarlayan, X’in genelde prolin ve Y’nin
hidroksiprolin veya hidroksilizin oldugu zincirin bir pargasidir. Kollajen diger bir ¢ok
proteinde bulunmayan hidroksiprolin ve hidroksilizin igerir. Hidroksiprolin kollajenin iicli
heliks yapisinin dayanikligini saglamada énemlidir. Kollajenin yar1 dmrii 50-300 giindiir. Bu
Omiir; gelisme, biiylime, doku yapimi ve yara iyilesmesi gibi durumlarda uzar. Kollajenlerin
yikimi genellikle noétral pH’da aktif olan pek c¢ok matriks metalloproteinazlarinin
(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 capraz bagli kollajeni
parcalayarak dipeptitlere ayirirlar. Bu dipeptitler de prolidaz, prolinaz ve diger dipeptidazlar

tarafindan serbest aminoasitlere pargalanirlar.

Prolidazin biitiin biyolojik fonksiyonunun prolin dongiisiiyle beraber kollajen
dejenerasyon irlinleri ve diger Xaa—Pro dipeptidlerin metabolizmasi olduguna
inanilmaktadir. Prolidaz, C-terminalinde amino asidi prolin veya hidroksiprolin olan
dipeptidleri hiicre icinde hidroliz eder. Prolin yeniden dongiiye girer ve yeni protein
sentezinde kullanilirken hidroksiprolin idrarla atilmaktadir (81,101). Kollajen yapisindaki
amino asitlerin yaklasik %25’ini prolin ve hidroksiprolin olusturdugundan, prolidaz kollajen
yikiminda o6nemli rol oynamaktadir (102). Prolidaz, hiicre i¢i protein yikiminin son
basamaginda, ozellikle yliksek miktarda prolin igeren prekollajenin yikimi agsamasinda rol
oynamaktadir (97,98). Enzim icin substrat kaynagi kollajen olup imminopeptidler kollajenin
yikiminin son basamaginda ortaya ¢ikmaktadir. Kollajen yikiminda prolidaz ve prolinazin

yeri asagidaki sekilde goriilmektedir (Sekil-6).

-30 -



lleri sentez

X-Pro-COOH

X-Hyp PROLIDAZ
N / \
Ef:'] TAIEN minodipeptidier

Bdroks Itrarln
) -, iy
NH-Pro-X ROLINAZ

NH-Hyp-X

L.
&

fen septer

Sekil 8. Kollajen yikiminda prolidaz ve prolinazin yeri (Myara ve Myara 1984) (112)

Prolidaz, beslenme ile alinan proteinlerden ve viicuttaki depo kollajeninden imino
asitlerin geri kazanilmasinda 6nemli rol oynar (103). Prolidaz, C-ucunda prolin veya
hidroksiprolinin imino azotunu igeren peptid bagi bulunduran bilesiklerin hizla hidrolizini
katalizleyen tek enzim oldugu i¢in spesifitesi yiiksektir (88). Prolidaz eksikligi prolinin
normal dongiisiindeki bozulmayla sonuglanir. Prolidaz eksikliginde biiyiilk miktarda
hidroksiprolin iire ile digar1 atilir. Prolidaz enzim aktivitesi eritrosit, lokosit ve
fibroblastlarda ¢ok diistiktiir. Etkilenen hasta bireylerde prolidaz enzim aktivitesi
saptanamaz. Iminopeptiduri, aym1 zamanda rasitizm, hiperparatiroidizm ve paget hastalig
gibi durumlarda da tanimlanir. Fakat Iminopeptidiiri prolidaz eksikliginde ¢ok daha

yiiksektir.

Prolidaz eksikligi cilt ve diger kollajen dokularda anormalliklerle karakterize bir
sendromla sonuglanir. Bu nadir goriilen genetik prolidaz eksikligi otozomal resesif olarak
gecmektedir. Prolidaz geni bagka bir kalitimsal rahatsizlik olan miyotonik distrofi ile ilgili

olmasi agisindan 6nemlidir.

Prolidaz enzimi uzun zamandan beri bilinmesine ragmen Onemi, son yillarda
eksikligi ile ilgili ¢aligmalarla iyice anlagilmistir (104-106). Bu yiizden bu konuda az
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarin ¢ogu da eritrosit prolidazi ile ilgili
olup serum prolidazi hakkinda c¢ok sey bilinmemektedir. Prolidaz enziminin genetik
eksikliginin sonucunda mental gerilik, tekrarlayan infeksiyonlar ve deri lezyonlar: ile

karakterize bir klinik tablonun ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (103,107). Prolidaz eksikligi
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olan kisilerde prolidaz I aktivitesinin deri fibroblast kiiltiiriinde ve kan hiicrelerinde azaldig1

da gosterilmistir (108).

Fetal biliyiime sirasinda kollajen turnoverinin yiiksek oldugu tahmin edilmektedir.
Dismatiir bebeklerde prolidaz aktivitesi (amniyotik sivida) anlamli derecede diisiik
bulunmustur. Bu nedenle prolidaz aktivitesinin fetal matiirasyonun derecesini gosterdigi
diistiniilmektedir. Amniyon sivisinda Ol¢iilen prolidaz aktivitesinin fetal matiirasyonun ve
gelisme geriliginin bir indikatorii olarak kullanilabilecegi one stiriilmektedir. Ayrica kollajen
metabolizmasinda bozuklukla seyreden silikoziz hastaliginin tedavisinde de prolidaz
enziminin kullanilmasi hedeflenmektedir. Boylece hizla kollajen yikimi ile seyreden silikozis
hastalarinda prolidaz enzim aktivitesinin artirilmasi tedavide faydali bir yaklasim olarak

diistiniilmektedir (109).

4. SERBEST RADIKALLER

Bilindigi gibi atomlarin ¢ekirdekleri etrafinda donen elektronlar, belirli enerji
diizeylerinde, birbirine zit momentli ¢iftler seklinde bulunmaya egilimlidirler. En dig
yoriingede bulunan elektron ¢iftinin dengesi, yoriingeye bir elektron girmesi ya da ¢ikmasiyla
bozulursa, momenti dengelenmemis bu tek elektron; atoma (ya da molekiile) biiylik bir
aktiflik kazandirir. En dis yoOriingede eslenmemis bir elektronu bulunan molekiil ya da
molekiil gruplarina “radikal” adi verilmektedir ve molekiiliin kimyasal simgesinin sag iist

kosesine konan nokta veya ¢izgiyle gosterilir (R', R") (110,111).

4.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen 8 atom numarali dogada dioksijen (O;) olarak bulunan kararsiz bir elementtir.
Bu kararsiz konumu, enerji diizeylerinde bulunan elektronlarinin yapisiyla iligkilidir. Oksijen
molekiiliindeki, ayni yonde donen iki elektrona sahip 2P son orbitali 6nemlidir. Bu
orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir orbitali birakip digerine gectiginde veya farkli
yonde dondiiglinde “‘singlet oksijen” olusur. Orbitallerden birine ters doniislii iki elektron

veya ikisine ters doniislii iki elektron daha gelirse “oksijen radikali” elde edilir.
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Tablo 2. 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 ) Lipid 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 baska molekiile verebilir (rediiksiyon)
ya da bir bagka molekiilden elektron alarak elektron ¢ifti olusturabilirler (oksidasyon).

Sonugta nonradikal yapiy1 radikal sekle doniistiirebilirler (110,112).

4.1.1.Siiperoksit Radikalleri (O5)

Stiperoksit radikalleri (Oy), hiicrelerde rediikte elektron tastyicilarinin otooksidasyonu
ile tretilmektedirler. Siiperoksit olusumu; a-) elektron tasiyicisinin redoks durumuna ve b-)
ortamdaki oksijen derisimine baglidir. Zayif bir oksidan olan siiperoksit radikalinin kendi
basina onemli hiicre hasarlarmma yol agmasi miimkiin goériilmemektedir. Ancak siiperoksit
radikalleri oksidatif strese yol agabilen bir dizi reaksiyonlar1 baglatabilir (113). Bu
reaksiyonlarin en Onemlilerinden biri Haber-Weiss reaksiyonudur. Bu reaksiyonda O, ve

H,0, demir varliginda etkileserek olduke¢a reaktif olan HO" radikallerini olusmaktadirlar.

0, + é —» O, (siiperoksid radikali)
H,O, + Oy —» HO + OH +0,

Uretilen bu OH' radikalleri oldukga reaktif olup DNA gibi yapilarla reaksiyonlara
girerek dnemli hasarlara yol agabilmektedir (114).

Oy radikalleri, hiicre i¢i demir depolarindan demiri serbest hale getirir. Serbest hale
gecen demir iyonu Haber-Weiss gibi radikal {ireten reaksiyonlarda veya diger serbest radikal

araciliklr hiicre hasarinda rol oynayabilir. Superoksit radikalleri ¢ok kisa bir yar1 dmre sahip
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olup dismutasyon reaksiyonu ile HO, ve oksijen {iretirler. Dismutasyon reaksiyonu spontan
olarak meydana gelmekte ve reaksiyon siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile
katalizlenmektedir.

Oy + 0y +2H" *° H,0,+0,

—

4.1.2. Hidroksil Radikalleri (HO")

Hidroksil radikali (HO"), biyolojik sistemlerde bulunan en giiglii serbest radikaldir.
Dokular radyasyona maruz kaldiklarinda, enerjinin c¢ogu hiicre i¢indeki su tarafindan
absorblanir ve radyasyon oksijen-hidrojen arasinda kovalent baga neden olur. Sonugta sekilde
goriildiigii gibi iki radikal meydana gelir. Bu radikallerden biri hidrojen (H) ve digeri ise
hidroksil radikalidir (OH").

H-O-H — H + OH (Hidroksil radikali)

Hidrojen peroksitin (H,0,) Fe™ veya Cu™ ile reaksiyona girmesiyle de OH'
olusmaktadir. H,O, oksisitesinin biiyiik cogunlugunun temelinde bu olusan OH' oldugu
diistiniilmektedir. Bu reaksiyon ilk defa 1894 yilinda Fenton tarafindan gdzlenmis ve

giiniimiizde de Fenton reaksiyonu olarak bilinmektedir.

Fe? + H,0, —» Fe” + OH + OH
Cu" + H,0, - Cu™? + OH + OH

OH' radikalleri basta lipid, protein ve niikleik asitler (DNA ve RNA) olmak iizere
hemen hemen biitiin hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler. OH DNA da
bulunan deoksiriboz molekiiliine etki ederek c¢esitli iirtinler olusturdugu ve bu olusan
tirtinlerin bazilarinin mutajenik olduklar1 goériilmiistiir. 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
dontigmektedir. Bu gibi bir dizi reaksiyona katilabilen OH DNA’nin baz ve sekerlerinde ciddi

hasarlar olusturarak DNA iplik kirilmalarina neden olurlar. Hasar ¢ok kapsamli olursa
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hiicresel koruyucu sistemler tarafindan tamir edilemeyebilir ve bunun sonucunda mutasyonlar
ve hiicre 6liimleri meydana gelir (113,115).
DNA’nin piirin ve pirimidin bazlar1 ile etkilesmenin yanisira tiol grubu igeren

biyolojik molekiillerden H atomu da koparabilmektedir.
R-SH + OH — RS + H;0

Sonugta olusan siilfiir radikalleri ilging kimyasal ozelliklere sahiptir. Siilfiir
radikalleri, O, ile kombine olabilir ve oksi-siilfiir radikallerini olusturur. RSO, ve RSO gibi
bunlarin bir ¢cogu da biyolojik molekiillerde hasara neden olurlar.

OH’mm sebep oldugu en 1iyi karakterize edilmis olan biyolojik hasar lipid
peroksidasyon olayidir. OH membran fosfolipitlerinin doymamis yag asit yan zincirlerine
hiicum eder. Bu 0Ozellikle arasidonik asit gibi doymamis yag asit yan zincirlerinden -C

atomunun birinden H atomunun ¢ikartilmasi ve su olusumu seklinde gergeklesir.
-C-+0OH — -C-+ H)O

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

kombine olarak peroksil radikalini olusturur.

Dg'
I
C- + 0y —= -C-

Peroksil radikaller reaktiftir ve yakinindaki doymamis yag asitlerinin yan zincirlerine saldirir;

03 o O,H

| | |

Q- +-C —= - C— 4 -C -
|

Lipit idroperolosit
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Boylece OH, vyiizlerce yag asitlerinin yan zincirlerini lipit hidroperoksitlere
doniistiiriir. Membranda lipit hidroperoksitlerinin birikimi membran fonksiyonunu bozar.
Peroksil radikaller ve sitotoksik aldehitler, membran proteinlerinde ciddi bir hasara neden

olurlar ve membrana bagli baz1 enzimleri ve reseptdrleri inaktive ederler (112, 116,117).

4.1.3. Hidrojen Peroksit (H,O;)

Hidrojen peroksit eslesmemis elektrona sahip olmadigindan aslinda bir radikal
degildir. Siiperoksit anyonunun (O;’) hidrojenle yaptig1 reaksiyona dismutasyon reaksiyonu
ad1 verilir ve dismutasyon hiz1 asidik pH degerlerinde hizlanir (112,118).

Reaksiyon su sekilde ifade edilir;

200 + 2H" — H0, + O,

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

eklenmesini katalize ederek O, veya H,O, olusmasini saglarlar.

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

4.1.4. Hipoklorik Asit (HOCI)

Hipoklor6z asit de radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri (ROS) icinde yer
almaktadir. Fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldiiriilmesinde énemli rol oynarlar. Aktive olan
notrofiller, monositler makrofajlar ve eozinofiller siiperoksit radikallerini (O,) Tretirler.
Radikal tretimi fagositik hiicrelerin bakterileri oldiirmesinde biiylik 6nem arz etmektedir.
Ozellikle nétrofiller miyeloperoksidaz enzimleri araciligiyla énce O,”in olustururlar vedaha
sonra dismutasyonuyla hidrojen peroksiti kloriir iyonuyla birlestirerek giiclii bir antibakteriyel

ajan olan HOCI’1 meydana getirirler.
H202 + HCI — HOCI + Hzo

4.1.5. Singlet O, (0, ™)
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
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yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi olusabilecegi gibi siliperoksit
radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da
olusabilir. 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 tiretirler (119).

4.2. Reaktif Nitrojen Tiirleri (NO, NO,, NO ,NO

Lipofilik o6zellikte olup, oksijensiz ortamda oldukca stabildir (120). Diisiik
konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen varliginda dahi stabilitesini koruyabilen NO,
bilinen en diisiik molekiil agirlikli, biyoaktif memeli hiicresi sekresyon iirlintidiir (121,122).
Diger radikallerden farkli olarak diisiik dozlarda toksik degildir ve ¢ok onemli fizyolojik
islevleri gergeklestirir (120). NO'; bir atom azot ile bir atom oksijenin ¢iftlesmemis elektron
vererek birlesmesinden meydana gelmistir ve bu ylizden radikal tanimina uymaktadir (123).
Bu lipofilik serbest radikal damar endotel hiicrelerinde Nitrik Oksid Sentaz (NOS) enzimi
aracilifiyla L-arjininden sentezlenir. NOS’1n bir¢ok izoformu tanimlanmistir. NO”in yart
omrii 10-20 saniyedir. Kolayca diiz kasa gegerek Guanilat Siklaz (GC) enziminin “hem”
demirine baglanir ve cGMP sentezini uyarip damar gevsemesini uyarir. Sentezlenen NO, ayni
zamanda tiyol gruplarini S-nitrozilasyona ugratarak protein ve reseptdr fonksiyonlarini da
degistirir. NO, Fe-S kiimelerine afinite gosterdigi i¢in bu gruplar i¢eren akonitaz enzimine de
baglanir. Bu enzim hiicre i¢i demir trafigini kontrol eder. NO, akonitaz enzimine mRNA
baglanmasini artirir ve enzimin aktivitesini diislirtir.

NO' metabolize olurken molekiiler oksijen ile baglanip nitrojen dioksidi (NO;)

olusturur:
2NO + 0O; > 2 NO;
NO’in ROS’leri ile reaksiyon vererek giiclii bir oksidan olan peroksinitriti (ONOOH)

olusturdugu ve bunun da ileri dekompozisyonla OH' radikalinin olusumuna yol actig1 ifade

edilmektedir:
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NO + O, — ONOO
ONOO + H" — ONOOH
ONOOH — NO,+OH

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

DM gibi bazi 6nemli hastaliklarda rol oynayabilmektedir.

4.3. Bashca Serbest Radikal Uretim Kaynaklari

Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlar1 sirasinda olustugu gibi cesitli dis kaynakli etkilerle de olusabilir.
Hiicre organellerinin her biri farkli miktarda radikal olusumuna sebep olurlar. Bunlarin
yanisira radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal
tiretimini arttirirlar. Sitokrom P-450, sitokrom bS5, ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz,
lipooksijenaz, prostoglandin sentetaz, hemoglobin, flavoproteinler, lipid peroksidasyonu,
oksidatif stress yapan iskemi, travma ve intoksikasyon gibi durumlar, mitokondrial elektron
transport sistemi (ETZ), molekiiler otooksidasyon yapan tiol, hidrokinon, katekolamin, flavin
ve antibiyotik gibi molekiillerin hepsi hiicresel serbest radikalleri olustururlar (120,124).

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

A. Endojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklari

Normal olarak metabolizmada, bazi biyokimyasal olaylarin gesitli basamaklarinda
serbest radikaller olusmaktadir. Her ne kadar serbest radikal yapisina sahip maddelerin
organizmaya zarar verme potansiyelleri varsa da, bazi1 metabolik olaylarin ilerleyebilmesi i¢in
bunlarin olugmasi ka¢inilmazdir.

1. Mitokondriyal Elektron Transport Sistemi

Mitokondrideki enerji metabolizmas1 sirasinda oksijen kullanilirken, tliketilen
oksijenin %1-5 kadar siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin nedeni
NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron kagaginin

olmasidir. Fizyolojik olarak reaktif oksijen tiirlerinin temel kaynagi normal oksijen
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metabolizmasidir. Dolayisiyla fizyolojik kosullar altinda mitokondriyal elektron transport
sistemi serbest radikal iiretiminin en énemli kismini olusturmaktadir (125).

2. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik retikulumda buluna sitokrum P—450 molekiiler oksijeni kullanarak
bir¢ok substrati oksitler. Oksijen molekiiliiniin bir atomu substrata baglanir, diger atomu ise
su olusturur. Bu reaksiyon monooksijenaz veya karisik fonksiyonlu oksidaz reaksiyonu olarak
adlandirilir.

Kimyasal ajanlarin serbest radikal olusturmadaki en O©nemli mekanizmalari,
mikrozomal sitokrom P—450 sistemi ile aktivasyonudur. Bu sistem, molekiilleri indirgeyerek
veya oksitleyerek serbest radikal olusturur. Son durumda bir elektron eksikligi vardir ve
elektrofilik bilesik olusur. Olusan bu elektofilik {irtin bir niikleofil ile reaksiyona girer. Bu
elektrofilik bilesigi ¢eken en 6nemli bilesik sistein kalintilar1 tizerindeki tiyol (-SH) grubudur.
Tiyol grubu ise pek ¢ok endojen makromolekiilde (DNA, RNA, enzimler gibi) bulundugu i¢in
reaktif ara tiriinler bu molekiillerle kovalent baglanarak toksisite gosterebilirler (126).

3. Redoks Dongiisii
Ksenobiyotiklerden serbest radikal olusumu sadece mikrozomal reaksiyonlarla olmamaktadir.
Menadion, parakuat, dikuat, nitrofurantoin, gibi bilesikler alternatif bir redoks siklusuna
girerler. Bu bilesikler, ilave bir c¢iftlenmemis elektron kazanma egilimindedirler. Bu
ajanlardan olusan radikaller, tekrar ana bilesige doniismek igin kolayca oksijenle oksitlenir
stiperoksit radikalini olustururlar (127)

Olusan ksenobiyotik ve siiperoksit radikalleri intraselliiler ferritin depolarindan demiri
serbest hale getirirler. Sitozole salinan demir, serbest radikaller arasinda en reaktif olan ve
dolayistyla daha yikict olan hidroksil radikali gibi ikincil radikallerin olustugu Fenton
reaksiyonunda katalitik rol oynar (113).

4. Arasidonik Asit Metabolizmasi

Hiicre membranlarinda prostaglandin i¢in en dnemli doymamis yag asidi prekiirsorii
aragidonik asittir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonu,
plazma membranlarinda arasidonik asidin salmimina yol acar. Arasidonik asidin
siklooksijenaz tarafindan katalizlenen oksidasyonu prostaglandinleri, lipooksijenaz tarafindan
katalizlenen oksidasyonu ise l0kotrienleri verir ve bu tepkimeler sirasinda serbest radikaller

olusur (128).
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Arasidonik asid oksidasyonu baslatilmis bir serbest radikal reaksiyonudur.
Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerinin her ikisi de aktiviteleri i¢in peroksitlere ihtiyac
duyarlar. Siklooksijenaz aktivitesi daha sonra prostaglandinlerin sentezi i¢inde gerekli olan
endoperoksitlerin olusumuyla sonuglanir. Ote yandan lipooksijenaz lipit peroksitleri
tizerinden lokotrienlerin  olusumunu  katalize eder (128). Ayni zamanda bazi
kisenobiyotiklerden bu esnada reaktif ara iiriinler olusmaktadir. Bu ara iirlinler hedef yapilarla

etkileserek toksisite gosterirler.

Arasidonik Asit
Siklooksijenaz
Porfirin radikalleriI " L Peroksitler
Y VL
Prostaglandin endoperoksit Hidroperoksieikosatetraenoik asit
—l> Serbest radikal ara iiriinleri GSH Peroksidaz —|—> Peroksitler
A

Hidroksieikosatetraenoik asit

v v v

Tromboksanlar Prostaglandinler Lokotrienler

Sekil 9. Arasidonik asit metabolizmasinda serbest radikallerin sentezi

5. Fagositoz
Radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal {iretimini
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 3. Fagositlerin iirettigi reaktif oksidan tirtinler

Trombositler H,0,, Oy, OH

Notrofiller H,0,, O,, OH', HOCI
Eozinofiller H,0,, Oy, OH', HOC1
Makrofajlar H,0,, Oy, OH', HOCIL, NO

Monositler, makrofajlar (kupfer hiicreleri, alveolar makrofajlar) gibi fagositik
hiicreler, notrofiller, eozinofiller, bazofiller gibi graniilositler, immunojenik veya &zel bir
uyaranla uyarildiktan sonra lizozomlarin1 digsart vermeye baslarlar. Reaktif oksijen
olusumunun yanisira, mitokondri disindaki oksijen {iretiminde bir patlama (respiratory burst)
olur. Fagosite edilmis, patojenler oksidan ajanlar tarafindan o6ldiriiliir. Solunum yolu ile
patlamanin (respitory burst) amaci oksidan ajanlar saglamaktir. Olusan oksidan ajanlar
patojenleri 6ldiirmenin yanisira myeloperoksidaz sistemine de etki eder. Hidrojen peroksit ve
hipoklorit kombinasyonu myeloperoksidaz sistemine etkiyerek de giiglii 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 agip membran biitiinliiglinli bozabilir ve DNA’y1 okside ederek
parcalayabilir. Fagositik kaynakli oksidan ajanlar; oto-toksik, immunosupresif ve mutajenik
etki olusturabilirler (128).

6. Oto-oksidasyon

Doku bilesenlerinin ¢ogu molekiiler oksijenin varliginda kimyasal olarak stabil
degildirler ve metabolik sartlar altinda az yada ¢ok oto-okside olurlar. Kolayca oto-okside
olabilen bu bilesenler doku ve hiicrelerin son derece 6nemli komponentleridirler (129,130).
Bunlar arasinda, hemoglobin, hormonlar, tiyoller, doymamis membran lipitleri sayilabilir.

Biitlin oto-oksidasyonlar sirasinda serbest radikal intermediyerleri kadar aktive oksijen
tiirleri de tiretilir. Boylece oto-oksidasyonlar viicudun radikal kaynaklarina katkida bulunurlar.

7. Oksidan Enzimlerin Reaksiyonlari

Aerobik organizmalarda oksijenin katildig1 bir¢ok reaksiyonda oksijenin tek degerlikli
indirgenmesiyle siiperoksid anyonu meydana gelebilir. Glikojen oksidaz, XOD, NADPH

oksidaz, NADH oksidaz, diamin oksidaz, iirat oksidaz gibi enzimler bunlardan bazilaridir.

41



Uzerinde en ¢ok ¢aligilan 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 anyon radikali olusturmaz. Fakat XOD
stilfidril oksidasyonu ya da sinirli proteolizis ile dehidrogenaz formunda oksidaz formuna

doniigebilir. XOD molekiiler oksijeni kullanarak H,O, ve O, olusturmaktadir (131).

B. Ekzojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklar
1-Hava kirliligi: Havadaki azot dioksit ve kiikiirt dioksit gazlari
2-Sigara dumani: Sigara igenlerde veya dumanina maruz kalanlarda diisiik dansiteli
lipoprotein (LDL)’lerin oksidasyona duyarlilifinin arttigi buna mukabil antioksidan
kapasitenin azaldig1 goriilmiustiir.
3-Kimyasal maddeler: Coziiciiler, pestisitler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar, asbest
4-Antineoplastik ilaglar: Nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin
5-Glutation tiliketen ilaglar: Asetaminofen, kokain
6-Radyasyon: Radyasyon su molekiiliine 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
lipid peroksidasyonuna neden olur.
9-Coklu doymamis yag asitleri (PUFA): Yapilarindaki ¢ift baglardan dolayr kolayca
otooksidasyona ugramaktadirlar. Bundan dolay1 ¢oklu doymamis yag asitlerini fazla tiiketen
canlilarda lipit peroksidasyonu artmakta ve antioksidan rezervleri azalmaktadir
10-Yiiksek kalorili diyet: Yiiksek kalorili gidalarin biyolojik molekiillerde daha fazla oksidatif
hasar olusturdugu gézlenmistir.
11-Asir1 demir ve bakir alinmasi: Metal iyonlar1 biyolojik sistemlerde serbest radikal ve
metal-oksijen kompleksleri liretmek icin siiperoksit anyonlari ve hidrojen peroksit ile

reaksiyona girmektedir. Sonugta oksidatif DNA hasar1 olusmaktadir (132).
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4.4. Serbest Radikallerin Viicuttaki Etkileri

DNA’da yapisal degisiklikler

T A A l
Lioi Isi
ipit peroksidasyonu DNA’da konformasyonel
I degisiklikler

Hiicre

proliferasyonun < ROS/RNS Oksidatif protein hasarlar1 sonucu
uyarilmasi DNA polimerazin etkisinde ve DNA

onarim enzimlerinde azalma

A 4

Stres indiike protein ve
genlerin modiilasyonu

v

\ 4

Apoptotik ve nekrotik mekanizmalarla hiicre biiylimesi, farklilagmas1 ve 6liimii

Sekil 10. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin (ROS veRNS) viicuttaki etkileri

4.4.1. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri

Serbest radikallerin en onemli etkisi lipitler iizerine yaptigr 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 siiperoksit
anyon radikali ile hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir. Siiperoksit anyon radikali
hidroksil radikaline doniismektedir. Benzer sekilde hidrojen peroksidin de hidroksil radikaline
doniistiigli 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 yiiksek
reaksiyon yetenegine sahip olup baska bir yag asidi molekiilii ile yeni bir hidroperoksit ve
yeni bir yag asidi radikali olusturacak sekilde reaksiyona girer. Olusan bu yag asidi radikali

yeniden oksijen ile birlesir ve RH’dan yeniden bir hidrojen atomunun ayrilmasini saglar. Bu
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baslayan zincir reaksiyonu olusan yeni radikallerin etkisiyle devamli olarak artan bir hizda
devam eder.

R +0, — ROO

ROO" +RH — R+ ROOH

ROOH — ROO + OH

RO + RH — R + ROH

OH + RH — R + H;O

Bir ¢ok olayda bu sekilde olusan lipit peroksiti RO ve OH' verecek sekilde parcalanir
ve bu olusan radikaller hemen substrat ile reaksiyona girerek yeni zincir reaksiyonlarin
baslatacak olan R’ radikallerini olustururlar. Boylece olusan bir radikal stirekli olarak yeni
radikallerin olusmasina neden olur (133-135).

Lipit peroksitleri hiicre zarlarinin 6nemli bir komponentidir ve Fe, Cu gibi gecis
metallerinin varliginda alkoksi ve peroksi radikallerini verirler. Bu nedenle Fe veya Cu tuzlari
lipit peroksidasyonunun hizin1 arttirirlar.  Sonugta hiicre zarinin  akigskanligini - ve
permabilitesini azaltarak zar biitlinliigiinlin bozulmasina yol agarlar. Lizozomal membranlarin
tahribi hidrolitik enzimlerin salinmasina ve intraselliiler sindirime neden olur. Biriken
hidroperoksitler direkt olarak toksik etki gdstermenin yanisira duyarli aminoasit kalintilarini
(methionin, histin, stein, lizin) okside eder veya zincir polimerizasyon reaksiyonlariyla

enzimleri inaktive edebilirler (128, 134, 136).

4.4.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Serbest radikallerin proteinlere etkisi proteinlerin aminoasit igerigine gore degisir.
Protein molekiilleri tizerindeki siilfhidril veya amino gruplariyla serbest radikallerin
etkilesmesi sonucu proteinlerde olusan yapisal degisiklikler tice ayrilir:
1) Amino asitlerin modifikasyonu,
2) Proteinlerin fragmantasyonu,
3) Proteinlerin agregasyonu veya c¢apraz baglanmalardir (137).

Aromatik aminoasitlerde (fenilalanin, tirozin, triptofan) doymamis yapilar oldugundan
oksidatif ataklara ¢ok hassastirlar. Siilfiirlii 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
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reaksiyona girebilirler ve enzim, ndrotransmitter ve reseptdr proteinlerinin fonksiyonlarinin

bozulmasina neden olabilirler (138).

4.4.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelirler. Bunlar diabet ve sigara i¢imi ile iliskili kronik hastaliklar
gibi patolojik proseslerde 6nemli rol oynarlar (138).

Enflamatuar eklem hastaliklarinda synovial siviya gecen PML’lerden extraselliiler
stviya salinan H,O, ve O, buradaki mukopalisakkarit olan hyaliiranoik asidi parcalarlar.
Goziin vitrdz sivisinda bol miktarda hyaliironik asit bulunur. Bununda oksidatif hasari

katarakt olusumuna katkida bulunur (139).

4.4.4. Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Serbest radikallerin, DNA ataklar1t mutasyonlara ve hiicre 6liimlerine yol agmaktadir.
Hidroksil radikali bazlarla ve deoksiribozlarla kolayca reaksiyona girer. Hidrojen peroksit ise
membranlardan kolayca gecebilece§inden hiicre c¢ekirdegindeki DNA’ya ulasir ve hiicre
disfonksiyonuna hatta Olimiine yol acar. Bu nedenle DNA kolay zarar gorebilen bir
molekiildiir. ROS ve RNS ile DNA hasarlarinin ¢ok az bir kismi dogal olarak meydana
gelmektedir (127).

DNA hasarlarinin olusumunda yer alan endojen reaksiyonlar oksidasyon, metilasyon,
depiirinasyon ve deaminasyon reaksiyonlaridir. Nitrik oksid veya nitrojen dioksid (NO,),
peroksinitrit (ONOOQO"), dinitrojen trioksid (N,O3) ve nitrik asid (HNOs) gibi reaktif iiriinleri,
nitrozasyon ve deaminasyon reaksiyonlari ile mutajenik aktivite gosterirler. Farkli ROS farkli
yollardan DNA hasarlarina neden olurlar (128,129). Ornegin O, ve H,0, hicbir zaman
bazlarla reaksiyona girmezken OH" DNA’daki dort bazdan herhangi birine baglanarak farkli
reaktif {rlinlerin olugmasma yol agmaktadir (130). Singlet oksijen ise guanine spesifik
baglanarak hasar olusturur (110,111).

Hidroksil radikali piirin bazlar1 ile C4, C5 ve C8 pozisyonlarindan reaksiyona girerek
sirastyla C4-OH-, C5-OH-, ve C8-OH- piirin radikallerini olugsmaktadir (112). C4-OH- ve C5-
OH-piirin radikalleri dehidrasyona ugrayarak okside piirin radikallerini olustururlar. C8-OH-
piirin radikallerinin bir elektronlarinin oksidasyonu ve bir elektronlarinin rediiksiyonu ile

sirastyla 8-hidroksipiirinler (7,8-dihidroksi—8-oxo-piiriinler) ve formamidopirimidinler olusur
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(111). Sekil-2’de 8-hidroksiguanin (7,8-dihidroksi—8-oxoguanin:8-OH-Gua) ve 2,6-diamino—
4-hidroksi—5-formamidopirimidin (FapyGua) olusum mekanizmalar1 goriilmektedir. Her ikisi
de hem oksijenli hem de oksijensiz ortamlarda meydana gelebilmektedir. 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
iriinic  oldugundan oksidatif DNA hasarlarinin Ol¢lilmesinde hasar indeksi olarak
Olclilmektedir. Cogu zaman 8-hidroksideoksiguanozin (8-OH-dGua) niikleoziti seklinde
Olctilmektedir (113).

Timinin alil radikalinin oksidasyonu ile 5-hidroksimetilurasil ve 5-furmilurasil
olusmaktadir. Dehidrasyon ve deaminasyon reaksiyonlarina yalnizca sitozin katilabilmektedir.
Boylece sitozin; glikol dehidrasyonla urasil, glikol deaminasyon ile 5-hidroksi urasil (5-OH-
Ura), 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 (110). Seker
radikalleri bircok farkli reaksiyonla meydana gelmektedir. Oksijensiz sistemlerde C4’
merkezli radikaller pargalanmaya ugrarlar ve DNA zincirleri kirillarak saglam baz ve
degisiklige ugramis seker serbest kalir. Cl merkezli radikallerin oksidasyonu ile seker laktonu
olusumu ve saglam bazin salinimi gerceklesir. 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 olugmaktadir. Seker
peroksil radikallerinin en karakteristik 6zelligi karbon-karbon bagimi kirarak alkali bolge
olusturmalaridir. C5’ merkezli peroksil radikali oksil radikaline doniistiiriilerek parcalanma ile
DNA zincirinin kirilmasina, saglam bazin ve degismis sekerin serbest kalmasina yol
acmaktadir (114). DNA’daki degisiklige ugramis seker gruplart DNA zincirinden salinabilir
ya da fosfat baglariyla DNA’ya bagh kalabilir.

Baz ve seker radikallerinin reaksiyonlari; degisik modifiye baz ve sekerler, kontrolsiiz
baz dizilimi, zincir kirilmalar1 ve DNA-protein ¢apraz baglarint meydana getirirler. Oksidatif
DNA hasarlar1 da denilen bu tip hasarlar mutagenezise, kanserogenezise ve yaslanmaya yol

acmaktadir (115).
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4.5. Antioksidan Savunma Sistemleri
Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek
icin viicutta “antioksidan savunma sistemleri veya antioksidanlar” adi verilen birgok
savunma mekanizmalar1 gelismistir. Biitiin hiicreler, giiclii savunma sistemlerinin varligi ile
oksidatif strese karsi savasmaktadirlar. Savunma sisteminde Oncelikle enzim sistemi ve
serbest radikal tutuculari etkili olmaktadir. Eger serbest radikaller nétralize edilmezlerse
viicutta ciddi hasarlara neden olabilirler. Bu hasarlar genel olarak soyle siralanabilir;
1.Hiicre membran biitlinliigliniin bozulmasi
2.Membran lipit ve proteinlerinin denatiirasyonu
3.Niikleik asitlerin (DNA/RNA) mutasyonu
4 Immiin sistemin supresyonu
Organizmada oksidan tiriinlere kars1 savunma ii¢ sekilde ger¢eklesmektedir;
1.Serbest radikal reaksiyonlarinin sonlandirilmasi
2.Serbest radikal reaksiyonlarinin sinirlandirilmast
3.0lusan serbest radikallerin detoksifikasyonu
Antioksidanlarin baslica etki mekanizmalar1 ise sOyledir;
1.Toplayict etki: Serbest oksijen radikallerini tutma veya daha zayif bir molekiile
cevirme islemidir. Antioksidan enzimler bu tip etki gosterirler.
2.Bastirict etki: Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktif hale doniistiirme islemidir. A vitamini ve flavanoidler bu tip etki

gosterirler.

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

4.0Onarict etki: Serbest oksijen radikallerinin yapmis oldugu hasar1 tamir etme

islemidir (140).

I. Enzimatik Antioksidanlar

1. Siiperoksit Dismutaz (E.C.1.15.1.1)

SOD siiperoksit anyonunun hidrojen perokside dismutasyonunu katalizler.
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Oy + Oy + 2H" SOD H,0, + 0O,

SOD, glutatyon peroksidaz ve katalaz oksijen radikalleriyle olusan hasara karsi baslica
enzimatik savunma mekanizmalaridir. SOD ile O2" ‘nin dismutasyonu ile H,O, ¢ikarilmast
hiicre i¢in biyolojik avantaj saglar. Hiicreden H,O, ¢ikarilmasi i¢in SOD; katalaz ve glutatyon

peroksidaz enzimleri ile birlikte ¢alisir (141,142).

2. Katalaz (E.C. 1.11.1.16 )

Katalaz yapisinda hem grubu igerdiginden bir hemoprotein olarak kabul edilmistir
(143). Kan, kemik iligi, karaciger, bobrek ve miikéz membranda yiiksek miktarda
bulunmaktadir. H,O, olusum hizinin diisiik oldugu durumlarda peroksidatif tepkimeyle
(tepkime 1) veya H;O; olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle

(tepkime 2) hidrojen peroksiti suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirir.

H,O, + AH, — 2H,0 + A (Tepkime I)
H202 + H202 — 2H20+ 02 (Tepklme H)

3. Glutatyon Peroksidaz ( E.C 1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hidrojen peroksidlerin indirgenmesinden sorumlu
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 rediiksiyonunu
katalizler (143).

H.0, + 2GSH GSH-Px. 353G + 2H,0

ROOH + 2GsH PHAE - coog + ROH + HLO

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

fosfolipid hidroperoksidlerini, alkollere indirger.
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H,O, + 2G8H FLOSH-Px. aass + om0

ROOH + 2GsH FPLGSH-Px.  GssG + RCH + H;O

PLOOH + 2G5H PLGSH-PE.  mess i prog +H,0

Membrana bagli en 6nemli antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugu zaman PLGSH-
Px membranin peroksidasyona karsi korunmasini saglar.
Hidroperoksidlerin rediikte olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon rediiktazin

katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’a doniisiir.

Flutatyon

G35G + NADPH + @ _Fediktaz . onep | Napp:

GSH-Px’in, fagositik hiicrelerde 6nemli 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.

4. Glutation-S-Transferaz ( E.C.2.5.1.18)

Glutation-S-Transferaz (GST)’lar antioksidan aktivitelerine ilave olarak ¢ok onemli
baska 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¢ i¢e gegmis substrat
Ozgiilliigiine sahip oldugunu ortaya koymus ve bunlar ‘glutatyon-S-transferaz’ lar ad1 altinda
toplanmistir. Giiniimiizde ise tlire bagimsiz bir siniflama yapildiginda GST’lar geleneksel
olarak ii¢ sitozolik bir de mikrozomal olmak iizere dort ana gruba ayrilirlar. Basta arasidonik
asid ve lineolat hidroperoksidleri olmak tizere lipid peroksidlerine kars1t GST’lar Se-bagimsiz

GSH peroksidaz aktivitesi gostererek bir defans mekanizmasi olustururlar.
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35T
ECOH + 2G5H ——— = G555 + ECOH + HaO

Homodimerik veya heterodimerik enzimler olan GST’larin, arastirilan tiim canh
tiirlerinde bulunmas1 bunlarin hayati 6neminin gostergesidir. Bu enzimler katalitik ve katalitik
olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptirler. Hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre ici
baglayici ve tasiyici rolleri vardir. Katalitik olarak; yabancit maddeleri glutatyon (GSH)’daki
sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik bolgelerini nétralize ederler ve
iriiniin 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 zararl kimyasallarin hiicre i¢i detoksifikasyonunda rolleri oldugunu gozterir.

Metabolize edilmeyen lipofilik-hidrofobik pek c¢ok bilesigi baglamalar1 ise bu
enzimler i¢in depo ve tasima rolii listlendigini gosterir. Bir¢ok pigment (bilirubin, hematin,
bromstilfattalein, indosiyanin gren gibi), kolik asitler, steroid hormonlar, polisilik ariomatik

hidrokarbonlar bu proteinler tarafindan baglanip taginabilmektedirler.

5. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz
Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla

siiperoksidi detoksifiye eden enzimdir.

40,7 + 4H’ + 4¢° — 2H,0

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

antioksidan enzimler devreye girerek siiperoksidin zararl etkilerine engel olurlar.

I1. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1. C Vitamini (Askorbik Asit)

C vitamini, Suda ¢oziinme Ozelligi gosterir; ancak lipit peroksidasyonunu baglatan

radikallerin etkilerini yok ederek, lipitleri oksidasyona kars1 korur.
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C vitamini, antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasii engeller. E
vitaminin rejenerasyonunda gorev alarak tokoferoksil radikalinin a-tokoferole indirgenmesini
saglar. Boylece E vitamini ile birlikte LDL oksidasyonunu etkili bir sekilde engellemis olur.

C vitamini, fagositoz i¢in de gereklidir. Bu vitaminin kemotaktik cevabi artirdigi
gorilmiis; oksidatif patlama sirasinda c¢evreye yayilan reaktif bakterisidal molekiillerin
bakterisidal etkisini saglayan intraselliiler konsantrasyonlarinda bir azalma yapmadan,
oksidatif parcalanma tiirlinlerinin zarar verici etkilerini 6nledigi gézlemlenmistir.

C vitamini, organizmada bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgen (rediiktan)
olarak gorev yapmaktadir. Prokollajenin yapisinda yer alan lizin ve prolinin
hidroksilasyonundan sorumlu enzim olan protokollajen hidroksilazin yapisinda C vitami
kofaktor olarak gorev yapar. Bu hidroksilasyon reaksiyonu olmaz ise kollajen fibrilleri
arasinda ¢apraz baglantilar olugsmayacak ve kollajen dokunun biitiinliigli bozulacaktir. Benzer
sekilde C vitamini, y-biitirobetainin hidroksilasyonu ile karnitin olusumunda rol oynar.
Tirozin metabolizmasinda, mikrozomal ilag metabolizmasinda, adrenallerde epinefrin ve
antiinflamatuvar  steroidlerin  sentezinde, folik asit metabolizmasinda ve 1okosit
fonksiyonlarinda C vitamini etkili olmaktadir. C vitaminin bu islevleri 6zellikle Fe™ enzim
sistemleri tizerindeki indirgen etkisine baglidir.

Askorbik asit giiglii bir indirgeyicidir. Dehidroaskorbik asit ile bir redoks sistem
olusturur. Standart sartlarda oksidan ve rediiktan kapasitesi esittir. Ancak fizyolojik sartlarda
bu esitlik saglanamadigi i¢in askorbik asit elektron vericisi olarak gorev yapar. Bu
Ozelliginden dolay1 biyolojik sistemlerde askorbik asitin en Onemli fonksiyonu hidrojen
tasiyicisi olarak rol oynamasidir. Askorbik asit suda ¢oziinen siiperoksit (O,), single oksijen
(0,™) ve hidroksil radikalleri (OH) ile direk olarak reaksiyona giren zincir kiran bir
antioksidandir.

Askorbik asitin diger bir 6zelligi, antioksidan etkisinin yaninda pro-oksidan etki de
gostermesidir. Askorbik asit metal iyonlarinin varliginda pro-oksidan gibi rol oynar. Askorbik
asit feri demiri (Fe™) ferro demire (Fe™) indirgeyen siiperoksit radikali (O,) disindaki tek
hiicresel ajandir. Bu yolla askorbat, proteine bagli olan ferri demiri uzaklagtirarak yada
dogrudan indirgeyerek fenton reaksiyonunda hidrojen peroksitle (H,O,) etkilesmeye uygun
olan ferro demire doniistiiriir. Yani hidroksil radikalleri (OH') liretimine katkida bulunur. Bu
ozelliginden dolay1 askorbik asit serbest radikal reaksiyonlarinin dnemli bir katalizorii veya

bir pro-oksidan olarak degerlendirilir. Fakat bu etkisi sadece diisiikk konsantrasyonlarda
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goriilmekte olup daha yiiksek konsantrasyonlarda ise gii¢lii bir antioksidan olarak etki

gostermektedir (144).

2. A Vitamini (3—Karoten)
B -karoten yagda ¢oziinen bir antioksidan olarak serbest radikaller biyolojik hedeflerle
interaksiyonuna girmeden Once direkt olarak onlar1 yakalayabilir ve ayn1 zamanda zincir kiran

bir antioksidan olarak etki ederek de peroksit radikalleri olusumunu 6nler (142,143).

3. E Vitamini (a -Tokoferol)

o -Tokoferol yagda ¢oziinen ve zincir-kiric1 bir antioksidandir. En 6nemli gorevi
serbest oksijen radikallerinin ataklarina karst membran lipidlerindeki yag asitlerini
korumaktir. Mitokondri, endoplazmik retikulum ve plazma membran fiosfolipitlerinin o -
tokoferole kars1 ¢ok yiiksek affinitesi vardir. Tokoferoller fenolik bir hidrojeni
peroksidasyona ugramis bir doymamis yag asidindeki serbest peroksit radikaline aktarirlar

(127). Bunun sonucunda serbest radikal zincir reaksiyonlar1 kirilir.

ROO" + Toc-OH — ROOH + Toc-O
ROO" + TocO — ROOH + Serbest olmayan radikal
Toc-OH = TOKOFEROL

Olusan serbest a -tokoferol radikali bundan sonra yeni bir serbest peroksit radikaliyle
reaksiyona girer. Boylece a -tokoferol kolay rezersible oksidasyona ugramaz. Kroman halkas1
ve yan zincir seklindeki serbest olmayan radikal iirlinline okside olur. Bu oksidasyon iiriinii
ikinci konumundaki hidroksil grubu iizerinden glukuronik asit ile konjugasyona ugrayarak
safra yoluyla atilir (144).

Tokoferoliin antioksidan etkisi yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda etkilidir. Bundan
dolay1 en yiiksek oksijen kismi basinglarina maruz kalan lipit yapilarinda 6rnegin eritrosit ve

solunum sistemi membranlarinda etkileri belirgindir (145,146).
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4. Polifenoller/Flavanoidler
Fenoller, aromatik halkaya bagli OH grubu igeren etkili antioksidanlardir, ¢iinkii bu
bilesiklerden olusan radikaller, rezonans kararliligina sahiptir, bu nedenle diger radikallere

gore etkin olmayan radikallerdir.

5. Transferin ve Laktoferrin
Demiri baglayarak lipid peroksidasyonu ve demir Kkatalizli Haber-Weiss

reaksiyonlarina katilimini durdurur veya yavaglatir.

6. Seruloplazmin

Plazma antioksidan aktivitesinin Onemli bir kismmi akut faz proteini olan
seruloplazminden  kaynaklanir.  Plazmada  bakir tasiyan  seruloplazmin, demir
metabolizmasinda da rol oynamaktadir. Seruloplazmin ferro-oksidaz aktivitesine sahiptir,
ferro demiri (Fe*?) ferri demire (Fe™) okside ederek fenton reaksiyonunu ve bdylece hidroksil
radikali olusumunu ve bu sekilde demir iyonuna bagli lipid peroksidasyonunu inhibe eder.

Daha az 6nemli olmakla birlikte siiperoksit radikali ile reaksiyona da girer.

7. Albiimin

Albliimin kuvvetli sekilde bakir ve zayif olarak da demiri baglar. Yiiksek
konsantrasyonlarda (40-60 mg/ml) bulunur. Albumine bagli bakir, Fenton reaksiyonuna
katilabilir fakat albumin ylizeyinde olusacak olan OH radikali albumin tarafindan temizlenir
ve radikalin serbest sollisyona ka¢masina izin vermez. Ayni1 zamanda myeloperoksidaz tiirevi
bir oksidan olan HOCI’1 hizli bir sekilde temizler.

8. Urik Asit

Kuvvetli olarak demir ve bakir baglar. Pek ¢ok serbest radikali plazmadan temizler. C

vitaminin oksidasyonunu engeller.
9. Bilirubin

Hem katabolizmasi ile meydana gelen ve albumine bagli olarak tasman bir safra

pigmentidir. Siiperoksit ve hidroksil radikallerini toplama gdrevine sahiptir.
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10. Melatonin
Kan-beyin bariyerini gegebilen lipofilik etkili gii¢lii bir antioksidandir. Serbest OH
radikalini ortadan kaldiran bilinen atioksidanlarin en giigliisii olarak kabul edilmektedir.

Antioksidan etkisi ile kanserin ilerleme ve gelisme sathalarini geciktirir.

11. Glutation (GSH)
Karacigerde glutamikasit, sistein ve glisinden sentezlenen, suda ¢oziinen antioksidan

dir.Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur.

12. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein (HDL)
HDL kolesterol, siiperoksit ve hidroksil radikallerinin iiretimini 6nleyerek koroner

kalp hastaliklarina kars1 koruyucu etki gosterir.

13. Ferritin

Demiri depolayan antioksidan etkili bir plazma proteinidir.

14. Mannitol
Ortamdaki OH radikalini toplayarak temizleyen antioksidan etkili bir maddedir. Beyin

O0deminin tedavisinde sik kullanilir.

15. Ubikinon (Koenzim Q)

Mitokondriyal ETZ’nde elektron taginmasinda gorev alan benzokinon tiirevi bir

koenzimdir.

16. Allopurinol/Oksipurinol
Ksantin oksidaz enzimini inhibe edip, dogrudan hidroksil radikali ve hipoklorit

radikalini azaltic1 olarak etki eder.

17. Sistein/Asetilsistein
Stiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.
18. Haptoglobin

Plazmadaki serbest hemoglobini baglayan bir akut faz reaktanidir.
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19. Adenozin

Adenozin trifosfat (ATP)’1n bilesiminde yer alan bir piirin niikleozitidir.

20. Hemopeksin
Hemoglobin hem ve globine par¢alandiktan sonra sadece hem grubunu baglayan bir

proteindir.

21. Lipoik asit
Vitamin benzeri antioksidan etkili bir bilesiktir. Diyabetik noropatide ve Alzheimer

hastaliginda beyin fonksiyonlarinin korunmasinda faydali oldugu belirtilmektedir.

22. Histidin

Bazik etkili yar1 esansiyel bir amino asittir.

23. Selenyum
Antioksidan etkili bir enzim olan glutation peroksidazin yapisinda yer alan bir eser

elementtir.

24. Sitokinler

Hiicreler arasi iletisimde rol oynayan, immiin sistem hiicreleri tarafindan salinan,
enflamasyon ve immiinitenin hemen her fazinda etkili olan protein yapisinda maddelerdir.
Sitokinler, basta katalaz olmak {izere antioksidan enzimleri aktive ederler. Ancak proteolitik

enzimleri de aktive ettikleri i¢in zararli da olabilirler.

4.6. Total Oksidatif Stres (TOS)

Oksidatif stres; viicudumuzda mecut oksidative-antioksidative dengenin oksidanlar
lehine bozulmasi sonucu meydana gelen patolojik durumdur. Oksidatif stresin toplam degeri;
total oksitatif stres veya total oksidan status/seviye (TOS) olarak ifade edilir. Bu fenomen,
asir1  reaktif oksijen ve/veya nitrojen tiirlerinin iiretimi veya antioksidan tampon

mekanizmasinin eksikligi sonucu olusur. Reaktif oksijen ve nitrojen iirlinleri toksiktir ve
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hiicrenin lipit, protein ve DNA gibi biyomolekiillerinezarar verir. Damar endoteli de bu

durumdan kismen etkilenmektedir.

4.7. Total Antioksidan Status/Seviye (TAS)

Total antioksidan kapasite (TAK)’yi gosterir. Normal kosullarda organizma, endojen
ve eksojen serbest radikallerin olusturdugu oksidatif stres ile miicadele eden kompleks bir
antioksidan savunma sistemine sahiptir. Viicutta olusan oksidan durumlarin tamponize
edilmesinde kan c¢ok Onemli bir rol oynamaktadir. Kan, antioksidanlarin tiim viicuda
dagitilmasini saglar (147).

TAS/TAK’ye en biiylik katki plazmada bulunan antioksidan molekiillerden
gelmektedir. Plazmada serbest demiri toplayan transferrin ve seruloplazmin gibi proteinler
yaninda serbest radikalleri kapan zincir kirici antioksidanlar da bulunmaktadir. Albiimin, tirik
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 miktarinin albiimin, iirik asit ve askorbik asit
miktarindan az olmasindan kaynaklanmaktadir. Plazmada antioksidanlar etkilesim igindedir.
Bu etkilesimden dolayi bilesenlerin tek baslarina yaptiklar etkinin toplamindan daha fazla bir
antioksidan etki olusmaktadir. Bu sinerjik etkiye Ornek olarak; glutationun askorbati,
askorbatin da tokoferolii yeniden aktiflestirmesi verilebilir. Total antioksidan seviyesinin
Olclimii, antioksidanlarin tek tek seviyelerinin Slgiimiinden daha degerli bilgiler verir. Bu
ylizden kanin antioksidan diizeyi durumunu saptamada bireysel antioksidanlardan ziyade
bunlarin toplam antioksidan degerini veren toplam antioksidan kapasite Ol¢limii

yayginlagsmaktadir (148, 149).

4.8. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)
Total peroksitlerin, total antioksidanlara boliinmesiyle elde edilen oransal bir indekstir.

OSTI'nin yiiksek olmasi oksidatif stresin arttigin1 gosterir (150, 151).

Total Oksidatif Stres (TOS)
Oksidatif Stres indeksi (OSI) =

Total Antioksidan Status (TAS)
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5. MATERYAL ve METOD

Bu ¢alismamizda, Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Beyin ve Sinir Cerahisi poliklinigine basvuran bel fitig1 tanisi1 almis, bel fitig1 haricinde
herhangi bir sistemik hastaligi olmayan, alkol, sigara ve ila¢ kullanmayan, yas ortalamalari
30-55 yas arasi olan 35’1 erkek, 40’1 kadinlardan olusan toplam 75 kisi hasta grubu olarak
alindi. Ayrica yas ortalamalar1 30-55 yas arasi olan, herhangi bir sistemik hastaligi olmayan,
alkol, sigara ve ilag kullanmayan 70 kisi kontrol grubu olarak alindi. Klinik olarak tiim
hastalar detayli bir sekilde genel fizik muayeneden gecirildi. Tiim hastalarda bel fitig1 tanisi
Manyetik Rezonans goriintiileme yontemi ile konuldu. Alinan kan 6nekleri santrifiij edildi ve
serumlari ayrildi. Elde edilen serum 6rnekleri ¢aligilincaya kadar —80 °C ‘de muhafaza edildi.
Calisma giinli serum Ornekleri, prolidaz enzim aktivitesi, total antioksidan seviye ve total
oksidan seviye durumlar1 degerlendirmek iizere ¢ozdiiriildii. Prolidaz enzim aktivitesi i¢in
kolorimetrik dl¢iim yontemi olan yeni gelistirilen modifiye (optimize) chinard metodu, total
antioksidan seviye ve total oksidan seviye durumlarimi 6lgmek iizere Erel tarafindan

gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontem kullanildi.

5.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler
1- Santrifiyj (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 analizorii (Aeroset”, USA)

7- Vorteks ( DCA-VE®-2)

8- Visible spektrofotometre (Jasco®™ V-530 UV/VI3 Spectrofotometre)
9- Su banyosu (Niive® BM 402)
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5.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo 4: Kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde Ada Formiili Firma ve Katalog no
L-Prolin Cs H,NO, Sigma® P-0380
Glisil-Prolin C; HoN,0;5 Sigma® G-3002
Magnezyum kloriir MgCl,6H,0 Riedel ® (IV) hidrat
Glasiyel asetik asit CH3;COOH Merck® 541
Ortofosforik asit H;PO, Merck® 564
Trizma HCI C,H;,NO;HClI Sigma®T-3253
Trizma BASE C4H11NO3 Sigma® 93349
Ninhidrin CoHgO4 Sigma® N4876
Manganklortir (ll)hidrat MnCl,H,0 Merck®5917
Glutatyon GSH Merck®
Sulfurik asit H,SO0, Merck®
Sodyum kloriir NaCl Merck®
O-Dianisidine dihydrochloride C14H,eN,0, 2HCI Sigm ®
Hidroklorik asit HCl Merck®
Ferroz amonyum siilfat Fe(NHy)2(SO4)» 6H,0 Merck®
Hidrojen peroksit H,0, Merck®
Xylenol orange Cs,HN,015S Sigma®
Glycerol CH,OHCHOHCH,OH Merck®
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5.3. Prolidaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Bu konuda yapilan bir¢ok ¢alismada prolidaz enzim aktivitesi 6l¢iimil yontemi i¢in en
sik olarak Chinard tarafindan tanimlanan ninhidrin tepkimesi kullanilmistir (152,153). Bu
tepkime daha sonradan Myara ve arkadaglari tarafindan bazi degisiklikler yapilarak optimize
edilmistir (154). Bu yontemde MnCl, (Mangan kloriir) ile 24 saat 6n inkiibasyon yapilip
aktive edilen enzim, Gly-pro ( Glisil-prolin ) substrati ile (km=2.9 mM) 30 dakika inkiibe

edilip, agiga ¢ikan prolin miktar1 6l¢iilerek enzim aktivitesi hesaplanmistir (155).

5.3.1.Serum Prolidaz Aktivitesi Ol¢iim Yontemi (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 diizeyi 6l¢iiliir. Rengin siddeti prolin konsantrasyonuna baglhidir ve

spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

Glisil-Prolin ~ PROLIDAZ_  Glisin + Prolin

Deney 3 basamaktan olusur:
1. Enzim aktivasyonu i¢in; Numunenin Tris-HCI ve MnCl, ile preinkiibasyonu
2. Ornek ile glisil - prolinin inkiibasyonu

3. Serbestlesen prolinin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi

5.3.1.1. Prolidaz Aktivitesi Ol¢iimiinde Kullanilan Ayiraglar

1. On inkiibasyon ¢ozeltisi : pH:7’de 50 mmol/L Tris HCI tamponu icerisinde, 1 mmol/L
GSH , 50 mmol/L MnCl ; ¢ozdiiriildii.

2. Substrat ¢ozeltisi: Oninkiibasyon ¢ozeltisi icerisinde 144 mmol/L glisil-prolin

dipeptidi ¢ozdiiriildii. Ancak substrat ¢cozeltisi i¢cin pH:7.8’lik Tris HCI tampon kullanildi.
3. Tepkimeyi durdurma ¢ozeltisi : 1 mL glasiyal asetik asit kullanildi.

4. Ninhidrin ¢ozeltisi (modifiye (optimize) chinard ¢ozeltisi) : 0.5 mol/L’lik ortofosforik
asit igerisinde 3 g/dL olacak sekilde ninhidrin manyetik karistirici ve 1s1 yadimiyla 70 °C‘de

eritildi.

59



5. Prolin standardi : 5 mg L-prolin bir miktar deiyonize su igerinde ¢ozdiiriiliip son

hacmi 100 mL ye tamamlandi.
Islem

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

b-) Karisimin iizerine 144 mmol/L Gly-pro igeren substrat ¢ozeltisinden (pH 7.8) 100
uL eklenerek 37 °C’ de 5 dakika inkiibe edildi.

¢-) Daha sonra inkiibasyonsuz (sifir zaman) tiipleri hazirlandi. Inkiibasyonlu tiiplere
inkiibasyonun sonunda 1mL glasiyal asetik asit ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Inkiibe
edilmemis Ornek bulunan sifir zaman tiiplerine de ayn1 hacimde glasiyal asetik asit ilave

edilip reaksiyon durduruldu.

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

tamponu (pH:7.8) ve 1 mL Ninhidrin ¢ozeltisi eklendi.

Aviraclar Kor  Standart Inkiibasyonlu Inkiibasyonsuz

- On islemden gecen cozelti - - 1.2 1.2
toplam hacmi (mL)
- Glasiyal asetik asit (mL) 1 1 1 1
- Tris HCL pH 7.8 (uL) 300 300 300 300
- Ninhidrin ¢ozeltisi
(modifiye(optimize) chinard
cozeltisi) (mL) 1 1 1 1

- Standart (pL) - 1 - -

e-) Yukardaki islemler uygulandiktan sonra tiiplerin agz1 kapatilarak 90 °C’ de su

banyasunda 20 dakika bekletildi. Daha sonra buzlu su banyosunda sogutulup beklenmeden
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515 nm’deki absorbanslar substratin katilmadig1 &rnek kériine kars1 okutuldu. Olgiilen prolin
derisimleri standart olarak kullanilan 5 mg/dL’lik L-prolin ile karsilastirilarak hesaplandi.
Prolidaz enzim aktivitesi birimi olarak, enzimin Gly-Prolin substratini pargalayarak prolin
olusturdugu basamaktaki 1 dakikada olusan umol/L cinsinden prolin olarak tanimlandi.

Ninhidrin tepkimesindeki prolinin molar absorbans katsayis1 27.2°dir (156-160).

5.4. 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 (umol/L)
S: Standart absorbans degeri

Faktor: Diliisyon degerleri/inkiibasyon peryodu

Prolidaz aktivite diizeyi : (A-B) x [S] x Faktor : 1 litrede 1 dakikada olusan

S umol prolin miktari

Serumda aktivite tanim : lpmol substrati 1 dakikada degisiklige ugratan enzim

miktar1 olarak yapilmistir. Birim U/L olarak tanimlanmustir.

5.5. Total Antioksidan Seviye veya Kapasite (TAS veya TAK)
Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik bir yontem olup, giiglii serbest radikallere

kars1 viicudun total antioksidan kapasitesini dlgen bir metottur.

Total Antioksidan Seviye Ol¢iimiinde Kullanilan Ayiraclar

Reaktif 1: 75 mM Clark tamponu (pH:1.8) icerisinde 10 mM o-dianisidine

dihydrochloride ve 45 uM Amonyum ferr6z siilfat ¢oziilerek hazirlanir.
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Reaktif 2: Clark tamponu (pH:1.8) igerisinde 7,5 mM Hidrojen peroksit (H,0O,)

¢Ozdiiriilerek hazirlanir.
240 nm’de spektrofotometrik olarak End-Point 6l¢iim yapilir.

Prensip

Fe®"—o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon olusturarak
OH radikalini olusturur. Bu giiclii reaktif oksijen tiirii indirgen diigsik pH’da renksiz o-
dianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidyl radikallerini
olustururlar. Dianisidyl radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumu
artmaktadir. Ancak orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak renk
olusumunu  durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik analizérde 240 nm’de

spektrofotometrik olarak 6l¢iilerek sonug verilmektedir (161). (mmol Troloks Eqv./L)

5.6. Total Oksidan Seviye (TOS)

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir.

Total Oksidan Seviye Ol¢iimiinde Kullanilan Ayiraclar

Reaktif 1: 140 mM NaCl ¢ozeltisi icerisinde 25 mM H,SO4 ¢oziilerek ana soliisyon
hazirlanir. Ana soliisyonda dnce % 10 oraninda glycerol ¢oziiliip daha sonra 250 uM xylenol

orange c¢oziilerek hazirlanir.

Reaktif 2: Ana soliisyon igerisinde 6nce 10 mM o-dianisidine dihydrochloride

¢cOzdiiriiliip sonra 5 mM Amonyum ferroz siilfat ¢oziilerek hazirlanir.

560 nm’de spektrofotometrik olarak End-Point 6l¢iim yapilir.

Prensip

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

spektrofotometrik olarak 6l¢iilmektedir (162). (umol H,O, Eqv./L)
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5.7. Oksidatif Stres indeksi (OSI)
Oksidatif Stres Indeksi (OSI); Total Oksidan Seviye (TOS)’nin Total Antioksidan
Seviye (TAS)’ye boliinmesi ile hesaplandi.

Total Oksidatif Stres (TOS)

Oksidatif Stres Indeksi (OSI) = (AU)
Total Antioksidan Status (TAS)

5.8. Yapilan Istatistiksel Analizler
Ticari bir program olan SPSS 11.0 kullanilarak gerekli istatistiksel analizler yapildi.
p<0,05 anlamli olarak kabul edildi. Gruplar aras1 farki degerlendirmek i¢in student t-test

kullanildi. Parametreler arasi iligkileri degerlendirmek igin ise Pearson korelasyon analizi

kullanildi.
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6. BULGULAR

Calismamiza dahil edilen hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyet, yas, agirlik, uzunluk ve
BMTI’den olusan demografik degerleri arasinda istatistiki bakimdan anlaml bir fark yoktu (p
>0,05) (Tablo 5).

Tablo 5. Hasta ve kontrol gruplarinin demografik ve karakteristik bilgileri

Kontrol (n=70) Hasta (n=75) p
Ortalama + S.D. Ortalama + S.D.
Cinsiyet (E/K) 32/38 36/39 > 0,05
Yas (Yil) 28.94 £+ 6.15 27.11+10.13 > 0,05
Agirlik (Kg) 65,3 +9,18 63,5 £8,51 > 0,05
Uzunluk (cm) 165 + 14 163 + 15 > 0,05
BMI (kg/m?) 22,5 6,5 23,8 +54 > 0,05

Calismamizin sonucunda, prolidaz aktivitesinin hasta grubunda kontrol grubuna gore
yaklasik iki kat1 kadar arttig1 (p <0,001), total oksidan seviyenin hasta grubunda ytikseldigi (p
<0,001), total antioksidan seviyenin ise hastalarda diistiigii (p <0,01) ve buna bagl olarak
oksidatif stres indeksinin de hasta grubunda yiiksek oldugu (p <0,001) goriildii. Sonuglarimiz

Tablo 6’ da 6zetlenmistir.

Tablo 6. Hasta ve kontrol gruplarinda Prolidaz, Total Antioksidan Seviye, Total
Oksidan Seviye degerleri

Kontrol (n=30) Hasta (n=75) P Degeri

Prolidaz (U/L) 315+49 688 + 51 <0,001
Total Oksidan Seviye (umol

11,2+ 1,2 143+3,4 <0,001
H202 EqV/L)
Total Antioksidan Seviye

1,11 +0,15 1,02+0,14 0,01
(mmol Troloks Eqv./L)
Oksidatif Stres indeksi (AU) 10,3 +1,5 14,4 £ 4,7 <0,001
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Tablo 7°de gosterdigimiz gibi, yaptigimiz korelasyon analizinde, prolidaz aktivitesi
ile; total oksidan seviye arasinda pozitif bir korelasyon (= 0,373, p <0,001), total antioksidan
seviye arasinda negatif korelasyon (r=-0,384, p <0,001) ve oksidatif stres indeksi arasinda ise
pozitif korelasyon(r=0,489, p <0,001) oldugu goriildi.

Tablo 7. Hasta ve kontrol gruplarinda Prolidaz, Total Antioksidan Seviye, Total

Oksidan Seviye arasindaki korelasyon

TOS TAS OSi

r 0,373 -0,384 0,489
Prolidaz

p 0,001 0,001 <0,001

r -0,275 0,890
TOS p 0,017 <0,001

r -0,652
TAS

p <0,001

Prolidaz aktivitesi ile total oksidan seviye arasindaki korelasyon dagilim grafiginde
parametreler arasinda dogrusal iligki oldugu goriildii (Sekil 11).
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Total Oksidan Seviye (umol H202 Eqv./L)

Sekil 11. Prolidaz ve Total Oksidan Seviye arasindaki korelasyon
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Hasta ve kontrol gruplari arasindaki prolidaz aktivitesi i¢in yapilan boxplot grafiginde

hasta grubunda yaklasik olarak iki kat1 kadar artis oldugu goriildii (Sekil 12).
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Kontrol (n=70) Hasta (n=75)

Sekil 12. Hasta ve kontrol gruplari arasinda serum prolidaz aktivitelerinin karsilagtiriimasi

Hasta ve kontrol gruplari arasindaki total oksidan seviye i¢in yapilan boxplot

grafiginde hasta grubunda kontrol grubuna gore artis oldugu goriildii (Sekil 13).
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Sekil 13. Hasta ve kontrol gruplar arasinda Total Oksidan Seviyenin karsilastirilmasi
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Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki total antioksidan seviye i¢in yapilan boxplot

grafiginde hasta grubunda kontrol grubuna gore bir azalma oldugu goriildii (Sekil 14).

Total Anticksidan Seviye (mmol Trolax BEqv/L)

Kontrol (n=70) Bel fitig1 (n=75)

Sekil 14. Hasta ve kontrol gruplar arasinda Total Antioksidan Seviyenin karsilastirilmasi

Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki oksidatif stres indeksi i¢in yapilan boxplot

grafiginde hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli artis oldugu gortildii (Sekil 15).
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Sekil 15. Hasta ve kontrol gruplari arasinda Oksidatif Stres Indeksinin karsilastirilmasi
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7. TARTISMA VE SONUC

Bel agris1 is giicii kaybina yol agan hastaliklarin ilk siralarinda yer alir. Lomber disk
hernisi ise bel agrisinin en sik sebebidir. Geng-orta yas, erkek cinsiyet, ailesel yatkinlik,
gecirilmis travma, sigara igmek ve ayrica asir1 mekanik zorlama, sedanter yasam, tekrarlayan
vibrasyonel etkilere maruz kalma gibi cevresel faktorler yaygin olarak karsilasilan risk

faktorleridir.

Disk hernisi (fitiklasma); nukleus pulpozusun annulus fibrozusdaki yirtiklarin i¢ine ya
da bu yirtiklar yoluyla disar1 kagmasidir. Bu ya travmatik bir olaydir ya da yapisal ve yasla
ilgili dejenerasyondur. Hareketli ve hareketsiz bolgeler arasindaki geg¢is bolgesi hareket
esnasinda daha fazla strese maruz kalir. Boylece insanlarda alt servikal ve lomber

intervertebral disklerde daha sik dejeneratif degisiklikler goriliir.

Intervertebral disk ~ 18 yasina kadar arteryel kanla beslenir. 20 yaslarmin sonu 30
yaslarinin basinda diskin vaskiiler beslenmesi oblitere olur. Bu yastan sonra cevreden
difiizyonla beslenir. Nukleus pulpozusun su igerigi azalir ve diskin dogal elastikiyeti bozulur.
Boylece kuvvetleri nonlineer ve asimetrik bi¢imde iletir. Annulusun zamanla frajil hale
gelmesi ve nukleusun su kaybederek fragmanlar halinde parcalanmasi herniasyonu
kolaylastirir. Bu nedenle lomber intervertebral diskte (IVD) yasla birlikte artan siklikta
annulus fibrozus yirtiklarinin olusmasi ve 35-55 yas grubunda IVD’e en fazla yliklenmenin
olmasi, bu yas grubunda yiiksek oranda bel fiti§1 goriilmesini acgiklar. Hernekadar
dejenerasyon gelisimi disk hernisi olusumuna direkt neden olmasa da, gii¢lii bir predispozan

faktordiir.

Vertebralar aras1 eklemlesmeyi saglayan intervertebral disk fibrokartilaj bir dokudur.
IVD vertebralarin amortisoriidiir, omurga kolonuna binen ytiklerin emilip dagitilmasina ve
omurganin diizgiin olarak hareket etmesine olanak verir, travmalar1 yayar ve dagitir.
Intervertebral disk, en igte yar1 sivi olan niikleus pulpozus, niikleus’u cevreleyen annulus
fibrozus ve annulusla ¢evrili niikleusu alt ve tstteki vertebra cisimlerinden ayiran iki kikirdak
uc¢ plaktan olusur. Biitiin bag dokularinda oldugu gibi intervertebral diskler de hiicreler
(¢cogunlugunu kondrositler olusturur), hiicre dist matriks ve sudan olusur. Annulus
hiicrelerinin ¢ogu Tip I ve Tip II kollajen yaparken nukleus hiicreleri yalnizca Tip II kollajen
sentez eder. Disk dokusu, yapisim ve saglamligini saglayan hiicre dist matriks, su ve

makromolekiillerden olusur. Su, doku yas agirliginin en biiyiik bilesenini olusturur. Suyun
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disk i¢inde ve disk disinda igeri ve disar1 dogru olan hareketleri hiicreler i¢in gerekli olan
metabolitlerin taginmasini ve katabolik iiriinlerin disk disina atilmasini saglar. Hiicre dist
matrikste proteoglikanlar {istiin durumdadir. Proteoglikanlar, bir protein cekirdek ve ona
baglanan polisakkarid zincirlerinden olusur. Voliim degisiklikleri proteoglikanlar ve onlar1
sararak geniglemelerini kontrol eden kollajenlerle dengelenir. Boylece, proteoglikanlarin
olusturdugu jolemsi yap1 igerisinde kolaylikla kayan kollajen lifler, yiiklenme sirasinda tensil
giiglere kars1 direng gosterir ve siddetli yiiklenmelerde bile dokunun su kaybetmesini onler.
Yasla ve dejenerasyonla birlikte total proteoglikan igerigi azalir. Sonugta IVD’nin hidrasyon
ozelligi azalir.

Kollajen, bag doku iskeletinin temelini saglar. Kollajenin aminoasid kompozisyonu,
%33 glisin, %20-25 prolin ve hidroksiprolin, %5-11 lizin ve hidroksilizinden olusur. Kollajen
sadece pek cok organ ve dokunun degil ayn1 zamanda ekstraselliiler matriksin de yapisal bir

bileseni olmasi nedeniyle bir¢ok organ, doku ve hiicre patolojisinden de etkilenmektedir. (94).

Prolidaz kollajen yapisindaki prolinin glisil ile yaptig1 peptid bagini yikan tek enzim
olmasindan dolay1 prolidaz aktivitesinin kollajen turnover hizi ile direkt olarak iliskili
olmasin bekleriz (88). lyidogan ve arkadaslar1 yaptiklar1 galismalarda serum prolidaz
aktivitesinin klinik laboratuvarlarda kemik yapim ve yikiminin bir gdstergesi olabilecegini
tespit etmislerdir (163). Camhson ve arkadaslart prolidaz eksikligi olan hastalarda
immunodipeptidiiri oldugunu gostermistir ve prolidaz eksikliginde en 6nemli degisikligin
kollajen yikiminin hizla artmasi1 oldugunu saptamislardir (92). Son yillarda disk ekstreleri ve
disk hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢alismalarla proteolitik enzimlerin varlig1 ortaya konmus,
dejeneresans ve herniasyon ile iligkileri irdelenmeye baslanmistir (4-9). Disk metabolizmasi
ile ilgili proteinazlar arasinda kalsiyum ve ¢inko iyonlari ile aktive olan kollajenaz, gelatinaz
ve stromelizin gibi matriks metalloproteinazlar (MMP) 6ne c¢ikmis durumdadir.(50,51)
Metalloproteinazlar zimojen formunda hiicre dis1 matrikse salinmakta, orada aktive olmakta
ve matrikste bulunan kollajen ve proteoglikanlar1 yikimini saglamaktadir. Aktive olmus
enzimler diskin kondrositik hiicrelerinden salinan doku metalloproteinaz inhibitorii (TIMP),
sitokinler (interlokin-1) ve biiyiime faktorleri gibi spesifik inhibitdrlerle kontrol edilir
(4,50,51). Omurganin degisik bolgelerine ait dejenere veya herniye olmus disk dokularinda
immunohistokimyasal, hiicre kiiltiirii veya doku ekstrelerinin biyokimyasal analizi gibi farkli
yontemlerle yapilan c¢alismalarin hepsinde, kollajenaz ve stromelizin diizeyleri kontrollere

gore anlamli oranda yiiksek bulunmustur (50). Disk dejeneresansinin, MMP’lar ile bunlarin
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inhibitorleri arasindaki denge bozukluguna bagli olabilecegi sonucuna varilmistir. Bu
caligmalar 15181nda biz de kolajenin metabolik dongiisiinde spesifik bir enzim oldugu i¢in
Onemi biiyiik olan ve hiicre i¢i protein yikiminin son basamaginda, 6zellikle yiiksek miktarda
prolin igeren prokollajenin yikimi asamasinda rol oynayan prolidaz enzim aktivitesinin disk
dejeneresans1t ve hernisindeki roliinii aragtirmak istedik. Prolidaz enzim aktivitesinin
Olciimiinde yeni gelistirilen modifiye (optimize) Chinard metodunu kullanarak yapmis
oldugumuz c¢alismamizin sonucunda, hasta grubunun degerleri ile kontrol grubu degerleri
istatistiksel olarak karsilastirdigimizda hasta grubunda prolidaz enzim aktivitesini anlamh
olarak yliksek oldugunu gordiik (P<0.01). Prolidaz aktivitesi, ekstraselliiler matrixin 6nemli
bir elemani olan kollajen proteininin metabolizmasini yansitmast bakimindan pekgok
hastaligin etiyopatogenezi, progresyonu ve klinik seyri ile degisiklige ugramasi c¢ok
muhtemel goziikkmekte, calismamizin sonucu bu ihtimali dogrulamaktadir. Bel fitigi
durumunda da gerek dejenere olan disklerin kendi yapisindaki kollajen proteinlerinin
metabolizmas1 gerekse herniasyon nedeniyle ortaya ¢ikan damarsal basilara bagl olarak bu
yapilardaki ve ekstraselliler matriksteki kollajen proteinlerinin  metabolizmalari
turnoverlarinin hizlanmasi sebebi ile 6nemli dlgiide degisiklige ugramistir. Hastalarda tespit
ettigimiz yliksek prolidaz diizeyleri bize kollajen turnoveri ve dolayisiyla metabolizmasinin

hizinin arttigin1 gosteren onemli bir biyokimyasal parametredir.

Normal fizyolojik kosullarda organizmada, mitokondriyal elektron transport sistemi
(ETS), aktive olmus fagositler, oksidan enzimlerin reaksiyonlari, arasidonik asit
metabolizmasi gibi endojen veya hava kirliligi, sigara dumani, radyasyon, stres, kimyasal
maddeler, antineoplastik ilaglar, glutation tiiketen ilaglar ve alkol gibi eksojen nedenlerle
serbest radikaller olugsmaktadir. Serbest radikaller yasam i¢in gereklidir ancak serbest radikal
zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir davranis gosterirse oksidatif stres meydana gelmektedir.
Organizma, olusan bu oksidatif stres ile miicadele eden komplike bir antioksidan defans
sistemine sahiptir. Total antioksidan duruma en biiylik katki plazmadaki serbest demiri
toplayan transferrin ve seruloplazmin gibi proteinler ve serbest radikalleri kapan zincir kirici
antioksidan molekiillerden gelmektedir. Albumin, iirik asit ve askorbik asit insan
plazmasindaki total antioksidan durumun % 85’inden fazlasini olusturur. Bu fark kanda
bilirubin, GSH, flavinoidler, o-tokoferol ve [-karoten gibi antioksidan durumun
komponentlerine nazaran albumin, {irik asit ve askorbik asitin seviyelerinin fazla olmasina

baglidir. Plazmada antioksidanlar bir etkilesim icindedir. Bu etkilesimden dolay1 bilesenlerin
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tek baglarina yaptiklari etkinin toplamindan daha fazla bir etki olugmaktadir. Serbest
radikallerin olusum hiz1 ile etkisizlestirilme hizi dengede oldugu siirece, organizma bu
bilesiklerden etkilenmemektedir. Buna karsilik savunma azalir veya bu zararli bilesiklerin
olusum hiz1 sistemin savunma giiclinii asarsa bu denge bozulmakta ve serbest radikallerin
zararl etkileri ortaya ¢ikmaktadir.

Total antioksidan durumun 6l¢limii, antioksidanlarin tek tek dl¢ctimiinden daha degerli
bilgiler verebilir bu yiizden kanin antioksidatif durumunu saptamada bireysel
antioksidanlardan ziyade bunlarin toplam antioksidan degerini veren toplam antioksidan
kapasite ol¢limii yayginlasmaktadir. Calismamizda, Erel tarafindan son yillarda gelistirilen ve
total —SH, vitamin C, {irik asit, vitamin E, bilirubin ve diger bir¢ok antioksidanin hassas bir
sekilde oOlgiildiigli total antioksidan kapasite ve plazmada bulunan hidroksil (OH"), hidrojen
peroksit (H,0»), singlet oksijen (O,'), lipid hidroperoksit (LOOH), superoksid (O) gibi
serbest radikallerin sebep oldugu oksidatif stresi 6lgmek icin total oksidan kapasite 6lglim
yontemlerini, tam otomatik kolorimetrik yontemler olmasi nedeniyle pratik ve giivenilir
sonuglarindan dolay1 kullanmay1 uygun bulduk (161,162). Calismamizin sonucunda, hasta ve
kontrol grubunun degerlerini istatistiksel olarak karsilastirdigimizda hasta grubunda kontrol
grubuna gore oksidatif stresin anlamli derecede yiiksek (p<0.01) oldugunu gordiik. Lomber
disk hernisi olan hastalarin serum total antioksidan seviyelerinin kontrol grubuna gére anlamli
derecede diisiik (p=0.01) oldugunu tespit ettik. Oksidatif stresin dengede olup olmadigini
saptamak icin ise oksidatif stres indeksini hesapladik ve lomber disk hernisi olan hastalarda
kontrol grubuna gore anlamli derecede yliksek (p<0.01) oldugunu saptadik.

Son yillarda oksidatif stres ve kollajen metabolizmasi iizerinde yogunlasan bazi
calismalar, artmig oksidatif stresin kikirdak dokuda yaslanmanin hizlanmast ve
proteoglikanlarin ve kollajen gibi kikirdak dokunun esas elamanlarinin yikima ugramasi gibi
birtakim dejeneratif degisikliklerin meydana gelmesi seklinde oOnemli etkiler ortaya
cikardigimi gostermistir (164). Bizim c¢alismamizda da bel fitig1 olan hastalarda oldukcga
yiikselmis olarak tespit ettigimiz oksidatif stresin bu hastalarda ortaya ¢ikan diskopati ve
intervertabral disk dejenerasyonunda rol oynadigini ve buna bagl olarak intervertabral diskin
yapitaglarindan biri olan kollajen yikiminin hizlandigin1 ve dolayisiyla turnover hizinin
arttigini sdyleyebilmemiz miimkiin goziikmektedir. Kollajen yikimi ve yeniden yapimi
(kollajen turnoveri) dongiisiinde onemli bir gosterge oldugu bilinen prolidaz aktivitesininde

hasta grubumuzda oldukga yiiksek bulunmasi bu varsayimimizi oldukga giiclendirmektedir.
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Bir¢ok calismada prolidaz enzim aktivitesi dl¢limii yontemi igin en sik olarak Chinard
tarafindan tanimlanan ninhidrin tepkimesi kullanilmistir (152,153). Prolidaz enzim aktivitesi
Olciimlerinde gozden kacan, ortamda var olan ve substratin pargalanmasi ile de agiga ¢ikan
prolin amino asidinin enzimi inhibe etme riskinin varligidir. Ciinkii prolinin prolidaz
enzimini, serumda fizyolojik olarak bulundugu konsantrasyonlarda giiclii bir sekilde inhibe

ettigi kanitlanmistir (156).

Omer Ozcan ve arkadaslar1 hem spektrofotometrik 6l¢iim yontemini optimize etmek
hem de prolin kaynakli inhibisyonu azaltmay1 amaclayan bir ¢alisma yapmiglardir (157).
Yaptiklart g¢aligmada, Myara ve arkadaslarinin tanimlamis olduklart yontem kiigiik
degisiklikler yapilarak kullanilmistir. Bu yontemde, 6n inkiibasyon basamagi optimize
edilmistir. Mangan belli bir derisime kadar enzim aktivitesini artirdig1 (158), bu derisimden
sonra enzim aktivitesinin baskilandig1 goriilmistiir. Hatta literatiirde uzun stireli
inkiibasyonda 100 mmol/LL Mangan derisiminde inhibisyon oldugu gdsterilmistir (159). Bu
nedenle Mangan enzim iizerinde uzun siirede gelisen yapisal bir degisiklige neden olabilir.
Ayrica MnCl, ile uzun siireli 6n inkiibasyon hem pratik olarak giic olup hem de MnCl,’nin
¢okmesine yol agmaktadir. Bu problemi ¢6zmek amaciyla MnCly’nin  bulundugu Tris
tamponunun pH’s1 diisiirliliip tepkimenin performansi incelendiginde, pH=7"de MnCl,’nin
¢okmedigi ve tepkimenin performansinin etkilenmedigi goriilmiistiir. Bu sayede MnCl,’nin
derisimi daha yliksek tutularak inkiibasyon zamaninin kisaltilabilecegi diisliniilmiistiir. En
uygun ortam i¢in 50-100 mmol/L araligindaki Mangan derisimi ile 30 dakikalik
inkiibasyonun yeterli oldugu goriilmiistiir. Hangi MnCl, konsantrasyonunun uygun oldugunu
anlamak icin yapilan tekrarlanabilirlik ve dogrusallik ¢calismasinda en iyi analitik dogrulugun

50 mmol/L’lik MnCl, derigimi ile saglandig1 goriilmustiir.

Klasik yontemde bulunan prolidaz enzimi aktivitesini sonlandirmak i¢in kullanilan
TCA (Triklor asetik asit) ile deproteinizasyon yapilmasi igslemi, hem diliisyona hem de
ortamda oOlgiilecek olan prolinlerin de ¢okmesine yol agtifi icin tepkimeyi durdurmak
amaciyla ortam pH’mi 1’e getirecek kadar asetik asit konulmustur. Daha sonra ayn1 pH’daki
Ninhidrin  ¢ozeltisi  eklenmistir. 90 derecede 30 dakika Dbekletildikten sonra
spektrofotometrede absorbanslar okutulmustur. Bdylece hem deproteinizasyona bagl

problem ortadan kalkmis hem de yontem tek bir deney tiipii icerisinde tamamlanmustir.

72



Ninhidrin reaksiyonu i¢in optimal pH =1, 2.5 ve 4.7’dir (160). pH 1’e getirildiginde
tepkime siddetinin ¢ok daha fazla oldugu ve ayni serumdan daha fazla absorbans alindig

tespit edilmistir.

Prolidaz enziminin substrat1 olan Glisil-prolin derisiminin enzim aktivitesi lizerine olan
etkisini gostermek ve en uygun derisimi tespit etmek amaciyla yapilan deneyler sonucunda
substrat derisiminin 144 mmol/L’deki miktarinin reaksiyonun substrat miktarindan bagimsiz

hareket edecegi sonucuna varilmistir.

Enzim tarafindan Glisil-prolin substratinin pargalanmasi ile agiga ¢ikan prolinin
inhibitor etkisini anlamak i¢in serum havuzu 6rneginde prolidaz enzim aktivitesi 5-30 dakika
araligindaki reaksiyon siirelerine gore Olcililmiis ve silire uzadik¢a aciga cikan prolinin
inhibitor etkisi ile aktivitede diislise neden oldugu sonucuna varilmistir. Bu nedenle Prolidaz
lizerine olan inhibitdr etkisi iyi bilinen L-prolinin, enzim aktivitesi sonucu analiz ortamina
serbestlesmesi ile aktiviteyi azaltmasi reaksiyon siiresinin en aza indirilmesi gerektigini
gostermistir. Bu ¢caligmada manuel kosullarda en az 5 dakikaya indirilen tepkime siiresi, eger
otomatize bir yontem gelistirilebilirse daha da kisaltilabilir. Boylece prolinin inhibisyonunu
en aza indirmek miimkiin olacaktir. Bu nedenlerle biz bu g¢alismamizda yeni gelistirilen
modifiye (optimize) Chinard metodunu kullanmay1 uygun bulduk. Sonuc olarak da prolidaz

enzim aktivitesinin bel fitigi olan hastalarda oldukca yukselmis oldugunu bulduk.

Bu bulgular 1s18inda disk dejenerasyonu ve hernisinde siddetli bir oksidatif stresin
mevcut oldugunu, ve bunun IVDD’nun hem etiopatogenezinde hem de progresyonunda rol
oynadigi, dolayisiyla ciddi biroksidatif hasarin ortaya ¢iktigi, bu hasardan en fazla etkilenen
proteinlerden biri olan kollajenin hasarlandigin1 ve yikiminin artarakturnover’inin hizlanmis
oldugunu ve bundan dolay1 da disk dejenerasyonu ve hernisinde prolidaz enzim aktivitesinin
artmis oldugunu soyleyebiliriz. Prolidaz enzim aktivitesinin saglikli eriskinlerde biiytik
varyasyonlar gostermemesi prolidaz enziminin bel fitig1 olan vakalarda kollajen doku
hasarmin degerlendirilmesi agisindan kullanilabilecegi ihtimalini gostermektedir. Ancak
metodun otomatize olmamasi, giivenilir fakat kolay uygulanabilir olmamasi rutin bir
parametre olarak heniiz kullanilabilir degildir. Fakat, bu zorluklarin giderilmesi, 6zellikle de
yontemin tam otomatize edilmesi ile rutinde kullanilir hale getirilmesi sayesinde kan prolidaz
aktivitesi, kollajen doku hasar1 diisliniilen hastaliklarda erken tani ve takibe olanak

saglayacak giivenilir bir bparametredir. Boylece bizim ¢alismamiza konu olan disk hernisi ve
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dejenerasyon siirecinin daha erken belirlenip kontrol altina alinabilmesi agisindan
uygulanabilir bir test olarak prolidaz enzim aktivitesinden faydalanilabilinecektir. Ayrica
oksidatif stres belirteclerini yiiksek olarak tespit ettigimiz bu hastalarda IVD’de oksidatif
stres ve hasarin da meydana geldigini diisiindiirmektedir. Oksidan maddelerin artmasi ve
bunun yaninda antioksidan kapasitenin azalmasit kollajen doku hasar1 olusturarak
dejenerasyon gelisim siirecini hizlandirp herniasyon olusumuna ve/veya ilerlemesine katkida
bulunabilir. Bundan dolayi, bu hastalarda antioksidan kapasitenin disardan verilebilecek
antioksidanlarla (vitamin A, C ve E gibi) destekleyici tedavi ile artirilmasinin IVDD ve bel
fitig1 olusum siirecinin yavaslamasina ve klinigin olumlu yonde daha da hafiflemesine neden

olabilecegi sonucuna varmis olduk.
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